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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

C°: Santigrad Derece

pL: Mikrolitre

um: Mikrometre

pmol: Mikromol

uM: Mikromolar

10,: Singlet oksijen

ABD: Amerika Birlesik Devletleri
ACE: Anjiyotensin-doniistiiriicii enzim
ADMA: Asimetrik dimetil arginin
AHA: Amerikan Kalp Birligi

ALT: Alanin transaminaz

Apo (a): Apolipoprotein (a)

Apo B-100: Apolipoprotein B-100
AST: Aspartat transaminaz

BUN: Kan dre azotu

C: Derisim

CAT: Katyonik amino asit tastyicilari
cGMP: Siklik guanozin mono fosfat
cm: Santimetre

CRP: C-Reaktif Protein

CSF: Koloni-stimile edici faktor

Cu: Bakir

CuCly: Bakar (IT) klortir

CuZn-SOD: Bakir ¢inko siiperoksit dismutaz
CDYA: Coklu doymamis yag asitleri
d: Yogunluk

DDAH: Dimetilarginin dimetilaminohidrolaz
DM: Diyabetes mellitus

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

e : Elektron
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EDRF: Endotel kaynakli gevsetici faktor
EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

eNOS: Endotelyal NOS

ESWL.: Extracorporeal shock wave lithotripsy
ET-1: Endotelin-1

F: Faktor

FAD: Flavin adenin dinukleotid

Fe: Demir

FGF: Fibroblast buyume faktor

FMN: Flavin monontikleotid

g: gram

GM-CSF: Granulosit makrofaj koloni-stimle edici faktor
GPO: Glutatyon peroksidaz

GR: Glutatyon Rediktaz

GSH: Redukte glutatyon

GS-SG: Okside glutatyon (glutatyon disulfid)
GST: Glutatyon S-Transferaz

H: Hidrojen

H": Hidrojen radikali

H,0: Su

H.0,: Hidrojen peroksit

HCI: Hidroklorik asit

HDL kolesterol: Yiiksek yogunluklu lipoprotein
H-E: Hematoksilen-Eozin

HOCI: Hipoklorik asit

HPLC: High-performance liquid chromatography (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi)

HPR: 'Horseradish' Peroksidaz

HQ’: Semikinon radikali

HT: Hipertaniyon

ICAM: interselliiler adezyon molekiilii
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IL: Interlokin

IM: Isik mikroskobu

IU: Internasyonal iinite

KAH: Koroner arter hastaligi

KAT: Katalaz

KBH: Kronik bobrek hastaligi

KD: Ksantin dehidrogenaz

kg: Kilogram

KH,PO,: Potasyum dihidrojen fosfat
KKH: Koroner kalp hastalig1

KO: Ksantin oksidaz

KoQ: Koenzim Q

KREA: Kreatinin

KVH: Kardiyovaskiiler hastalik

I: Is1gin kat ettigi yol (santimetre olarak)
L: Litre

L™ Lipid radikali

L7G: Luteolin 7-glukozid

LDL: Diistik yogunluklu lipoprotein
L-NMMA: L-N®-monometilarginin
LOQ'": Lipit peroksil radikali

LOOH: Lipit hidroperoksit

Lp (a): Lipoprotein (a)

M: Molarite (mol/L); molar

M-A: Mallory Azan

MA: Molekiil agirlhig

MAOQO: Monoamin oksidaz

MAPK: Mitojenle aktive edilmis protein kinase
MCP-1: Monosit kemoatraktan protein-1
M-CSF: Makrofaj koloni-stimule edici faktor
MDA: Malondialdehid

mg: Miligram
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ml: Mililitre

mm: Milimetre

mM: Milimolar

MMP: Matriks metalloproteinazlar

Mn-SOD: Mangan superoksit dismutaz

N2O: Nitroz oksit

Na,CO3: Sodyum karbonat

Na,HPO,: Disodyum hidrojen fosfat

NAD": Yiikseltgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
NADH: indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
NADP": Yiikseltgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NADPH: indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NaOH: Sodyum hidroksit

NBT: Nitro Blue Tetrazolium

NCEP ATP: The National Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel
nm: Nanometre

nmol: Nanomol

NO’: Nitroksil anyonu

NO™: Nitrozonyum katyonu

NO': Nitrik oksit

NO;": Nitrit

NO,": Nitronyum iyonu

NO;": Nitrojen dioksit

NO3™: Nitrat

NOS: Nitrik oksit sentaz

O,: Oksijen

O,": Suiperoksit radikali

O3: Ozon

OH": Hidroksil iyonu

OH’: Hidroksil radikali

ONOQO': Peroksinitrit



ONOOH: Peroksinitrik asit

Ox LDL: Okside LDL

P. major: Plantago major L.

PCI: Perkiitan koroner girisim

PDGF: Platelet-kokenli buyume faktori
PDGF-BB: Platelet-kokenli buyime faktori -BB
PDH: Periferik damar hastaliklar1

pg: Pikogram

PME: P. major ekstresi

PMYE: P. major yaprag: ekstresi

PRMT: Protein metil-arginin transferaz
RCOO": Organik peroksit radikali

RNA: Ribonikleik asit

RO’: Alkoksil radikali

ROO": Peroksil radikali

ROT: Reaktif oksijen tirleri

rpm: dakikada doniis sayisi; revolutions per minute
SDMA: Simetrik dimetilarginin

SOD: Stiperoksit dismutaz

SVH: Serebrovaskiiler hastaliklar

TBA: Tiyobarbiturik asit

TCA: Triklor asetik asit

TEM: Transmisyon Elektron Mikroskobu
TEP: Tetraetoksipropan

TG: Trigliserid

TGF-B: Transforme edici bliylime faktorii-3
TK: Total kolesterol

TLR: "Toll-like" reseptorleri

TNF-o: Timor nekroz faktorii-o

TSH: Tiroid stimule edici hormon

USG: Ultrasonografi

UV: Ultraviyole



v/v: Hacim/hacim

VCAM: Vaskiler hiicre adezyon molekuil
w/v: Agirlik/hacim

YZA: Yeni Zelanda 1rk albino

AOD: Delta optik dansite
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH'lar), Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin yayinladig
raporlara gore, tiim diinyada insanlarda goriilen 6liim sebepleri arasinda birinci sirada
yer almaktadir. Bu raporlara gore, 2008 yilinda biitiin diinyada dlen insanlarin %
30’u (17,3 milyon kisi) KVH'lar nedeniyle hayatlarin1 kaybetmislerdir. Kurulusun
yaptig1 projeksiyona gére KVH'lar nedeniyle (temel olarak kalp hastaliklar1 ve inme)
hayatin1 kaybedecek insan sayisinin 2030 yilinda 23,3 milyona yiikselmesi
beklenmektedir (1, 2).

Ateroskleroz, KVH'larin ortaya ¢ikmasinin ana sorumlusu olan, damar duvarlarinda
aterosklerotik plak olarak adlandirilan ve damar liimenine dogru uzanan intimal
lezyonlarla karakterize, kronik patolojik bir strectir (3, 4). Bugun igin ateroskleroz
ve ona bagli nedenlerle ortaya ¢ikan klinik durumlarin tedavisi ile ilgili olarak tibbin
onerebildigi secenekler smirlidir. Ozellikle olusmus plaklarm anlamli derecede
geriletilmesi ya da ortadan kaldirilmasi, cerrahi secenekler diginda, bugiin i¢in tedavi
secenekleri arasinda bulunmamaktadir. Bu nedenle de biitiin diinyada pek c¢ok
arastirmact bugiin i¢in insanoglunun bir numarali saglik problemi olan aterosklerozla

ilgili olarak oldukga fazla sayida arastirma yurttmektedir (3-5).

Cok eski ¢aglardan bu yana, diinyanin bir¢ok yerinde ¢esitli hastaliklardan korunma
ve tedavi amaciyla, geleneksel olarak cok cesitli bitkisel {riinler kullanilmis ve
kullanilmaya devam etmektedir (6-9). Son yillarda, birgok bitki ve onlardan elde
edilen ekstrelerle ilgili ¢ok sayida bilimsel aragtirma yapilmis ve insan sagligi ile
ilgili olumlu etkilerinin olduguna ve olabilecegine dair oldukca fazla sayida veri elde
edilmistir (10-14). Bu bitkiler iginde yiiksek fenolik bilesik (polifenol) igerigine ve
yuksek antioksidan aktiviteye sahip olanlar 6nemli bir yere sahip olmuslardir (15-
18). Son yillarda, fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin yani sira, ¢ok sayida
farklt mekanizmalar araciligiyla da gesitli hastaliklardan korunmada etkili olduklar
cesitli caligmalarla ortaya konulmustur (19-23). Aterosklerozun olumsuz etkilerini
ortadan kaldirmak amaciyla da, ¢ok gesitli bitkiler ve molekuller Uzerinde, tedavi ve

koruma amach kullanilabilecek yeni etken maddeler bulma timidiyle, ¢cok ¢esitli in



vitro ve in vivo arastirmalar yapilmaktadir. Birgok in vivo ve in vitro ¢alismada,
fenolik bilesiklerin ve bu molekiilleri yapisinda bulunduran bitkilerin ve bitki
ekstrelerinin ateroskleroza kars1 ¢ok c¢esitli mekanizmalarla koruyucu etkiler

gosterebileceklerine dair veriler elde edilmistir (16, 23-28).

Yapisinda yiiksek oranda fenolik bilesik bulunduran, yiliksek antioksidan ve serbest
radikal temizleme yetenegine sahip bitkilerden biri de Plantago major L. (P.
major)'dur (29-32). P. major; Plantaginaceae ailesinin, Plantago cinsine ait ¢ok yillik
bir bitki tiiriidiir ve {ilkemizde "biiyiik sinirli ot" adiyla bilinmektedir (32, 33). P.
major'un yapraklar1 ve tohumlari, geleneksel tipta; solunum ve gastrointestinal
sistem rahatsizliklar1 gibi oldukca genis bir yelpazedeki hastalik ve rahatsizliklarin
tedavisinde, ¢ok cesitli amaglar i¢in yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir (32, 34).
Ayrica, yara iyilesmesi, Ulser tedavisi ve zehirlenmeler gibi degisik pek ¢ok alanda
kullanilmakla  beraber, antiinflamatuvar, antihipertansif, immiinmodulator,
antinoziseptif, antimikrobiyal ve antitimoral etkinlik gibi birgok farkli 6zelliginin
bulundugunu gosteren ¢ok sayida caligmanin varligi da bu bitkiye olan ilgiyi
artirmaktadir (32-42). P. major ekstrelerinin fitokimyasal analizi sonucunda;
polisakkaritler, lipitler (doymus ve doymamis), amino asitler (esansiyel ve esansiyel
olmayan), fenolik bilesikler (6zellikle flavonoidler), iridoid glikozidleri ve
terpenoidler gibi c¢ok degisik biyolojik etkileri bulunan, olduk¢a fazla sayida
kimyasal bilesige sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (30, 32, 35).

P. major'un ateroskleroz iizerine etkileri ile ilgili literatiirde olduk¢a az sayida
calisma bulunmaktadir ve aterosklerotik hayvan modelleri ile ilgili ise hemen hemen
hi¢ c¢alisma bulunmamaktadir. Bu alanda literatiirde sadece, 1962 yilinda
hiperkolesterolemik diyetle ateroskleroz olusturulmus tavsanlarda P. major
yapraklarmin direkt etkisinin ve igerigi ile ilgili bilgi verilmeyen bir ekstresinin
etkilerinin arastirildig1 bir caligma yapilmis ve bu amagcla, serum TK ve lesitin
seviyeleri ile aterosklerotik plaklarin kalitatif 6zellikleri incelenmis ve kolesterol
seviyelerinde oldukca anlamli diisiisler oldugu gosterilmistir. Bu tarihten sonra P.
major ile ilgili bu konuda, daha detayli bir g¢alismanin yapilmamis oldugu
gorulmektedir (43).



Bu ¢alismanin amaci; P. major yapragi ekstresinin yiiksek kolesterol diyeti ile
beslenen hayvanlarda ateroskleroz olusumu, bazi ateroskleroz risk faktorleri ve

oksidan/antioksidan sistem Uzerine etkilerini gézlemlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ateroskleroz

2.1.1. Tanim

Ateroskleroz, KVH'larin ortaya ¢ikmasinin ana sorumlusu olan, damar duvarlarinda
aterosklerotik plak olarak adlandirilan ve damar liimenine dogru uzanan intimal
lezyonlarla karakterize, kronik patolojik bir stregtir. Ateroskleroz terimi, sertlesme
anlamina gelen ‘skleroz’ ve ‘lapa’ anlamina gelen ‘atero’ kelimelerinin birlesmesiyle

olusmaktadir (3, 4).

2.1.2. Epidemiyoloji

Ateroskleroz, yagl cizgilenmelerin gelisimi ile cocukluk déneminde baslamaktadir
ve aterosklerozdaki ileri lezyonlar, yasla birlikte giderek artan bir siklikta ortaya
¢ikmaktadir. Ateroskleroz, erkeklerde kirkli, kadinlarda da ellili yaslardan sonra hizli
bir ilerleme gostererek, klinik bulgular vermeye baslar ve KVH'lar olarak
adlandirilan yiiksek morbidite ve mortaliteyle seyreden klinik durumlara yol acar.
Erkek cinsiyete sahip olmak ateroskleroz risk faktorleri i¢inde yer almaktadir, ancak
son zamanlarda yapilan ¢alismalarda kadinlarin da KVH'lardan ve bu hastaliklara

bagli 6liimlerden erkekler kadar etkilendiklerini gostermistir (3, 44, 45).

KVH'lar, DSO’niin 2011 yilinda yayinladig: raporlara gére, tiim diinyada insanlarda
goriilen 6lim sebepleri arasinda birinci sirada yer almaktadir ve bu raporlara gore,
2008 yilinda biitiin diinyada 6len insanlarin % 30’u (17,3 milyon kisi) KVH'lar
nedeniyle hayatlarini kaybetmislerdir. Bu 6liimlerin de yaklasik 7,3 milyonu koroner
kalp hastaliklari, 6,2 milyonu da inme nedeniyle gerceklesmistir. Bu dliimlerin %
80'inden fazlasi diisiik ve orta gelirli lilkelerde goriilmektedir ve goriilme sikligi
erkeklerde ve kadinlarda hemen hemen esittir. DSO'niin yaptig1 projeksiyona gore
KVH'lar nedeniyle (temel olarak kalp hastaliklari ve inme) hayatin1 kaybedecek
insan sayisinin 2030 yilinda 23,3 milyona yiikselmesi beklenmektedir (1, 2).



2.1.3. Histoloji

2.1.3.1. Normal Arter Duvar Histolojisi

Normal arter duvari intima, medya ve adventisya olmak uzere U¢ tabakadan
olusmaktadir. Intima tabakasi, en icte bulunarak damar Iiimenini cevreler ve
dolasimdaki ¢esitli maddeler igin bariyer gorevi goren tek katli endotel hiicreleri,
subendotelyal matriks, bazal membran ve az miktarda vaskiler diiz kas hiicresi
tarafindan olusturulmus ince bir tabakadir. En kalin tabakayi olusturan medya
tabakasi ise orta kisimda bulunur ve intima ile adventisya tabakalarindan 'lamina
elastika interna’ ve 'lamina elastika eksterna' araciligiyla ayrilir. Bu tabaka kollajen,
elastik lifler, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardan meydana gelmis bir matriks
icindeki vaskuler diz kas hucreleri tarafindan olusturulmustur ve esas olarak damar
duvarinda kasilma ve gevseme hareketleri olusturarak kan akiminin diizenlenmesini
saglar. Adventisya ise en dig tabakay1 olusturur ve uzunlamasina seyreden kollajen
lifleri, fibroblastlar, arterlerin kanlanmasini1 saglayan 'vaza vazorum'lar, sinir uglari,
lenfatikler ve yag hiicreleri gibi c¢esitli hiicre tiplerini igeren gevsek bag dokusu

yapisindadir (3, 46).

2.1.3.2. Endotel ve Ozellikleri

Normal arter intimasinin damar liimenine bakan kismini kaplayan endotel, birgok
fizyolojik ve patolojik olayda diizenleyici gorevleri bulunan, mezoderm kaynakli, tek
katli yass1 epitel Ozelliginde, viicudun en biiyiikk endokrin, otokrin ve parakrin
organidir. Endokrin, otokrin ve parakrin ozellikleriyle kendisini, vaskiler diz kas
hiicrelerini, subendotel tabakadaki ve dolasimdaki hiicreleri etkileme 6zelliklerine
sahiptir (3, 47). Endotel hucreleri, hormonlar ve adezyon molekilleri gibi pek gok
molekiille, cesitli reseptorleri araciligiyla etkilesime girmektedir. Endotel yar1
gecirgen Ozellige sahiptir ve damar gecirgenligindeki rolii bulundugu yere ve
damarin 6zelligine gore (6rnegin merkezi sinir sistemindeki endotelde olduk¢a az)

degismektedir. Pek cok yagda ¢6zilinen ve ¢ok kiiclik capli suda ¢oziinen maddenin



kan ve dokular arasinda taginmasina, ayrica inflamasyon ve yara iyilesmesi gibi bazi

olaylar i¢in gerekli ¢esitli molekiillerin gegisine aracilik etmektedir (3, 47, 48).

Endotel, normal damar homeostazi, hiicre proliferasyonu, vaskiler tonusun
ayarlanmasi, inflamatuvar olaylar, koagulasyon sisteminin duzenlenmesi ve
immunolojik reaksiyonlar icin gerekli pek ¢ok maddenin sentez ve metabolize
edildigi, oldukg¢a fazla isleve sahip bir dokudur (Tablo 2.1) (3). Endotel dokusu bu
fonksiyonlarmi; hormonlar, biyime faktorleri ve inhibitorleri, vazodilator ve
vazokonstriktor maddeler, inflamatuvar aracilar, antitrombotik ve protrombotik

maddeler gibi pek ¢ok araci kullanarak gergeklestirmektedir (47, 48).

Tablo 2.1: Endotel hiicrelerinin 6zellikleri ve fonksiyonlart — Kumar ve ark. (3)’dan

alinmistir.
Endotel Hiicrelerinin Ozellikleri ve Fonksiyonlar
e Kan akim1 ve damar reaktivitesinin ayarlanmasi
e Gegirgenlik bariyerinin stirdirilmesi » Vazokonstriktorler: Endotelin, ACE

> Vazodilatorler: NO°, prostasiklin

¢ Antikoagilan, antitrombotik, fibrinolitik . ) o )
¢ Inflamasyon ve immiinitenin diizenlenmesi

> IL-1, IL-6, kemokinler
» Adezyon molekilleri: VCAM-1, ICAM,
E-selektin, P-selektin

diizenleyicilerin olusturulmasi
»  Prostasiklin
» Trombomodiilin
» Heparin benzeri molekdller

L . > Histokompatibilite antijenleri
»  Plazminojen aktivatoru

e Protrombotik molekiillerin olusturulmasi
» Von Willebrand faktor
» Doku faktori

e Hiicre blyumesinin diizenlenmesi
» Buyumeyi uyaranlar: PDGF, CSF, FGF

L . o » Buyume inhibitorleri: Heparin, TGF-p
» Plazminojen aktivatdr inhibitori

e Ekstraselliiler matriks yapimi1 )
) ] e LDL oksidasyonu
(kollajen, proteoglikanlar)

ACE, anjiyotensin-doniistiiriicii enzim; CSF, koloni-stimile edici faktor; FGF, fibroblast bliytime faktori; ICAM, interselliiler
adezyon molekiili; IL, interlokin; LDL, diisiik-dansiteli lipoprotein; NO, nitrik oksit; PDGF, platelet-kdkenli bilyiime faktor;

TGF-B, transforme edici biiyiime faktorii-B; VCAM, vaskiler hiicre adezyon molekuli.




Endotel dokusunun sahip oldugu bu 6nemli 6zellikleri nedeniyle, aterosklerotik risk
faktorleri etkileriyle endotel disfonksiyonunun goriildiigii durumlarda vaskiiler tonus
bozukluklari, koagiilasyon sistemi anormallikleri ve vaskiler diz kas hicre
proliferasyonlar1 gibi patolojiler meydana gelmektedir. Bu durumlar da trombosit ve
16kosit adezyonu, inflamatuvar sitokinlerin liretiminde artig, endotel gecirgenliginde
artma, subendotel alanda makrofaj birikimi ve zamanla kopiik hiicre olusumlar1 ve
vaskiler diiz kas hiicre proliferasyonlari gibi sonuglar dogurarak, K\VH'lar igin zemin

olusturmaktadir (3, 4).

2.1.4. Patogenez

Ateroskleroz, arter duvarinin endotel hasarina verdigi kronik inflamatuvar bir
cevaptir (49). Endotel hicreleri, vaskuller duz kas hiicreleri, oksidasyon gibi ¢esitli
modifikasyonlara ugramis lipoproteinler, monositlerden koken alan makrofajlar, T
lenfositleri ve damar duvarinda bulunan normal hiicresel elemanlar arasinda
meydana gelen etkilesimler neticesinde, aterosklerotik lezyonda progresyon meydana
gelir. Kronik endotel hasari nedeniyle endotel disfonksiyonu meydana gelir ve damar
duvar1 gegirgenligi artar, 16kosit adezyonu gerceklesir, tromboza yatkinlik artar,
damar duvarinda LDL ve okside LDL (ox LDL) gibi lipoproteinler birikir. Endotele
monositlerin toplanmasi ve adezyonu gerceklesir ve bu hiicreler intima tabakasina
gocerek makrofajlara doniisiirler ve daha sonra zamanla kopiik hiicrelerini
olusturmaya baglarlar. Plateletler adezyona ugramaya baslarlar ve aktiflesmis
plateletlerden, makrofajlardan ve damar duvarinda bulunan hiicrelerden cesitli
sitokinlerin salinimi ile medya tabakasinda vaskiler diiz kas hucre proliferasyonu
gerceklesir ve bu hiicreler intima tabakasina da girerek, burada da c¢ogalmaya
baglarlar. Bununla birlikte ekstraseliiler matriks yapiminda da artis goriilmeye baslar.
Hiicre dis1 alanlarda ve makrofajlar ve vaskiler diiz kas hucreleri gibi hicre igi
alanlarda da lipid birikimi olusmaya baslar. Bu sekilde intima tabakasinda lipid
yiiklii makrofajlarin ortamda birikmesi sonucunda yagl ¢izgilenmeler meydana gelir.
Bu lezyonun progresyonuyla da, proliferasyona ugramis vaskiler diiz kas hicreleri,
kopiik hiicreleri, hiicre dis1 lipid birikimleri ve ekstraseliiler matriksten olusan aterom

plagi olusur (3, 44, 49).



2.1.4.1. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu, aterosklerozun tiim basamaklarinda etkili olan ve
inflamatuvar, proliferatif ve koagiilasyona yatkinlik durumlar1 ile beraberlik
gosteren, ateroskleroz olusumunun ana mekanizmalardan biridir. Hiperlipidemi,
obezite, diyabetes mellitus (DM), hipertansiyon (HT), sigara toksinleri, oksidatif
stres, immin komplekslerin birikimi, timoér nekroz faktori-a (TNF-a) gibi
inflamatuvar sitokinler, artmis CRP seviyeleri, hiperhomosisteinemi, virtsler gibi
cesitli enfeksiyon ajanlari, ileri glikasyon son driinleri ve kronik sistem
enfeksiyonlart gibi pek cok faktor nedeniyle endotel disfonksiyonu meydana
gelmektedir (47, 50).

Guniimuzde endotel disfonksiyonunun, endotelde goriilen yapisal degisiklerden daha
cok, fonksiyonel degisiklikler sonucu olusmaya basladigr goriisii hakimiyet
kazanmistir. Insanlarda, damar duvarlarinda gériilen erken aterosklerotik lezyonlarn,
yapisal olarak saglam endotel alanlarindan basladig: tespit edilmistir. Yapisal olarak
saglam, fakat fonksiyonel olarak bozuk hiicrelerin varliginda, endotel gecirgenligi
artar, 16kosit adezyonu ¢ogalir ve gen ekspresyonlarinda degisiklikler meydana gelir.
Endotel disfonksiyonunun en dnemli nedenleri olarak, hemodinamik bozukuluklar,

hiperlipidemi ve inflamasyon 6n plana ¢ikmaktadir (3, 49, 50).

Hemodinamik bozukluklarin en 6nemli nedenlerinden biri, NO" ile iliskili vaskiiler
reaktivitede goriilen bozulmalardir (50). NO°, argininin nitri oksit sentaz (NOS)
enzimi ile NO® ve L-sitriiline doniistiirilmesi ile elde edilir. NO® (endotel kaynakli
gevsetici faktor olarak da bilinir), endotel bagimli vazodilatasyondan sorumludur ve
vaskiler diz kas hucreleri (zerine guanilat siklaz yoluyla etki etmektedir (51).
NO”nun, damar tonusunu ayarlama, trombosit kiimelenmesini engelleme, vaskiler
diz kas hicrelerinin gogalmalarini engelleme, peroksinitrit (ONOO") gibi hasar
yapict Ozelligi olan serbest radikallerin salmimmi gibi pek ¢ok fonksiyonu
bulunmaktadir  (52). Endotel disfonksiyonu, NO® gibi vazodilatorlerin
biyoyararlannominda azalma ve endotelin-1 (ET-1) gibi endotel kaynakl

vazokonstriktorlerde artis ile karakterizedir ve bu durum, endotel kaynakli



vazodilatasyonun azalmasina yol ag¢maktadir (53). Cesitli farmakolojik ve
hemodinamik uyaranlara endotel hiicrelerince yetersiz NO® cevabmin olusmast,
aterosklerozun gozlenen ilk fizyolojik bulgusudur (54, 55). NO® fonksiyonlarinda
goriilen kayiplar neticesinde endotel hiicrelerinin ylzeylerinde VCAM-1, ICAM-1 ve
P selektin gibi molekiiller olusmaya baslarlar. Bu molekiiller gibi adezyon
molekiillerinin olusmasiyla inflamatuvar hiicreler endotele yapisirlar ve sonra
subendotel alana go¢ etmeye baslarlar. Sonugta, endotel disfonksiyonu neticesinde,
I6kositlerin arter duvarina adezyonu, subendotel alana gecisleri, vaskiler diiz kas

hlcrelerinin gocii ve proliferasyonu tetiklenmis olur (47, 53, 55).

Aterosklerozda goriilen hemodinamik bozukluga yol agan faktorlerden biri de kan
akimlarinda goriilen tiirbiilanstir. Aterosklerotik plaklarin daha ¢cok damarlarin ¢ikis
ostiumlar1 ve dallanma noktalari, abdominal aortun arka duvari gibi kan akiminin
degisiklige ugradigr bolgelerde olusmaya meyilli olduklar1 gosterilmistir. Akim
dinamiklerinde goriilen bu degisikler endoteli mekanik olarak etkilemelerinin yani
sira, fonksiyonel olarak da etkilemekte ve ateroskleroz patofizyolojisiyle iliskili
genlerin  ekspresyonunu uyararak, aterogenezin kompleks transkripsiyonel
diizenlenmesine belirgin bir bicimde katkida bulunmaktadir. Ayrica yapilan bazi in
vitro galismalarda, normal laminer kan akimi olan ve tiirbiilan kan akimi olan damar
bolgeleri karsilastirildiginda, laminer kan akimmin SOD gibi antioksidan enzimlerin

uretimiyle ilgili endotelyal genleri uyardigi gosterilmistir (3, 50).

Endotel disfonksiyonuna neden olan ana sebeplerden bir digeri ise hiperlipidemidir
(56). Lipidler kanda genel olarak apoproteinlere bagli olarak, lipoprotein
kompleksleri seklinde tasinirlar. Artmis LDL kolesterol diizeyleri, azalmis HDL
kolesterol dlzeyleri ve artmis anormal lipoprotein (a) (Lp (a)) seviyeleri, dnemli
lipoprotein anormallik durumlarini olusturmaktadir (3). Hiperlipidemi varliginda
NADPH (indirgenmis nikotinamid adenin dintkleotid fosfat) oksidaz enziminin
'upregiile' oldugu, superoksit (O,") iiretiminin ve oksidatif stresin arttig1 ve plazma
ADMA seviyelerinin yiikseldigi ve LDL'min endotel hicrelerine girerek, intima
tabakasina yayildig1 ve intimada oksidatif modifikasyona ugrayarak makrofaj gogline
ve kolesterol birikimine neden oldugu gosterilmistir (3, 56). ADMA, NO’



olusumunun 6nemli bir inhibitoriidiir ve endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir
(57). ADMA, endotelyal NOS’un (eNOS) endojen bir inhibitérudir ve bu durum
artmig Oy~ {iretimine ve azalmis NO® iiretimine neden olmaktadir (56). ADMA'nin
plazma konsantrasyonlarmin hiperkolesterolemi ile arttigr gosterilmistir ve bu
molekdlun endotel disfonksiyonu igin hem bir belirteg, hem de bir risk faktord
oldugu distintilmektedir (58, 59). LDL seviyelerindeki artis ve Ozellikle LDL
oksidasyonu, endotel hasar1 ve damar duvarindaki inflamatuvar yanitin artisindan
sorumlu ana etkenlerden biridir. Ox LDL'nin endotel hiicrelerindeki proinflamatuvar
molekdllerin ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunu indiikledigi, ET-1 Gretimini
uyardigy, cesitli kemoatraktan molekiillerin sentezini artirdigi, monosit toplanmasini
ve makrofaj olusumunu uyardigi ve bu nedenle cok cesitli sitokin ve biiyiime
faktorlerinin Gretimini indiikledigi, vaskuler diiz kas hiicre gocu ve proliferasyonuna
neden oldugu gosterilmistir (3, 56, 60). Ox LDL reseptoriinden farkli yapidaki ¢opgii
reseptorler tarafindan makrofajlarca alinir ve bu makrofajlar kopiik hiicrelerine
dontigiirler ve aterosklerotik lezyon olusum siirecini hizlandirirlar (3, 61). Ox LDL,
aterosklerotik lezyonlarda monosit toplanmasini uyaran bilytime faktorleri, sitokinler
ve kemokinlerin endotel hiicrelerinden ve makrofajlardan salinmasini uyarmaktadir,
ayrica endotel hiicreleri ve vaskdler diz kas hicrelerine sitotoksik etki yaparak da
endotel disfonksiyonuna katkida bulunmaktadir (3, 62).

Endotel disfonksiyonu ile iligkili ana faktorlerden bir digeri ise inflamasyondur.
Aterosklerotik lezyonlarin baslangi¢ ve ilerleme asamalart ve meydana gelen
komplikasyonlarinda inflamatuvar hiicreler ve c¢esitli mediyatorler gorev
almaktadirlar (3, 49). Yapilan ¢ok sayida calismada, sigara, hiperkolesterolemi, HT
ve DM gibi ¢esitli risk faktorlerinin genel bir inflamatuvar yanita neden olarak
viicutta yaygin bir reaksiyon olusturduklart gosterilmistir (63). Bu risk faktorlerine
yanit olarak hem sistemik akut faz reaktanlari aktive olur, hem de endotel
hlcrelerince gesitli sinyal molekiilleri iiretilmeye baslar (64, 65). Normalde hticre
adezyonunu ve trombis olusumunu engelleyici 6zellikte olan endotel, gesitli risk

faktorlerinin etkisi ile adezyona agik ve protrombotik hale gelmektedir (66).
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Inflamatuvar hiicreler normalde damar yiizeyine baglanamazlar, ancak aterogenezin
erken donemlerinde damarlarda meydana gelen endotel disfonksiyonu nedeniyle,
endotel hicrelerinden VCAM-1, ICAM gibi 16kosit adezyonunu artiran adezyon
molekdllerinin ekspresyonu, PDGF, FGF, TGF-B, IL-1 ve TNF-a gibi gesitli biiyiime
faktorlerinin salinimi1 ve makrofaj koloni-stimile edici faktor (M-CSF), granulosit
makrofaj koloni-stimille edici faktor (GM-CSF) gibi sitokinlerin  dretimi
baslamaktadir (3, 67). Bu molekiiller araciligiyla endotele baglanan monositler ve T
hicreleri gibi hiicreler, lokal olarak {iretilmis kemokinlerin etkisi altinda
subendotelyal alana diyapedez mekanizmasi ile g6¢ etmektedirler. Intimada
monositler makrofajlara dontisiirler ve ox LDL'yi ve ortamda bulunan diger
lipoproteinleri i¢lerine almaya baslarlar ve sonunda kopiik hiicrelerine doniisiirler.
Zamanla ox LDL'nin giderek artan bir sekilde birikimi sonucunda aterosklerotik
lezyonlar olugsmaya ve ilerlemeye baslarlar (3, 4). Ox LDL primer proinflamatuvar
sitokinler olarak adlandirilan IL-1 ve TNF-a’y1 aktive eder. Bu sitokinler IL-6’y1
aktive ederek karacigerden CRP gibi akut faz reaktanlarmin salinimina yol acarlar
(62, 68). Ox LDL veya T hiicreleri gibi uyaricilar tarafindan aktiflestirilen
makrofajlarca da TNF-a gibi sitokinler ve LDL oksidasyonunu artiran reaktif oksijen
turleri (ROT) iiretilmeye baslar. Uretilen bu sitokinler ile daha fazla l6kosit adezyonu
gerceklesir. Tiim bu hiicrelerden salinan cesitli kemokinlerce, ortama c¢ok sayida
mononiikleer inflamatuvar hiicre toplanmaya baslar (3, 68). Risk faktorlerinin
varhigmin devam etmesi halinde, intimada toplanan T hucreleri makrofajlarca
aktiflestirilmeye devam eder ve boylece kronik bir immin inflamatuvar durum
olusur. Boylece intimal lezyonlarda ilerleme devam eder ve bu lezyonlarda bulunan
aktiflesmis T hicreleri interferon-y gibi makrofajlari, endotel hiicrelerini ve vaskuler
diz kas hucrelerini uyaran inflamatuvar sitokinleri salgilarlar (3, 66). T hticreleri
ayrica makrofajlar1 aktive ederek kollajen, matriks metalloproteinazlar (MMP) ve
cesitli sitokinlerin salinimlarini tesvik etmektedir. Bu sekilde aterom plag: giderek
biiylimeye baslar. Ayrica ox LDL ve "heat shock proteinleri”, "toll-like"
reseptorlerini (TLR) uyararak inflamasyonu daha da artirirlar (49, 69). Bu sekilde
meydana gelen kronik inflamatuvar durumun neticesinde, aktive olmus lokositler ve
damar duvarinda bulunan hiicrelerce vaskiler diz kas hiicre cogalmasi ve

ekstraseliiler matriks sentezini uyaran gesitli bitylime faktorleri salgilanir (3, 70).
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2.1.4.2. Vaskuler Duz Kas Huicre Gogu ve Proliferasyonu

Ateroskleroz olusum silirecinde meydana gelen ana hiicresel olaylar, endotel
disfonksiyonu sonucu damar duvarinda lokositlerin toplanmasi ve birikimi ile
makrofaj ve lenfositlerle beraber vaskiler duz kas hiicrelerinin intima tabakasina gog
etmesidir. Vaskuler diz kas hucrelerinin bu anormal gogleri ve proliferasyonlart,
ateroskleroz progresyonunun yanisira, HT patogenezi ve perkiitan koroner girisim
(PCI) sonras1 goriilen restenoz olusumu gibi pek ¢ok kardiyovaskiler patoloji ile

ilgili anahtar bir rol oynamaktadir (3, 71, 72).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri, ateroskleroz progresyonunun her asamasinda gorev alir
ve lipid yliklenmesi ile beraber, aterom plagi olusum siirecinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli fonksiyonlara sahiptir (73). intimada 1s1nsal yayilma seklinde biriken plazma
LDL'"leri, apolipoprotein B100 kisimlar1 yardimiyla, vaskiler diiz kas hucreleri
tarafindan salgilanan siilfatlanmis proteoglikanlara, fibronektinlere ve kollajenlere
baglanarak oksidasyon gibi ¢esitli modifikasyonlara ugrarlar (74, 75). Vaskuler diz
kas hicrelerinin aterosklerozdaki rolii, lipid bilesenleri endositoz ile alma ve
nanometrik molekiiler kompleksleri, hiicresel pargaciklar1 ve apopitotik hiicreleri
fagosite etme yetenegi gibi 6zellikleri ile dogrudan iliskilidir (73). LDL'ler, vaskdler
diiz kas hucrelerinin LDL'lere 6zgul reseptorleri tarafindan igeri alinirken, modifiye-
LDL'ler ¢opgii reseptorler tarafindan hiicre igine alinmaktadirlar ve vaskiler diiz kas
hicreleri, ox LDL gibi modifiye LDL'leri, dogal LDL'lerden endositoz yoluyla daha
fazla iglerine alirlar (76, 77). LDL'lerin vaskiiler diuz kas hicreleri tarafindan
endositozu, sitoplazmalarinda genis lipid damlaciklart iceren kopiik hiicrelerinin
olusumuna neden olmaktadir ve vaskiler diiz kas hicreleri yaslanmis eritrositleri ve

hem-kaynakli demiri de makrofajlar gibi fagosite edebilmektedirler (78, 79).

Lipid birikimi ile meydana gelen baslangi¢ hasar1 sonucunda bazi mediyal vaskdler
diuz kas hicreleri, fizyolojik kontraktil fonksiyonlarin1 kaybederek, sentetik ve
proliferatif bir fenotip kazanirlar. Bu fenotipe sahip mediyal vaskiler diz kas
hicreleri, plateletler, makrofajlar, endotel hicreleri ve vaskiler diz kas

hicrelerinden de salgilanan PDGF gibi pek ¢ok uyaranin etkisiyle intimaya go¢
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ederler, prolifere olurlar, LDL'lere ve kollajenlere afinitesi diisiik proteoglikanlar gibi

pek cok maddeyi sentezlerler (3, 73).

Intimal vaskiiler diiz kas hiicre ¢ogalmas1 ve ekstraseliiler matriks birikimi, erken
asamadaki bir yagh c¢izgilenmeyi, olgun bir aterom plagina doniistirmekte ve
aterosklerotik lezyonlarin ilerleyici bir sekilde biiylimesine neden olmaktadir. PDGF,
FGF ve TGF-a gibi bir ¢ok biyume faktorii vaskiler diiz kas hiicre gogalmasi ve
ekstraseliiler matriks sentezine neden olmaktadir. Artmis sentezin yanisira, aterom
plaklarinda bulunan aktif inflamatuvar hiicreler, intimal vaskiler diz kas
hicrelerinde apopitozise de neden olabilmekte ve ayn1 zamanda yirtilmaya meyilli,
dengesiz, labil bir plak olusumuna neden olan ekstraseliiler matriks yikimini da
artirabilmektedirler (3, 71, 73).

2.1.4.3. Aterosklerozun Morfolojik Gelisimi

Aterosklerozda gorilen anahtar olaylar intimada kalinlasma ve lipid birikimidir (3).
Ateroskleroz gelisim siirecinde goriilen en erken lezyon ise ¢ocuklar ve bebeklerde
de gorulebilen ve ilk defa Stary tarafindan tanimlanan, damar duvarinda bulunan
makrofajlar ve vaskiler diiz kas hucrelerinde hiicre ici lipid birikimi ile karakterize
yaglh cizgilenmelerdir (80, 81). Bu lezyonlar, hiperkolesteroleminin etkisiyle giderek
ilerler ve ara lezyonlara doniisiir. Ara lezyonlarin ilerlemesi ile tim bu sure¢ sonunda
fibroz ya da ateromatoz plak gelisir (44). Aterosklerotik plaklarin gelisim asamalarini
iceren smiflandirilma tablo 2.2'de goriilmektedir. Aterom plaklari; makrofajlar,
vaskiler duz kas hucreleri, I6kositler, kollajen ve elastik dokular, intraselliler ve
ekstraselliiler yag birikimlerinin olusturdugu fibr6z bir baslik igerir. Zaman i¢inde bu
plak yapisi genislemeye, kalinlagmaya baslar ve damar lumeninde ilerleyici bir
daralmaya neden olur. Herhangi bir zamanda, plak ylizeyinde ulserasyon ve trombdis
olusumu gozlendiginde, viicudun degisik bolgelerinde embolizasyon ya da okliizyon

gibi durumlar gorulebilir (3, 44).
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Tablo 2.2: Aterosklerotik plaklarin degerlendirilmesinde kullanilan, Amerikan Kalp

Birligi’nin (AHA) Histolojik Siniflamasi— Perrotta (82)’dan alinmustir.

Baslangic lezyonlar1

Tip | Belirgin olmayan plak goriinimi ve izole lipid
yuklt makrofajlar (kdpuk hicreleri).
Tip 11 Yagli cizgilenmeler ve noktalar: Makrofaj ve diiz

kas hiicreleri kaynakli kopiik hiicrelerini igeren,
gorulebilen ilk lezyonlar.

Ara lezyonlar

Tip 1

ilerlemis lezyonlar

Tip Il'de gozlenen lezyonlarla beraber, diiz kas
hiicrelerinde artis, kopiik hiicreleri ve kiiguk hiicre
dist lipid birikimleri.

Tip IV Aterom: Kopik hiicreleri ve duz kas hiicrelerince
infiltrasyona ugramis, proteoglikanlardan zengin
tabaka ile kapli, yogun hiicre disi lipid birikimi
(lipid cekirdek).

TipV

Va Fibroaterom: Iintimanin proteoglikandan zengin
tabakasinda fibréz doku artisi.

Vb Elastik liflerde, matriks vezikillerinde, lipid
damlaciklarinda kalsifikasyon (Tip VII olarak da
adlandirilir).

Ve Lipid ¢ekirdegin minimal diizeyde bulunmasi ya

da olmamas1 (Tip VIII olarak da adlandirilir).

Komplike lezyonlar

Tip VI

Tip IV ve Tip V lezyonlarla birlikte hemoraji,
tromboz ve iilser bulunmasi.
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2.1.5. Ateroskleroz Risk Faktorleri

Bilindigi tizere koroner arter hastaliklarinin temelinde ateroskleroz yer almaktadir (1,
2). Ateroskleroza neden olan ¢ok cesitli risk faktorleri bulunmaktadir ve bu risk
faktorlerinin tanimlanmast ve bu durumlarin tedavisi, heniiz belirti gostermeyen
kisilerde koroner kalp hastaliklarinin 6nlenmesi, agiga ¢ikmis hastaligi olan kisilerde
ise tekrarlayan olaylarin oOnlenmesi i¢in gereklidir. Bu amacla sistematik
yaklagimlara gereksinim oldugundan, ¢esitli kilavuzlar hazirlanmaktadir. NCEP ATP
kilavuzlar1 (The National Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel
Guidelines), diinyada koroner arter hastaliklarina yaklagimlarda en sik kullanilan
kilavuzlardan biridir. En son yayinlanan NCEP ATP IlI kilavuzunun final raporuna

gore koroner arter hastaligi risk faktorleri, tablo 2.3'te gosterilmistir (83).

Sigara kullanimi, fazla kiloluluk/obezite, fiziksel inaktivite, yasam tarzi degisiklikleri
ve/veya gesitli ilaglarla diizenlenebilen degisik lipid bozukluklari, HT, DM ve insilin
direnci gibi risk faktorlerinden bazilari yasam tarzi degisiklikleri ile modifiye
edilebilmektedir. Yas, cinsiyet ve aile hikayesi gibi faktorler ise modifiye
edilemeyen faktorler arasinda yer almaktadir. Ayrica Lp (a), homosistein, trombotik
ve inflamatuvar faktorler gibi yeni risk faktorleri de bulunmaktadir. Tiim bu risk
faktorleri aterosklerozun baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli roller oynamaktadir
(83).

2.1.5.1. Lipid Risk Faktorleri

LDL Kolesterol: Hiperkolesterolemi, ateroskleroz igin major bir risk faktortddr ve
diger risk faktorlerinin yoklugunda bile hiperkolesterolemi aterosklerotik lezyon
gelisimini baslatmak i¢in yeterlidir. Kolesteroliin artmis risk ile iliskili olan ana
eleman1 LDL kolesteroldiir (3). LDL’nin proinflamatuvar bir ajan oldugu, endotel
hasarina yol actigi ve aterosklerotik lezyonun en Onemli belirtisi olan kronik
inflamatuvar cevabi uyardigi tespit edilmistir. LDL, endotel tabakasina girerek
oksidatif ~ modifikasyona ugramakta, ¢esitli inflamatuvar — mediyat6rlerin

sekresyonuna, makrofaj gogiine ve kolesterol birikimine neden olmaktadir ve tim
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bunlarin sonucunda endotel hiicre fonksiyonlari bozulmakta ve NO™ 0retimi
azalmaktadir. Ox LDL’yi fagosite eden makrofajlar kopiik hiicrelerine doniigerek
aterosklerotik siirecin devamina katkida bulunmaktadir. LDL ayrica vaskuler diiz kas

hlcrelerinin proliferasyonuna da neden olmaktadir (56, 60-62).

Tablo 2.3: Koroner Arter Hastaligi (KAH) Risk Faktorleri-NCEP ATP III (83)'ten

alinmustir.

1) Lipid Risk Faktorleri 2) Lipid Olmayan Risk Faktorleri

e LDL A) Modifiye B) Modifiye
e Trigliseridler Edilebilen Risk Edilemeyen Risk
* Lipoprotein artiklart Faktorleri Faktorleri
e Non-HDL Kolesterol e HT o Yas
* HDL diisiikligii o Sigara iciciligi o Erkek cinsiyet
e Aterojenik dislipidemi e DM e Ailede erken
o Fazla koroner kalp
kiloluluk/Obezite hastaligi (KKH)
o Fiziksel inaktivite oykast
o Aterojenik diyet

3) Yeni Kullanima Giren Risk Faktorleri

A) Yeni Kullanima Giren Lipid Risk
Faktorleri

B) Yeni Kullanima Giren Lipid Olmayan
Risk Faktorleri

° Lp(@

e Kiigiik LDL pargaciklari

o HDL alt tipleri

e Apolipoproteinler (Apolipoprotein B ve A-1)

e Homosistein
e Trombojenik/hemostatik faktorler
e inflamatuvar faktorler (6r. CRP)

e Bozulmus aglik glukozu

e TK/HDL kolesterol orani

Serum kolesterol seviyeleri ile KKH riski arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir
(84). TK ve LDL kolesterol seviyeleri diisiik olan toplumlarda; sigara, HT ve DM
gibi diger risk faktorleri sik olarak goriildiigiinde bile KKH riskinin diisiik oldugunu
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (85). Hiperkolesteroleminin genetik formlarinda
ise, diger risk faktorlerinin tamamen yok oldugu durumlarda bile, tek basina yiiksek

LDL seviyelerinin KAH’a yol agtig1 olduk¢a agik bir bigimde gosterilmistir (86).
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Ayrica iyi tanimlanmis topluluklarda yapilan prospektif calismalarin en dikkate
deger olanlarindan biri olan "Framingham Kalp Calismasi ve Toplumlarda
Ateroskleroz Riski" sonuglarina gore, serum kolesterol diizeylerindeki artiglarla
beraber, KAH’a bagl 6liimlerde de bir artis goriildiigii tespit edilmistir (87, 88). Bu
calismalar gibi daha pek cok c¢alismanin verilerini dikkate alan NCEP ATP
kilavuzlari, lipid disiiriicti tedavide LDL kolesterolli ana hedef olarak belirlemistir
(83).

HDL Kolesterol Diisiikliigii: Yapilan ¢ok sayida calismada HDL kolesterol
seviyeleri ile KAH gelisme riski arasinda ters yonde ve gii¢lii bir iliski oldugu
gosterilmistir ve diisiik HDL kolesterol seviyeleri KAH icin bagimsiz bir risk faktori
olarak degerlendirilmektedir. HDL kolesterol seviyelerinde gorilen % 1'lik distisiin,
KKH riskini % 2-3 oraninda artirdigi tespit edilmistir (83, 89). NCEP ATP liI
kilavuzunda, diisik HDL kolesterol seviyelerinin (<40 mg/dl) KKH igin bir risk
faktorl, yiuksek HDL kolesterol seviyelerinin (>60 mg/dl) ise koruyucu bir faktor
oldugu belirtilmektedir (83). Diisiik HDL duzeylerine neden olan faktorler arasinda
fazla kiloluluk ve obezite, fiziksel inaktivite, sigara igiciligi, asir1 karbonhidrat alima,
tip 2 diyabet, genetik faktorler ve beta blokorler, anabolik steroidler ve

progestasyonel ajanlar gibi ilaglar sayilabilmektedir (90-92).

Trigliseridler: Bircok prospektif epidemiyolojik c¢alisma sonucunda serum
trigliserid seviyeleri ile KKH insidansi arasinda pozitif bir iliski bulundugu ortaya
cikmustir (93, 94). Trigliseridlerle KKH'lar1 arasindaki iliski, 6zellikle DM, obezite,
HT, LDL kolesterol yiiksekligi ve diisiik HDL kolesterol degerleri gibi faktorlerle
iligkilendirilmektedir (95). Bununla birlikte, yapilan pek ¢ok prospektif ¢aligmanin
metaanalizi sonucunda, smirda (150-199 mg/dl) veya yiksek (200 mg/dl’den
yuksek) trigliserid seviyelerinin KAH i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ortaya
konulmustur (83, 93, 94).
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2.1.5.2. Lipid Olmayan Risk Faktorleri

Lipid olmayan risk faktorleri, modifiye edilebilen ve edilemeyen risk faktorleri
olarak ikiye ayrilmaktadir. Modifiye edilebilen risk faktorleri arasinda HT, sigara
iciciligi, DM, fazla kiloluluk/obezite, fiziksel inaktivite ve aterojenik diyet gibi risk
faktorleri yer almaktadir. Modifiye edilemeyen risk faktorleri arasinda yas, erkek
cinsiyet ve ailede erken KKH dykisu gibi risk faktorleri yer almaktadir (83).

HT, KKH’lar1, kalp yetmezligi, serebrovaskiiler hastaliklar (SVH), periferik damar
hastaliklar1 (PDH), bobrek yetmezligi ve atriyal fibrilasyon gibi pek hastalik igin
major bir risk faktorudir (96). Sigara igiciligi de, KKH’lari, SVH ve bitiln
aterosklerotik KVH'lar icin gucli ve bagimsiz bir major risk faktoridir (83, 97).
Insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve artmis kan glukozu da aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastalik gelisimiyle iligkilidir ve DM varligi, KKH esdegeri olarak
gorilmektedir (83, 98). Obezite de; HT, insiilin direnci ve glukoz intoleransi,
hipertrigliseridemi, azalmigs HDL kolesterol seviyeleri ve disiik adiponektin
seviyeleri gibi ateroskleroz, KVH ve kardiyovaskiler mortalite ile ilgili bir dizi risk
faktoriiyle yakindan iligkilidir (99-102) ve AHA tarafindan, koroner kalp hastaliklar
icin major bir risk faktoru olarak tanimlanmaktadir (103).

Koroner hastalik riski, kadinlarda ve erkeklerde yasla giderek artmaktadir (83). KVH
taramasi amaciyla kendi istekleriyle hastaneye bagvuran 40 yasinda veya daha yash
olan 3,6 milyondan fazla insandan olusan bir kohortla yapilan biiylik bir ¢calismada,
KVH varliginin, yasamin her dekadinda belirgin bir sekilde artig gosterdigi ve bu
artiglarin 40-50 yas aras1t % 2, 51-60 yas arasinda % 3,5, 61-70 yas arasinda % 7,1,
71-80 yas arasinda % 13, 81-90 yas arasinda % 22,3 ve 91-100 yas arasinda % 32,5
oraninda oldugu tespit edilmistir (104). Erkeklerde 40 yasindan 60 yasina kadar
miyokard infarktisunun insidansinda bes kat artis oldugu tespit edilmistir (3).
Erkeklerde KVH'larin kadinlardan 10 ile 15 yil daha erken gelistigi bilinmektedir
(83).
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KKH'lar1, ailelerde kiimelenme egilimi gdstermektedir ve yapilan c¢ok sayida
prospektif ¢aligmada, diger risk faktorlerinin bulunmadigr durumlarda, erken KKH
ile ilgili pozitif aile oyklsl varliginin, bagimsiz bir risk faktorii oldugu tespit
edilmistir (83).

2.1.5.3. Yeni Kullanima Giren Lipid Risk Faktorleri

Lp (a): Lp (a) yapisal olarak LDL molekiiliine ¢ok benzeyen, lipid icerigi LDL ile
hemen hemen ayni olan ve LDL gibi dis1 apolipoprotein B-100 (apo B-100) ile
cevrili, LDL'den farkli olarak disinda apolipoprotein (a) (apo (a)) ad1 verilen ve apo
B-100’e tek bir disiilfid bagi ile bagh ek bir apoprotein daha bulunan bir molekilddir.
Artmis Lp (a) dizeyleri TK veya LDL seviyelerinden bagimsiz olarak ylksek
koroner ve serebrovaskiiler hastalik riski ile iligkili glicli ve bagimsiz bir risk
faktoradir (3).

TK/HDL Kolesterol Orami: Yapilan gesitli epidemiyolojik calismalarda, KAH
riskinin belirlenmesinde, cesitli plazma lipidlerinin beraber nasil etki ettiklerini
anlamada ve KAH riskinin dénceden tahmin edilmesinde plazma TK/HDL kolesterol
oraninin yararli oldugu vurgulamaktadir (83). Normal olarak TK/HDL kolesterol
oraninin 5’in altinda olmas1 gerektigi one siiriilmektedir (105). Ulkemizde yapilan
TEKHAREF ¢alismasinin sonuglarina gére TK/HDL kolesterol oranindaki 2 birimlik
bir artisin, koroner olay ve oliim riskini bagimsiz bir sekilde % 68 oraninda
yikselttigi tespit edilmis ve bu calismaya gore TK/HDL Kolesterol oraninin,
halkimizda KKH riskini belirlemede en iyi lipid 6ngoriiciisii oldugu belirlenmistir
(106).
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2.1.5.4. Yeni Kullanima Giren Lipid Olmayan Risk Faktorleri

Homosistein: Homosistein, metiyonin amino asidinden tireyen, sentezi ve
metabolizmasi1 demetilasyon, transmetilasyon ve transsiilfiirasyon asamalarindan
olusan, sOIftrli bir amino asittir (107). Yapilan ¢ok sayidaki klinik ve
epidemiyolojik ¢alismada, total serum homosistein seviyeleri ile KAH, PDH, inme
ve vendz trombiis arasinda giigli bir iliski bulundugu gosterilmistir (3).
Homosisteinin, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve IL-8 ekspresyonunu ve
sekresyonunu uyararak, vaskiiler alanda lokosit birikimine neden oldugu
gosterilmistir (108). Homosisteinin vaskiler diz kas hicre proliferasyonunu ve
kollajen iretimini artirdigni  gosterilmistir  (109). Homosisteinin tiyolakton
metabolitinin LDL kolesterolle birleserek kiimelenmeler olusturdugu ve bu
kiimelenmelerin arter intimasinda bulunan vaskiiler makrofajlarca alinarak kopiik
hiicrelerinin olustugu ve daha sonra bu kopiik hiicrelerinin endotel alanmna lipid
biraktigi ve serbest radikal olusumuna neden olan homosistein-tiyolakton
molekdillerini serbestledigi tespit edilmistir (110). Akut koroner sendromlu hastalarda
homosisteinin protrombotik etkilerinin oldugu gosterilmistir (111). Indirgenmis
homosisteinin oksidasyonu sirasinda meydana gelen serbest radikallerin neden
oldugu oksidatif stresin de dogrudan endotel hicrelerine zarar verebildigi
gosterilmistir (112, 113). Endotel hiicrelerinin uzun siire homosisteine maruz kalmasi
sonucunda, NOS'un endojen inhibitéri olup, NO" dretimini bozan ADMA'yi
parcalayan enzim olan dimetilarginin dimetilaminohidrolaz (DDAH) aktivitesinin
azaldig1 ve homosisteinin bu yolla endotel-bagimli vazodilatasyonun bozulmasina
katkida bulundugu gosterilmistir (114, 115). Homosisteinin ateroskleroz
gelisiminde, kolesterol seviyelerindeki yiikselme ile homosistein seviyelerindeki
yiikkselme arasinda iliski oldugu tespit edilmis ve homosistein katabolizmasini
kolaylagtiran piridoksin, folat, kobalamin, kolin, riboflavin and trokserutin gibi
maddelerin plazma homosistein, kolesterol, trigliserit ve LDL dizeylerini azalttig
gosterilmistir (116). KAH'da, toplam mortalite ile total homosistein seviyeleri
arasinda kademeli bir doz-yanit iligskisi bulundugu ve 5 yillik bir takip siirecinde

plazma homosistein diizeyleri 9.0 pmol/L’den diisiik vakalarda mortalite oraninin %
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3.8, 9.0-14.9 umol/L diizeyindeki vakalarda % 8.6 ve 15 pmol/L’den yiiksek
vakalarda ise % 24.7 oldugu tespit edilmistir (p<0,001) (117).

CRP: CRP, pentraksinler ailesinin bir (yesi ve ayni zamanda bir akut faz reaktani
olan bir plazma proteinidir ve ilk olarak 1930’da akut infeksiyonlu hastalarin
plazmalarindaki pnodmokoklarin C polisakkaridi ile reaksiyona girdigi gosterilmistir
(118, 119). Plazmadaki CRP’nin biiyiik kismi karaciger kaynakli olup esas olarak IL-
6 ve IL-1 gibi birtakim inflamatuvar sitokinlerin regulasyonu ile sentez edilmektedir
(120). CRP'nin miyokard infarktiisii, inme, periferik arter hastaligi ve ani kardiyak
Olum riskini, goriinlirde saglikli insanlarda bile kuvvetli ve bagimsiz bir sekilde
ongordigi tespit edilmistir (121). Yapilan bir¢ok c¢alismanin sonuglari, ylksek
duyarlikli CRP’nin, aterosklerozun ve vaskdler 6limlerin 6ngorilmesinde en gicli
belirteg oldugunu gostermistir (122-124). Kardiyovaskiiler olaylar1 ongérmede
inflamatuvar ve lipid belirteclerin timii karsilastirildiginda, CRP'nin tiim diger
biyobelirteglere (LDL de dahil) dstiin geldigi goriilmistir (122). CRP'nin

proaterojenik etkileri tablo 2.4.'te gosterilmistir .

Tablo 2.4: CRP'nin proaterojenik etkileri — Devaraj ve ark. (125)'dan alinmistir.

CRP’nin Proaterojenik Etkileri
Endotelyal Hucreler Monosit-Makrofajlar Duz Kas Hicreleri

VCAM, ICAM-1, E-selectin, | Doku faktoriinii artirir AT-1 ve vaskuler diiz kas
MCP-1 ve monosit hlcre goglni ve
adezyonunu artirir proliferasyonunu artirir
PAI-1, IL-8, CD40/CD40L, | Stperoksit ve In vivo neointimal
MMP-1, ET-1 ve M-CSF’yi | miyeloperoksidazi artirir formasyonu artirir
artirir
tPA’y1 azaltir Proinflamatuvar sitokinleri iNOS’u artirir

artirir ve 1L-10’u azaltir
Prostasiklini azaltir CD11b ve CCR2’yi artirir ROT’leri artirir
Stiperoksit ve iNOS’u artirir | oxLDL alimini artirir ve Doku faktoriinii artirir

kolesterol atilimini (efflux)

azaltir
eNOS’u (uncoupling) azaltir | MMPs ve HMGB1’i artirir
In vivo endotelyal M-CSF ve proliferasyonu
disfonksiyonu artirir artirir
In vitro EPC say1 ve
fonksiyonunu azaltir
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2.2. Serbest Radikaller, ROT ve Oksidatif Stres

Elektronlar, atom ¢ekirdeginin etrafinda, degisik enerji seviyelerine sahip orbital adi
verilen yoringelerde hareket etmektedirler. Her bir orbitelde en fazla iki elektron (e7)
bulunmakta ve bu e’lar birbirlerine zit yonde olmak tizere kendi eksenleri etrafinda
hareket etmektedirler. Serbest radikaller, son yoriingelerinde bir veya daha ¢ok
eslenmemis e iceren atom veya molekullerdir. Eslenmemis e”'lar, serbest radikallerin
artmig tepkimeye girme egiliminden sorumludur. Serbest radikaller, atom veya
molekdl tzerine konulan bir nokta ile ifade edilirler ve biyolojik sistemlerde en fazla
e transferi sirasinda olugmaktadirlar (126, 127).

Canli organizmalarda serbest radikaller temel olarak {i¢ yolla olusmaktadir (127):
1) Radikal olmayan bir atom veya molekuliin bir e” kaybetmesi yoluyla.

X — ¢ + X"
2) Radikal olmayan bir atom veya molekiilun bir e” kazanmasi yoluyla.

Y+e — Y°©
3) Bir kovalent bagin yikilmasi sonucu eslenmis elektronlarin her biri bir molekiilde
kaliyorsa radikal olusabilir. Buna homolitik fizyon denir. Cogu kovalent bagin
yikilmast igin yiiksek sicaklik gereklidir (450-600 °C). Ornegin H,O molekiilindeki
O-H kovalent baglarindan biri homolitik fizyona ugradiginda hidrojen radikali (H")
ve hidroksil radikali (OH") ag18a ¢ikar.

AB —» A"+ B’
Serbest radikaller, vicuttan etkin bir sekilde uzaklastirilamazlarsa, organizmada

oksidan-antioksidan dengesinin oksidan lehine bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif

stres ortaya cikar. Oksidatif stres, kimi zaman fizyolojik bir gereksinim olarak
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karsimiza ¢ikabilirken, kimi zaman da patolojik stireclere neden olabilmektedir.
Serbest radikaller, proteinleri denatlre ederek, niikleik asitleri hasara ugratarak ve
lipid peroksidasyonuna neden olarak, sonugta hiicrede yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere neden olarak doku hasar1 ve hiicre 6limiine sebep olabilmektedirler.
Serbest radikal hasarinin kardiyovaskiiler ve inflamatuvar hastaliklar, kanser, DM,
norodejeneratif hastaliklar, respiratuvar sistem hastaliklari, otoimmiin hastaliklar,
yaslanma ve infertilite gibi pek ¢ok hastaligin etiyolojisinde yer aldigina dair ¢ok
sayida kanit bulunmaktadir (126-130).

2.2.1. Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Oksijenin (O,) elektronik diizenine bakilacak olursa 7 2p orbitalinde paralel doniise
sahip 2 adet eslenmemis e"'u oldugu goriilmektedir ve bu Oy'nin en stabil durumudur
(temel durum: ground state). Bu yapis1 nedeniyle molekiler O, (‘O-O-), diradikal
olarak adlandirilir ve diradikal dzelliginin bir sonucu olarak da yiksek derecede ROT
(tablo 2.5) olusturma ve okside edici ajan olarak gorev alma egilimindedir (127).
Serbest radikallerden fizyolojik olaylarda ve oksidatif streste en fazla rol alanlar
ROT'dir (131).

Tablo 2.5: Cesitli reaktif oksijen tirleri (ROT) — S6zmen (126)'den alinmstir.

Radikaller Radikal olmayanlar
Suiperoksit anyon radikali (O,") Hidrojen peroksit (H,0,)
Hidroksil radikali (OH") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROO") Singlet oksijen (*O,)
Alkoksil radikali (RO Ozon (O3)

Semikinon radikali (HQ") Hipoklor6z asit (HOCI)
Organik peroksit radikali (RCOQO") Azot dioksit (NO,)

Nitrik oksit (NO") Peroksinitrit (ONOO")
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2.2.1.1. Singlet Oksijen (0-0O:) (*O,)

0,, molekiler oksijenin daha reaktif bir tiir(i olarak bilinir ve enerji yiiklemeyle
olusabilmektedir. 'O, durumu, temel duruma gére 22,4 kcal daha fazla enerjiye
sahiptir. 'O, radikal olarak simflandirilamaz, ¢iinkii eslenmemis e"a sahip degildir.
Fakat e yoriinge doniisii kisitlamasi ortadan kalktigindan *O, oldukgca oksidan bir hal
almaktadir (127). Deoksiribonikleik asit (DNA), ribonikleik asit (RNA), proteinler,
lipidler, kolesterol ve steroller, tokoferoller, glutatyon, askorbik asit, beta karoten,
NAD'/NADH ve NADP*/NADPH gibi pek cok molekiille tepkimeye girebilmektedir
(132).

2.2.1.2. Stiperoksit Radikali (0;")

Temel durum oksijene bir e eklenirse O,” olusur ve hemen hemen tim aerobik

hlcrelerde olusan ilk O, radikalidir.

O+ —» 0Oy”
Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu ile de O, olusabilmektedir.

Fe'?+0, —» Fe*+0,"
O, ¢ok glcli bir radikal degildir, ancak olusumlarina neden oldugu diger gicli
radikallerle birlikte canlilarda genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir (127).
Canlilarda ¢ok gesitli yollarla O, olusabilmektedir. Dehidrogenazlar ve oksidazlar
gibi pek cok enzimin, 6rnegin ksantin oksidaz ve NADPH oksidazin katalizledigi

tepkimeler sonucunda O, olusabilmektedir (133).

NADPH oksidaz
NADPH + 20, » NADP + H + 20,

Ksantin oksidaz
Hipoksantin + O, » Ksantin + 20, + H,0,
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Cok o6nemli O," kaynaklarindan birisi de mitokondriyal e tasmmasidir.
Mitokondriyal solunum zincirinde, sitokrom oksidaz oncesindeki basamaklarda bazi
elektronlar dogrudan Oj'ye sizarlar ve O," olusumuna neden olurlar (134). Ayrica
insanlarda eritrositlerdeki hemoglobinin her giin % 3'liik bir kism1 otooksidasyona
ugrayarak methemoglobine donlismekte ve bu doniisiim sirasinda da ¢ok miktarda
O;" olugmaktadir (135). Yine, dopamin, epinefrin, norepinefrin gibi monoaminlerin,
ve flavinlerin otooksidasyonlar1 sonucunda, sitokrom P-450 enziminin O,'yi
indirgemesiyle ve arginin veya tetrahidrobiyopterin eksikliginde nNOS veya eNOS
tarafindan O'nin indirgenmesi gibi daha pek ¢ok yolla O, olusmaktadir (136). O,",
nitroblue tetrazolium’u (NBT?*) mavi renkli formazan’a indirger ve O,™"nin sitokrom

¢ ve NBT indirgeme 6zelligi SOD aktivite dl¢timiinde kullanilmaktadir (127).

2.2.1.3. Hidrojen peroksit (H,0,)

H,0,, eslenmemis elektronu olmadigindan bir serbest radikal degildir, fakat serbest
oksijen radikali dretimine neden olan molekillerden biridir. Ayrica, l16kositlerde
miyeloperoksidaz araciligiyla oldukga giiclii bir oksidan madde olan hipoklorik asite
(HOCI) cevrilmektedir (137). H,0,, oksijenin enzimatik olarak iki e"'la indirgenmesi
sonucunda olusabildigi gibi, O,"'lerin enzimatik veya nonenzimatik (spontan)
dismutasyonu sonucunda da olusabilmektedir. Aerobik canlilarda O;'lerin H,O,'ye
cevrilmesi SOD enzimi tarafindan katalizlenir ve nétral pH’da bu enzimatik
dismutasyonun ¢ok daha hizli olmasi nedeniyle SOD, antioksidan savunma sistemi
acisindan olduk¢a 6nemli bir enzimdir. SOD olmaksizin, hafif asidik pH'da bu

doniisiim kendiliginden de gergeklesebilmektedir (127, 138).

Kendiliginden dontisiim: 0, +2e +2H" ——» H,0,
SOD
Enzimatik doniisiim: 20," +2H" —— H,0,+ 0,
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H,O,'nin asil 6nemi, O," (Haber-Weiss Reksiyonu) veya Fe ve Cu gibi metal
iyonlar1 ile (Fenton Reaksiyonu) reaksiyona girerek en reaktif ve zararli serbest
oksijen radikali olan OH" olusturmak iizere yikilabilmesinden kaynaklanmaktadir
(127).

H+
Haber-Weiss Reksiyonu:  O,” + H,0; ~ » O, +H,0+OH’
Fenton Reaksiyonu: Fe?* + H,0, ————— Fe* + OH  + OH’

Cu"+H,0, ————» CU*"+OH +OH"

2.2.1.4. Hidroksil radikali (OH")

ROT icerisindeki en gicli radikal OH"dir ve yarilanma omrii ¢ok kisadir. Niikleik
asitler, lipidler, proteinler ve karbonhidratlar gibi ¢ok sayida molekiille reaksiyona
girebilmektedir. Cok reaktif bir molekil oldugundan lipid peroksidasyonuna,
DNA'ya etkileri sonucunda baz modifikasyonlarina, zincir kiriklarina, baz
delesyonlarina ve protein fragmantasyonuna neden olmaktadir. Biyolojik sistemlerde
OH’ baslica iki mekanizma ile olusabilmektedir (127, 139):

1) Iyonlastiric1 radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagmasi
gergeklesmektedir. Bu tepkimeler gok kisa siirede gergeklesmektedir ve Uretilen OH',

radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica kimyasal tiirdiir.
Enerji
HO —» H20+. +e
H,0™ + H,O ——— H30 + OH’
2) H;O2’nin homolitik fizyonu ile OH® yapimi, viicutta bu radikalin en 6nemli
olusum kaynagidir. H,O, nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek

elektron ile indirgenmesi OH" yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme Fe, Cu gibi

metal iyonlari tarafindan katalizlenir. Oksitlenen metal iyonlari, askorbik asit ve O,
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gibi indirgeyici bilesiklerin bulundugu ortamlarda tekrar indirgendiginden, H,O,’den
OH’ yapimu siirekli bir hale gelmektedir. O, hem H,0;’nin 6nciilii, hem de metalleri
indirgeyici bir 6zellige sahiptir. Bu nedenle proteinlere bagli metallerin indirgenip
serbest kalmasina da neden olabildiginden, biyolojik kosullarda O,” olusumunun

arttig1 ortamlarda OH’ iiretimi kagimilmaz bir hal almaktadir.

Fenton Reaksiyonu: Fe” +H,0, —» Fe* +OH +OH
Demirin O," Rediiksiyonu: Fe** +0,” —— Fe”" + 0,

H+
Haber-Weiss Reksiyonu: 0," + H,0, S~ » O, + H,0 + OH’

Diger OH" olusum kaynaklarina drnek olarak, ultraviyole (UV) isinlari ile uyarilmis
homolitik fizyonla H,0, (H-O-O-H)'nin O-O baglarinin yikilmasi yoluyla olusumu,
hipoklorik asidin O,” ile reaksiyonu sonucu olusumu, ultrasonografi (USG) ile
akigkan sivilarda hidrojen atomlar ile birlikte olusumu, ESWL (Extracorporeal
shock wave lithotripsy) ile bobrek tasi kirilmasi sonucu verilen yiiksek enerji
sonucunda olusumu ve dondurma, kurutma ve dondurma-kurutma (liyofilizasyon)

islemleri sonucunda olusumu 6rnek olarak verilebilmektedir (127).

uv
H-0-O-H ——— 20H’

HOCI + O,” —— O, +Cl" + OH’

OH’" baslica, elektron transferi tepkimeleri, organik molekiillerden H* alarak su
olusturdugu hidrojen ¢ikarma tepkimeleri ve 6zellikle piirin bazlari, primidin bazlar
ve aromatik aminoasitler gibi elektronlarca zengin molekiillere katilim yoluyla
gerceklestirdigi katilma tepkimeleri olmak Uzere (¢ tur tepkimeye girmektedir. Tum
bu tepkimelerin temelinde OH nin eslenmemis e igeren dis yoriingesinin ¢ alma
ilgisi yer almaktadir (127, 139).
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2.2.1.5. Nitrik Oksit (NO")

1980 yilinda Furchgott ve Zawadski isimli arastirmacilar, asetil kolin uyarisiyla
endotel hicrelerince iiretilen ve damar diiz kasim1 gevsetici 6zelligi bulunan bir
madde bulduklarimi bildirmislerdir. Bu maddeye endotel kaynakli gevsetici faktor
(EDRF) ismi verilmistir. 1987 yilinda ise Palmer ve arkadaslari, EDRF'nin aslinda
NO® adinda bir molekiil oldugunu bulmuslardir (140-143).

NO’ (resmi ad1 nitrojen monooksit) renksiz bir gazdir. Suda orta derecede ¢oziiniir ve
organik ¢ozlcilerde daha iyi ¢dzunir. Bu nedenle NO hiicre i¢i ve digi arasinda
rahatca difiize olabilmektedir. NO™ n2p orbitalinde eslenmemis bir e  tasimaktadir.
Bu nedenle diatomik yapida bir serbest radikaldir ve hem fizyolojik hem de
patofizyolojik stureglerde 6nemli bir role sahiptir. Organizmamizda, endojen olarak
L-arginin ve Oy'den, NOS (EC 1.14.13.39) enzimi kataliziyle sentezlenmektedir. Bu
reaksiyon icin ortamda O, ile beraber NADPH, flavin adenin dintkleotid (FAD),
flavin monontkleotid (FMN), tetrahidrobiopterin, hem ve kalmodulin gibi baz1 diger
kofaktorlerin de bulunmasi gerekmektedir. NOS ii¢ farkli izoforma sahiptir. NOS
izoformlar1 ve 6zellikleri tablo 2.6'da gorulmektedir (127, 144-146).

NOS
L-Arginin + O, » L-Sitriilin + NO’

NADPH NADP*
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Tablo 2.6: NOS izoformlar1 ve 6zellikleri — Ozkan ve ark. (145)'dan almmustir.

Nitrik Oksit Sentezleyen Enzimler

NOS Diger NO’
iyoform Ady Salimim Kaynak Regulasyon Miktar Kromozom
Tip | NNOS | Devamh Sinir hicreleri Kalsiyuma Diistik 12
bagimli (picomol)
Tip 1l iNOS Indiiklen- Makrofaj, damar Sitokinler, Yiksek 17
diginde diz kasi, damar endotoksin (nanomol)
endoteli, miyokard, | ve
endokard, hepatosit, | oksidanlar
immun hucreler, tarafindan
hava yolu epiteli induklenme
Tip 11 eNOS | Devamli Vaskuler endotel Kalsiyuma Diisiik 7
hicreleri, bagiml (picomol)
plateletler,
miyokard ve
endokard, mast
hicreleri, notrofiller

NO™ nitrik oksit, NOS: nitrik oksit sentezleyen enzim, nNOS: néral NOS, iNOS: indiklenebilen

NOS, eNOS: endotel kékenli NOS

NO™nun bir e oksidasyonuyla nitrozonyum katyonu meydana gelir (NO™). Bir €
indirgenmesiyle nitroksil anyonu olusur (NO’). NO' reaktiftir, dogrudan NO" ile
tepkimeye girerek nitroz oksit (N,O) ve OH" olusturur. NO", O;, ile tepkimeye girerek
oldukga reaktif bir oksidan molekil olan peroksinitriti (ONOO") meydana getirir.
Ayrica NO’, O," ile reaksiyona girerek inaktive edilmekte ve yine ONOO"
olusmaktadir. NO", O, ile tepkimeye girerek nitrojen dioksiti de (NO,") meydana
getirmektedir (127, 147).

NO + O, —— > ONOO

NO"+ O;” —— ONOO

2NO"+0, — > 2NO;
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NO’ ¢esitli gecis metallerine baglanabilmektedir. Pek cok fizyolojik etkisi guanilat
siklaz enzimindeki Fe?"’ye baglanmalarla olusur. Vaskiler endotel hiicreleri
tarafindan sentezlenen NO™ endotel altindaki diiz kas tabakasina ulastiginda guanilat
siklaza baglanir ve aktive eder. Bu sayede siklik guanozin mono fosfat (cCGMP)
iretimi artar, hiicre ici serbest Ca** azalir ve kasi gevseterek damari genisletir ve kan
basincini diisiirir. Meydana gelen bu olaylar, diiz kas kasilmasi, vaskiiler tonus ve
kan akisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (144). NO' ayn1 zamanda
trombositlerdeki coziilebilir guanilat siklaz aktivitesini de artirarak trombositlerin
adezyon ve agregasyonunu azaltmaktadir. Bununla birlikte, mikroorganizmalarin
mitokondriyal proteinlerine bagli demir bilesikleriyle reaksiyona girip, DNA
sentezini bozarak olumlerine yol acmakta ve savunma sisteminde de rol
oynamaktadir (145). NO™nun yarilanma 6mrii oldukg¢a kisadir ve hizla okside olarak
nitrit (NOy) ve nitrata (NO3) déniismektedir. NO®, Fe** ile ve ferroz bilesenlerle
stabil kompleksler olusturmaktadir. In vivo dretilen NO”nun biyik kismi
hemoglobinin hem gruplariyla etkilesimi sonucunda kaybedilmektedir. Bu baglanma,
O,'ye gore 3000 kat daha hizlidir ve bu kadar hizli inaktive olmasi belki de NO™nun
etkilerini lokalize kilan en 6nemli faktordiir (127, 145, 147).

NO" sentezinde gorev alan NOS'lar, pek cok dokuda bulunmakla birlikte, sinir
sistemi ve kardiyovaskdler sistemde oldukca 6nemli gorevlere sahiptirler. eNOS ve
nNOS enzimlerince iiretilen ¢ok diisiik miktardaki NO', sinir sistemi ve vaskiler diiz
kaslarda, hiicre i¢i ve hiicreler aras1 haberci molekiil olarak kullanilmaktadir. Bu Ca*
ve kalmodulin bagimli iki form, esas izoformlardir ve sitoplazmik guanilat siklazi
aktive ederek hiicrelerde ¢cGMP derisimini artirmaktadirlar. ¢cGMP ise c¢esitli
enzimler araciligiyla hiicre igi Ca* konsantrasyonlarinin ~ diizenlenmesini
saglamaktadir. INOS izoformu ise aktive makrofajlar, damar diz kasi, damar
endoteli, miyokard, endokard, hepatosit, immun hiicreler ve hava yolu epiteli gibi
cok c¢esitli hiicrelerde bulunmakta ve sentezi TNF-a ve IL-1B gibi sitokinler,
bakteriyel toksinler ve oksidan molekiiller tarafindan indiiklenmektedir. iNOS
enziminin aktivitesi Ca**dan bagimsizdir ve kontrol edilememektedir. Eger ortamda
arginin bulunmaya devam ederse, siirekli aktif halde kalir. Bu nedenle de uzun sireli

ve yiiksek konsantrasyonda NO" sentezine yol acabilmektedir (148, 149).
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2.2.1.6. Peroksinitrit (ONOOQO)

ONOO’, NO™nun O;" ile veya NO"'nun O, ile tepkimeye girmesi sonucu olusan,
oldukca reaktif bir oksidan molekildir. Resmi adi1 oksoperoksinitrat’tir. Peroksinitrit,
fizyolojik pH’da hizla peroksinitrik asite protonlanir (HO-O-N=0) ve bu molekul de
homolitik fizyonla OH" ve NO;" olusturmaktadir. (127, 147).

NO' + O;” ——— ONOO

NO + O, — ONOO

ONOQO', ayrica OH’ benzeri bir aktiviteye sahiptir ve zincir radikal tepkimelerini
baglatmaktadir. ONOO™in olumsuz etkilerinden birisi de biyomolekillerin
nitrasyonuna neden olmasidir. ONOOQO’, NO’ toksisitesinin ana sorumlusudur.
Proteinler izerine dogrudan zararh etkileri bulunmaktadir ve NO,", OH’, nitronyum
iyonu (NO3"), peroksinitrik asit (ONOOH) gibi toksik iiriinlere doniisebilmektedir.
Ayrica, DNA'da kirilmalara ve lipit peroksidasyonuna da neden olmaktadir. ONOO',
NO" radikalinin stabil son drinleri olan NO,” ve NO;3;’e metabolize edilmektedir.
NO’ ile O, "nin birlesmesiyle olusan ONOO™nun zararl etkileri, ONOO™nun tekrar
NO’ ile tepkimeye girmesi sonucunda azaltilabilmektedir. NO™ ayrica peroksil ve
alkoksil gibi radikalleri de toplayabilme ozelligine sahiptir (127, 147, 150).

2.2.2. ROT Kaynaklari

Giinliik tiikettigimiz Oz'nin ortalama % 3-5'lik bir kismi serbest oksijen radikallerine
dontigmekte ve bu durum hiicrelerde sabit bir ROT kaynagi olusturmaktadir. Bu
ROT'nin bazilari, oksidasyon reaksiyonlari gibi normal enzimatik reaksiyonlarin
olusumu esnasinda metal igeren enzimlerin aktif bolgelerinden kazara sizmalari
sonucu olusmaktadir. Bunlarin disinda H,O, gibi, peroksizomlarda oksidazlar
tarafindan tiretilen, fizyolojik rolleri bulunan molekiller de ROT kaynaklarindandir.
Inflamatuvar yanit durumlarinda da toksik serbest radikallerin, planl bir iiretimi séz

konusudur. Bunlarin disinda ¢ok ¢esitli ilaglar, dogal radyasyon, hava kirliligi (azot
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dioksit, ozon ve sulfir dioksit gibi gazlar), sigara ve diger yollarla toksik tiitiin
kullanimi, alkol kullanimi, pestisitler, c¢esitli metaller (kursun, civa, arsenik,
aluminyum ve kadmiyum gibi) ve cesitli kimyasallarin (CCls, halojenlenmis
hidrokarbonlar, difenoller ve Kkinonlar gibi) etkileriyle de, hicrelerde ROT
tiretiminde artis olmaktadir (126, 151).

Mitokondriyal NADPH oksidazlar
elektron transportu H.0, O, MNADPH
0" ‘\@ "/

NF\D P+ O,

Lipooksijenaz
-~ Arasidonik asitler + O,

Cekirdek '\w
HPETEs ——* HETEs
;

Peroksidaz

Ksantin oksidaz
Ksantin H,0, 0,

Urat vy

H,0,+CI  HOCI

0,
Miyeloperoksidaz

Ayrismig NOS’ler

NADPH rm/« 0,
& NADP+4 -

O, OONO"
NO

Sekil 2.1: KVH'lar ile iligkili oldugu bilinen bazi ROT ve olusum yollar1 — Sugamura

ve ark.(152)’dan alinmistir.

ROT, ¢ogunlukla mitokondride elektron transport zincirinde yer alan NAD", FAD ve
koenzim Q (KoQ) gibi pek ¢ok bilesigin O ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelen elektron sizmalar1 nedeniyle olusmaktadir. Bunlar arasinda da en ¢ok Oy”
tiretimi artmaktadir ve bu olay tek degerli oksijen kacagi olarak bilinmektedir.
Bununla beraber ¢ok sayida anabolik ve katabolik reaksiyonlar sonucunda da ROT
tretimi gerg¢eklesmektedir. Hucrelerde, O, kullanan tepkimeleri katalizleyen c¢ok
sayida oksidaz, peroksidaz ve oksijenaz smifinda enzim bulunmaktadir ve bu

enzimler O)'ye ¢esitli metaller araciligiyla e  aktarmaktadirlar. Reaksiyonlardan

32



sizma seklinde olusan ROT'nin ana kaynaklarindan birisi sitokrom P450
enzimleridir. P450 enzimlerinin alkol, ilaglar ve kimyasal toksinler ile induksiyonu
hiicresel hasarin artisina yol agmaktadir. H,O, ve lipid peroksitler; peroksizomlar,
mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunan oksidazlar tarafindan enzimatik
olarak iiretilen ana reaksiyon iiriinleridirler. Ornegin monoamin oksidaz (MAO),
cesitli noronlarin mitokondri membranlarinda, bir norotransmitter olan dopamini
oksidatif olarak parcalayarak H,O, iiretmektedir. Peroksizomal yag asidi oksidaz
enzimi, ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonu esnasinda, FADH,'den daha
¢cok H0; olusumuna neden olmaktadir. Ayrica lipid peroksitler de ara iirlinler olmak
lizere, lokotrienler ve prostaglandinler gibi pek ¢ok eikozanoidin sentez yollarinda,
enzimatik olarak 0retilmektedirler. Bunlarin disinda; ksantin oksidaz, triptofan
deoksijenaz, siklooksijenaz ve lipooksijenaz gibi ¢ok sayida enzimin Kkatalitik

dongiisii sirasinda da ROT ortaya ¢ikmaktadir (126, 151).

Ksantin dehidrogenaz (KD) (ksantin: NAD oksidorediktaz, EC 1.1.1.204) / ksantin
oksidaz (KO) (ksantin: oksijen oksidorediktaz, EC 1.2.3.22), insanlarda plrin
katabolizmasinin son iki basamaginda yer alan, hipoksantinin ksantine ve ksantinin
de iirik asite donilisiim reaksiyonlarini katalizlemektedir. Memelilerde bu enzim KD
olarak sentezlenmekte, dokularda esas olarak bu formu bulunmakta ve e alicisi
olarak NAD" kullanmaktadir. KD formu ROT olusumuna neden olmamaktadir.
Hipoksi veya iskemi gibi patolojik durumlarda doku perfizyonu bozulmakta ve
yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi sonucu dokuda ksantin ve hipoksantin gibi
plrin metabolitleri birikmektedir. Bu enzim, hipoksi veya iskemi varliginda, hiicre
icinde azalan O, ve artan Ca** konsantrasyonu varhiginda proteolize ugrayarak
yapisindaki siilfidril bakiyelerinin oksidasyonu ya da proteolizi sonucu, hizla ve geri
dontisimsiiz olarak KO formuna doniismektedir. Doku yeniden oksijenlenmedigi
siirece ROT olusumu gerceklesmemektedir. Iskemi sonras1 doku reperfiizyonu gibi
uygun sartlarin olustugu durumlarda ise KO formu e alicis1 olarak O, kullanmaktadir
ve dnemli miktarda O, ile H,O, olusturmakta ve bdylece doku hasarina katkida
bulunmaktadir. KO, 6zellikle intestinal mukoza ve endotel hicrelerinde gorilen
iskemi-reperfiizyon hasarma yol agan ana etkenlerden biri olarak gosterilmektedir.

Insanlarda en ¢ok hepatosit sitoplazmasinda, vaskiiler endotel hiicrelerinde ve meme
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epitelinde bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, KO aktivitesinin kardiyovaskuler
hastaliklarda, kalp yetmezliginde, iskemi-reperfiizyon sonrast durumlarda, solunum
yetmezliginde, viral enfeksiyonlarda, termal streste, hemorajik sokta ve daha pek ¢ok
durumda arttigim1 gostermektedir. KO, hem antioksidan bir molekil olan drik asitin
tiretimine, hem de ROT olusumuna neden olabildiginden, canlilarda

oksidan/antioksidan sistem dengesi Uzerinde 6nemli bir yere sahiptir (151, 153-159).

ROT'nin diger bir kaynagi da; aktif makrofajlarin, nétrofillerin ve eozinofillerin,
fagositik  solunumsal patlama sirasinda, membran ve sitoplazmalarinda
bulundurduklart NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz gibi enzimleri ile H,O, ve
HOCI gibi giicli reaktif molekiilleri olusturmalaridir. Bu ROT, biyolojik
molekillerle reaksiyona girerek cesitli mikroorganizmalari, timor hucrelerini ve
ortadan kaldirilmast gereken diger hiicreleri etkileyen toksik maddeler
olusturmaktadirlar (151).

2.2.3. ROT'nin Etkileri

ROT, reaktif yapilari nedeniyle basta lipidler, niikleik asitler ve proteinler olmak
lizere, tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara zarar verebilme 6zelligine

sahiptirler (151, 160).

2.2.3.1. ROT'nin Lipidler Uzerine Etkileri ve Lipid Peroksidasyonu

ROT, o6zellikle LDL olmak Uzere lipoprotein oksidasyonuna neden olarak, ox LDL
gibi ateroskleroz patogenezinde oldukca ©nemli molekiillerin olusumuna yol
acmaktadirlar (62). ROT'nin lipidler tzerindeki en 6énemli etkilerinden biri de lipid
peroksidasyonunun uyarilmasidir. Memeli hiicre membranlari, peroksidatif hasara
kars1 olduk¢a duyarli olan ¢oklu doymamis yag asitleri (CDYA) icermektedir. Lipid
peroksidasyonu, serbest radikallerce baslatilan ve hiicre membranlarinda bulunan
CDYA'nin oksidasyonuna yol acan, zincir tepkimeleri seklinde siliren kimyasal bir

olaydir (126, 160).
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A. Baslama C. Pargalanma

LH + *OH — L+ + OH 0PN Ny
Le O&’/ \é//mx
Q
. H
B. llerleme

L + O, — LOO-

LOOs + LH —» LOOH + L=
D. Sonlanma

, 9 ) LOOs + Le —» LOOH + LH
VTV WV veya
LOO- Le + VitE —» LH + VitEe
’ VitEe + Le —» LH + VitEgy
S
S Van VeV
Lipid peroksit
LOOH

Sekil 2.2: Lipid peroksidasyonu: Bir serbest radikal zincir reaksiyonu — Smith ve
ark. (151)’dan alinmustir.

Lipit peroksidasyonu baslama, ilerleme, parcalanma ve sonlanma olmak tizere dort
temel asamadan olusmaktadir (Sekil 2.2) (151) ve var olan bir serbest radikal
(baslicalar1 O,”, OH’, ROO" ve RO’), 151k veya metal iyonlar ile (135, 160), CDYA
zincirinin  (LH) c¢ift baglarindaki a-metilen gruplarindan hidrojen atomlarinin
¢ikarilmasi ve bu islem sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali (L") 6zelligi
kazanmasiyla baslamaktadir (160). L, dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugramaktadir. Once molekiil igi ¢ift bag aktarilmasi ile (rezonans) dien konjugati
olusup, daha sonra O, eklenmesiyle hizli bir sekilde peroksil formuna (LOO")
doniismektedir. Diger CDYA yan zincirleri ile tepkimeye giren LOO’, hidrojen
atomlarin1 ¢ikarip kendi yapisina almakta, LOOH formuna doniismekte ve yeni
reaksiyonlarin baslamasma neden olan L’ bilesiklerinin tekrar olusumuna yol
acmaktadir. Bu serbest radikaller ise ya kendi aralarinda birleserek ya da ortamda
bulunan E vitamini gibi bir antioksidan molekille reaksiyona girerek radikal

olmayan bir yapiya doniistirler (126, 151, 160).
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LOOH bilesiklerinin etan, pentan ve MDA gibi bilesiklere doniismeleriyle lipid
peroksidasyonu reaksiyonlar: sona ermektedir. MDA, sadece ¢ veya daha ¢ok cift
bag tasiyan yag asitleri tarafindan Uretilmektedir. MDA, ®3 yag asitlerinin ug iki
karbonundan {iretilen etan ve w6 yag asitlerinin u¢ bes karbonundan iiretilen pentan
gibi molekullerle birlikte lipid peroksidasyonunun bir 6lgiitii olarak kullanilmaktadir
(135, 151).

LOOH yapisindaki ve MDA gibi aldehit yapisindaki molekiillerin derisimleri arttik¢a
membranlarin akigkanliklart azalmakta, lipidlerin molekiiler yapilar1 bozulmakta,
membran bilesenlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyonlar olusmakta, transport
sistemi etkilenmekte, Ca*? gibi iyonlarin hiicre icine gecisi kolaylagsmakta ve hiicre
islevlerinde bozukluklar ortaya ¢ikmaya baslamaktadir. Ozellikle mitokondri
membranmin yapisi bozuldugunda, ¢ok daha fazla serbest radikal iiretimi
gerceklesmektedir. MDA ve benzer yapidaki aldehit molekuller en toksik olan lipid
peroksidasyon urtinleridir ve diger hiicre boliimlerine de yayilarak hasara neden
olmaktadirlar. MDA kanda ve idrarda bulunmaktadir ve serbest radikal hasarinin bir

belirleyicisi olarak kullanilmaktadir (127, 151, 160).
2.2.3.2. ROT'nin Proteinler Uzerine Etkileri

ROT, ozellikle serbest radikal yapisinda olanlar, proteinler iizerinde dogrudan veya
dolayli yoldan etki gosterebilmektedirler. Prolin, lizin, histidin, arginin, sistein ve
metiyonin gibi amino asitler ile peptid baglari serbest radikal hasarina agiktir. Bu
etkiler sonucunda Ozellikle sulfur radikalleri ve karbon merkezli radikaller
olusmaktadir. OH" radikalleri, peptid baglarinda ve aminoasitlerde hidroksilasyona
neden olarak onlarin yapt ve fonksiyonlarin1 bozarak denatlirasyona, enzim
inhibisyonlarina ve proteolitik yikima neden olmaktadirlar. Lipid peroksidasyonunun
MDA gibi aldehit yapisindaki iiriinleri de, sisteinin siilfidril gruplariyla veya lizin ve
histidinler ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde pargalanma ve gapraz
baglanmalara yol agmakta, membran iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitelerinin
degismesine neden olmaktadirlar. Bir tripeptid olan glutatyonun (GSH) (y-glutamil-
sisteinil-glisin) sistein amino asidindeki sulfidril bakiyelerinin serbest radikal
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saldirisina ve oksidasyona ugramasi, hiicrelerdeki oksidatif hasarin artmasina neden
olmaktadir. Ciinkli glutatyon serbest radikallere karsi hiicre savunmasinda gorevli
ana molekillerden birisidir ve glutatyonun oksidasyonu, onun koruyucu etkilerini
baskilamaktadir (127, 129, 151, 160).

2.2.3.3. ROT'nin Nukleik Asitler Uzerine Etkileri

ROT'nin etkileri ile cesitli proteazlarin aktivasyonu sonucu proteolitik etki
siddetlenmekte, katabolik enzimlerin aktiviteleri artmakta, apopitoz hizlanmakta ve
endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalari olusmaktadir. Serbest radikaller ve
Ozellikle MDA, 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ve aldehit yapisindaki diger bilesikler,
membranlardan kolaylikla gecerek, DNA yapisinda yer alan bazlarla reaksiyona
girerek baz degisimleri veya zincir kopmalart sonucu kromozomal yapida
degisiklikler olusturmakta ve sitotoksik, mutajenik, karsinojenik ve genotoksik
etkiler gostermektedirler (126, 127, 147).

Solunum

Protein
enzimleri 7<

hasari
Mitokondriyal
= hasar
Membran | |
hasari

Cekirdek
.(DNA)

DNA v Hiicre sismesi
hasari

Artmis
gegirgenlik

Asiri Ca*?
girisi

Lipid peroksidasyonu

Sekil 2.3: ROT aracili hiicresel hasar. DER: Diiz endoplazmik retikulum, PER:

Purtzli endoplazmik retikulum — Smith ve ark. (151)’dan alinmistir.
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2.2.3.4. ROT'nin Insan Saghg Uzerine Etkileri

ROT, dokular tizerine gosterdikleri olumsuz etkilerinden dolay1 pek ¢ok hastaligin ve

patolojik durumun ortaya c¢ikmasma neden olmaktadirlar. ROT ile iliskili bu

patolojik durumlar oldukga genis bir yayilim gostermektedir (tablo 2.7).

Tablo 2.7: ROT ile iliskili baz1 patolojik durumlar ve hastaliklar — Smith ve ark.
(151), Valko ve ark. (147), Aruoma (139) ve McCord (131)'dan alinmstir.

* KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR

* [SKEMI-REPERFUZYON HASARI

- Ateroskleroz - Adriyamisin

-HT kardiyotoksisitesi
- Alkolik - Keshan Hastalig1
kardiyomiyopati (Selenyum Eksikligi)

- Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Sonucu Olusan

Inmeler

- Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Sonucu Olusan

Miyokard Infarktiisii

* NOROLOJIK HASTALIKLAR

* SOLUNUM SIiSTEMI HASTALIKLARI

- Alzheimer Hastaligt - Amiyotrofik Lateral
- Parkinson Hastalig1 Skleroz
- Multiple Skleroz - Hipertansif

- Hiperbarik Oksijen Serebrovaskiler Hasar

Tedavisi Toksisitesi - Kas distrofileri

- Amfizem

- Hipoksi

- Bronsitler

- Bronkopulmoner

Displazi

- Respiratuvar Distres
Sendromlari

- Pnémokonyozlar

- Sigara Dumani Etkileri

- Bleomisin Toksisitesi

* INFLAMATUVAR/IMMUN HASAR

* MALIGN HASTALIKLAR

- Romatoid Artrit - Otoimmiin hastaliklar
- Glomerulonefritler

- Vaskdlitler

- Sistemik Lupus
Eritematozis

- Akciger Kanseri
- Kolon Kanseri
- Mide Kanseri

- Meme Kanseri
- Serviks Kanseri
- Losemiler

* YASLANMA

* DIYABETES MELLITUS

* ERITROSIT iLE ILGILI HASTALIKLAR

* GOZ HASTALIKLARI

- Fankoni Anemisi - Favizm

- Orak Hucreli Anemi - Protoporfirin

- Sitma Fotooksidasyonu

* DERI HASTALIKLARI

- Retrolental Fibroplazi
- Okuler Hemoraji

- Katarakt Olusumu

- Isik retinopatisi

- Dejeneratif
Retinal Hasar
-Prematiire

Retinopatisi

* BOBREK HASTALIKLARI

* GASTROINTESTINAL SISTEM HAST.

- Akut Bobrek

Yetmezligi

- Aminoglikozid
Nefrotoksisitesi
- Otoimmiin Nefrotik - Metal iyonlar aracili

Sendromlar nefrotoksisite

- Intestinal Iskemi

- Alkolik Karaciger
Hastalig1

- Gastrik Ulser

- Oral demir
zehirlenmesi

- Serbest Yag Asidi
Aracili Pankreatit
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ROT, organizmada gosterdigi olumsuz etkilerinin yani sira, bir ¢ok fizyolojik olayda
da yer almaktadir. Cesitli mikroorganizmalarin, tiimor hiicrelerinin ve ortadan
kaldirilmasi gereken diger hiicre ve yapilarin, aktive olmus makrofajlar ve notrofiller
gibi hiicrelerce fagosite edildiklerinde meydana gelen solunum patlamasi sirasinda
biylk miktarlarda ROT ag¢iga ¢ikmaktadir. Ayrica ROT, hiicresel haberciler olarak,
hicresel sinyallerin iletiminde, hiicrelerin biiyiime ve farklilagsmalarinda oldukca
onemli rollere sahiptirler. Bu duruma ROT ile indiiklenmis MAPK (mitojenle aktive
edilmis protein kinase) sinyal yollar1 ornek olarak verilebilmektedir. Olumlu
etkilerine baska bir 6rnek de NO™ dur. NO bir ROT olmasina karsin, damar tonusunu
ayarlama, trombosit kiimelenmesini engelleme ve vaskiler diz kas hicrelerinin

cogalmalarini engelleme gibi pek ¢ok olumlu role sahiptir (52, 147, 151).

2.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Oksijen toksisitesine karsi savunma sistemlerimiz antioksidan enzimler, besinsel ve
endojen antioksidanlar (serbest radikal temizleyicileri), hiicresel bdlmelendirme,
metal sekestrasyonu ve hasarlanmis hiicre bilesenlerinin tamiri gibi ¢esitli
kategorilere ayrilmaktadir. Antioksidan enzimler, ROT'yi ve serbest radikal zincir
reaksiyonlar1 sonucu olusan hiicresel {iriinleri toksik olmayan iiriinlere ¢evirmek icin
onlarla reaksiyona girmektedirler. E vitamini ve flavonoidler gibi besinsel
antioksidanlar ve drat gibi endojen antioksidanlar da serbest radikal zincir

reaksiyonlarini sonlandirabilmektedirler (147, 151).

Hicresel bolmelendirmede ise, ROT dretimi, hicre icinde belirli bolgelerde
yogunlasmaktadir. Ornegin, H,O, Ureten enzimlerin ¢ogu peroksizomlarda
toplanmistir ve peroksizomlar ayni zamanda yiliksek miktarda antioksidan enzim
igerigine de sahip bulunmaktadirlar. Metal sekestrasyonu yoluyla ise, metallerin
kanda ve hiicrelerde ¢ok sayida proteinle bagli halde tutularak Fenton reaksiyonuna
girmeleri engellenmektedir. Bu duruma demirin, depo proteini olan ferritine sikica
bagli olmasi ve H,O, ile reaksiyona girmesinin engellenmesi o6rnek olarak
verilebilmektedir (127, 151).
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Hasarlanmig hiicre bilesenlerinin tamirine 6rnek olarak ise, DNA'da oksidatif hasar
sonucu meydana gelen bozukluklarin baz eksizyonu (BER- Base Excision Repair),
nikleotid eksizyonu (NER-Nucleotide Excision Repair) ve uyumsuzluk onarimi yolu
(MMR-Mismatch Repair) gibi yollarla dizeltilmeleri verilebilmektedir. Yine okside
yag asitlerinin membran lipidlerinden uzaklastirilmast ve okside aminoasitlerin
protein yikimi ve yeniden sentez yollar1 ile devamli olarak tamir edilmesi de 6rnek

olarak verilebilmektedir (151, 161).
2.3.1. Antioksidan Enzimler
2.3.1.1. Suiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1), reaktif O, radikalinin O,'ye doniisiimiinii (dismutasyonunu)
saglayan ve daha az reaktif bir molekiil olan H,O, olusumuna neden olan antioksidan
bir enzimdir. H,O, de KAT ve GPO gibi antioksidan enzimlerce ortadan
kaldirilmaktadir. SOD ile O, temizlenmesi, oksidatif strese karsi "primer savunma"
olarak adlandirilmaktadir, ¢linkii O, 'nin radikalik zincir reaksiyonlarinin giiglii bir

baslaticist oldugu bilinmektedir (151, 162).

SOD
02._ + 02._ +2H ———m8 H,0; + Oy

Insanlarda SOD'nin sitozolik formu (SOD 1) (Cu*-Zn*? SOD), mitokondriyal formu
(SOD 2) (Mn*2 SOD) ve ekstraseliiler formu (SOD 3) (EC-SOD) olmak (izere iig
izoenzimi bulunmaktadir (163). Bunlarin disinda yapisinda demir i¢ceren SOD (Fe-
SOD) de bulunmakla beraber, hayvan dokularinda varlig1 gosterilememisir, ancak

¢ogu bakteride ve yiiksek diizey bitkilerde bulundugu bildirilmistir (127).

Cu*-Zn*? SOD'nin molekiiler agirhigr 32 kDa'dur ve iki es alt birimden olusmaktadir
ve antioksidan savunmanin ilk basamaginda ana bir role sahip olduguna
inanilmaktadir (162). Cu*-Zn*? SOD'nin aktivitesinin ¢esitli kimyasallarm ve
hiperbarik oksijen tedavisi gibi ¢esitli faktorlerin etkisiyle artan O, varliginda artig

gosterdigi tespit edilmistir (151). Mn™? SOD ise homotetramer yapida olup,
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molekiiler agirligt 96 kDa'dur ve her bir alt birimi bir adet mangan atomu
icermektedir (162). Mitokondri yerlesimli olmasi nedeniyle Mn*? SOD'nin,
mitokondride ROT'ye karsi antioksidan savunmanin ilk basamaginda yer aldigina
inanilmaktadir ve ayrica antitimor etkinlige sahip bir antioksidan enzim oldugu
gosterilmistir  (164). Mn*? SOD'yi kodlayan gen 6. kromozom (izerinde
bulunmaktadir ve diisiik ekspresyonlarinin meme kanseri gibi degisik kanser
tiplerinin gelisimi ile iliskili oldugu, yiksek ekspresyonlarinda ise bir tiimor
slipresyon geni gibi davrandigi ve insanlarda kanser biyumesinin inhibisyonu ile
iliskili oldugu tespit edilmistir (165). Ayrica, Mn™ SOD'yi eksprese eden gen
transferi yapilmis transgenik farelerde, Mn™? SOD ekspresyonunun bu fareleri
oksijenle uyarilmis pulmoner hasara ve adriyamisin ile uyarilmis kardiyak toksisiteye
kars1 korudugu gosterilmistir (166). EC-SOD ise sekretuvar, tetramerik, bakir ve
cinko iceren bir glikoproteindir ve heparin ve heparan sulfat gibi belirli
glikozaminoglikanlara kars1 yiiksek bir afiniteye sahiptir ve salinimi oksidanlarca
degil de sitokinlerce duzenlenmektedir (162). EC-SOD, dokularin interstisyel
araliklarinda ve ekstraseliiler sivilarda bulunmaktadir ve plazma, lenf ve sinoviyal

stvidaki SOD aktivitesinin biiylik ¢ogunlugundan sorumludur (167, 168).
2.3.1.2. Katalaz (KAT)

KAT (EC 1.11.1.6), tetramerik yapida ve her bir alt bileseninde bir hem grubu
iceren, yaklasik 240 kDa molekiil agirligina sahip bir hemoproteindir. KAT, H,0,'yi
su ve O)'ye ¢evirmektedir. Ayica, peroksidaz aktivitesiyle metanol, etanol, formik

asit ve fenoller gibi hidrojen verici molekullerle de reaksiyona girebilmektedir (162).

KAT
2H,0, — 2H,0 + O,

KAT
ROOH + AH, — > H,O0 + ROH + A

KAT-Fe™ + H,0, — KAT-Fe”-HOOH ———> KAT-Fe™ + 2H,0 + O,
(inaktif) H,0; (Detoksifikasyon)
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KAT'n aktif kismi, hem yapisinda bulunan Fe**-protoporfirindir. KAT, esas olarak
peroksizomlarda bulunmaktadir. Ayrica, hiicrenin sitozolik ve mikrozomal
boliimlerinde de daha diisiik seviyelerde KAT bulunmaktadir. KAT'nin en yuksek
aktivite gosterdigi dokular, bobrek ve karaciger gibi yiliksek peroksizom igerigine
sahip dokulardir. Immiin sistem hiicrelerinde KAT, hiicreleri kendi solunumsal

patlama reaksiyonlarinda olusan ROT'ye kars1 korumaktadir (126, 151).

2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPO) ve Glutatyon Rediktaz (GR)

Selenyum iceren peroksidazlar grubundan olan GPO (EC 1.11.1.19), yaklasik 80
kDa molekiiler agirliginda, dort alt birimden olusan ve her bir alt birimi enzim
aktivitesi icin gerekli olan tek bir selenosistein bakiyesi iceren bir enzimdir.
Hiicrelerde esas olarak sitozol ve mitokondride yer almaktadir ve esas gorevi
peroksizomlar diginda olusan H;O, iiretimini ortadan kaldirmaktir. GPO, GSH
kullanarak, reaktif siilfidril gruplariyla H,O,'yi suya ve lipid hidroperoksitleri de
toksik olmayan alkollere doniistiirmekte ve memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi
korumaktadir. Bu reaksiyonlar sirasinda GSH molekiilleri, tek bir molekil olan
glutatyon disillfide (GS-SG) doniismektedirler. GSH metabolizmast en 6nemli

antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir (151, 162).

GPO
H,0, + 2GSH —» 2H,0 + GSSG

GPO
ROOH + 2GSH —— » ROH + GSSG + H,0

Olusan GS-SG'in, GSH formuna doniismesi bu antioksidan mekanizmanin devami
icin zorunludur ve bu donisiimii GR (EC 1.6.4.2) enzimi katalizlemektedir (sekil
2.4). GR, FAD icermektedir ve  NADPH'den aldig1 e'lar1 GS-SG'nin disulfid
baglarina aktararak GSH olusturmaktadir. Bu nedenle NADPH, ROT ile olusan
hasardan korunmada esansiyel bir molekuldur. Bu reaksiyon icin gerekli NADPH'nin

ana kaynagi pentoz fosfat yoludur (151, 169).
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.......

2 GSH NADP*
Glutatyon Glutatyon
peroksidaz rediiktaz Pentoz
GSSG NADPH «— fosfat
H* yolu

2 H,0

Sekil 2.4: GSH redoks dongust — Smith ve ark. (151)’dan alinmistir.

2.3.1.4. Glutatyon S-Transferazlar (GST)

GST (EC 2.5.1.18), dimerik yapida ¢ok fonksiyonlu bir enzim ailesi olup, ¢ok sayida
izoenzimi bulunmaktadir. Esas olarak sitoplazmada yer almaktadirlar ve kofaktor
olarak selenyum kullanmamaktadirlar. GST'lerin bazi izoenzimleri GPO aktivitesi
gostermekte ve LOOH'lerin metabolizmasini saglamaktadir. Ayrica GST'ler, yabanci
maddelerin ve endojen ve eksojen ¢esitli reaktif metabolitlerin GSH ile

konjugasyonunu da saglamaktadirlar (127, 160, 170).

GST
LOOH + 2GSH —— » GSSG + LOH + H,0

GST
R-X+GSH ——» GS-R +HX

2.3.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.3.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan ve sulfidril (-SH) gruplari
acisindan oldukga zengin bir tripeptid olan GSH (y-glutamil-sisteinil-glisin), hiicre
icinin en O6nemli antioksidan molekiludur ve ROT ve peroksitlerle reaksiyona

girerek, hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidan hasara karsi korumaktadir.

GPO, GR ve GST gibi enzimlerin aktiviteleri icin gerekli bir molekuldir. GSH,

43



zehirsizlestirme tepkimelerine dogrudan katilmaktadir, ayrica bazi enzimlerin
substrat veya kofaktdrii olarak da gérev yapmaktadir. Ozellikle karaciger olmak
tizere pek ¢ok dokuda yiiksek miktarda bulunmaktadir. Proteinlerdeki -SH gruplarini
indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu
engellemektedir. GSH ayrica, amino asitlerin membranlardan taginmasinda da rol
almaktadir. GSH sentezi, y-glutamilsistein sentaz ve glutatyon sentetaz adli iki
enzimle olusmaktadir ve bir tripeptid olmasina ragmen protein sentezi yollar

kullanilmamaktadir (126, 160).

2.3.2.2. E Vitamini (a-Tokoferol)

Dogada en yaygin olarak bulunan ve yagda ¢oziinen en giiglii antioksidanlardan biri
olan E vitamininin esas gorevi, membranlart lipid peroksidasyonuna Kkarsi
korumaktir. E vitamini, yapisal olarak birbirleriyle baglantili, metilasyon paternleri
ile Dbirbirlerinden ayrilan bir grup bilesigi (tokoferoller ve tokotrienoller)
kapsamaktadir. Bu bilesikler arasinda en giiglii antioksidan 6zellige sahip olan ve
yiyeceklerimizde yiiksek oranda bulunan formu a-tokoferoldir. E vitamini radikal
reaksiyonlart sirasinda zincirleme reaksiyonlar: kirict 6zellik gosterir ve bu esnada
kendisi radikal sekline dontisiir. E vitamininin tekrar eski haline gelmesine GSH, C

vitamini ve koenzim Qg gibi molekiiller aracilik etmektedir (151, 160).

CH
CH, PR CH, & yeee, §Ha I e
0 O o) o Q 9
tHO Q g O S - £ 3
HyC o Phyty L HsC o Phytyl HC N 7o Phvyl > HC ~o!
CHg CH, CHa:0:™ CH,
a-Tokoferol Tokoferil radikali Tokoferil kinon

Sekil 2.5: E vitamininin (a-tokoferol) lipid peroksil radikallerini (LOQ), daha stabil
lipid peroksitlere (LOOH) doniistiirmesi — Smith ve ark. (151)’dan alinmistir.
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2.3.2.3. C Vitamini (Askorbik Asit)

C vitamini, suda ¢6ziinen en gucll antioksidan molekillerdendir ve kollajen sentezi
ve baska pek c¢ok reaksiyonda oksidasyon-rediksiyon koenzimi olarak goérev
almaktadir. Insanlarda sentezlenemedigi icin disaridan alinmasi gerekmektedir.
Indirgenmis askorbat, indirgenmis E vitaminine bir redoks ddngiisiiyle elarmi
vererek, E vitamini yenilenmesini saglamakla beraber, O,”, OH" , H,O,, HOCI,
ROO", NO;, ve '0; ile kolayca reaksiyona girerek onlari etkisiz hale getirmektedir.
Suda ¢ozlinen ve dolasimda herhangi bir yapiya baglanmadan taginan bir molekiil
olmasma ragmen, yagda c¢ozinen E vitaminini yenileyebilmekte, lipid
peroksidayonunu baslatan radikalleri temizleyebilmekte ve bu yollarla membranlar
oksidatif hasara karsi korumaktadir. Bu nedenle E vitamini ile birlikte etkili bir

bigimde LDL'leri oksidasyona karsi korumaktadir (151, 160).

2.3.2.4. Karotenoidler

Izopren tiirevi lipidler, izopren birimlerinin arka arkaya dizilmeleriyle olusmakta ve
terpenler ve steroller olmak tzere iki gruba ayrilmaktadirlar. Karotenoidler, terpenler
grubunun, tetraterpenler (C4oHe4) alt grubunda, halkali tetraterpen sinifina ait olan ve
organizmada 6nemli rolleri bulunan maddelerdir. Karotenoidler, dogada (bitkiler,
algler ve fotosentez yapan bakteriler) 600 farkli ¢esidi bulunan, yagda ¢ozilinen ve
insanlardaki depo yaglarin ve kadmlardaki korpus luteumun (sar1 cisim) rengini
veren pigmentlerdir. A vitamininin 6nciilii olan B-karoten bir karotenoiddir. (160).
Karotenoidlerin, *O,'yi ve ROO"yi temizleme yeteneklerinin oldugu ve bu nedenle

ROT'nin zincir reaksiyonlarini kirici etkilerinin oldugu gosterilmistir (136, 151).

Gozde makula luteanin (sar1 nokta) sar1 renginden sorumlu olan, makdler
karotenoidler olarak adlandirilan zeaksantin ve lutein de p-karotenle benzer
yapidadirlar ve halkalarinda bulunan farkli fonksiyonel oksijen birimleri ile ayrimlari
yapilmaktadir. Zeaksantin ve luteinin, retinay1 kisa dalgali goriilebilir 1s181n
fototoksik etkilerinden ve ¢omak hiicrelerinin dis membranlarini oksidatif stresten

korudugu gosterilmistir. Bu molekdllerle yapilan klinik ¢alismalarda, bu molekdilleri
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diyetleriyle alan ya da kanda bu molekiillerin daha yiiksek konsantrasyonlarinin
bulundugu hastalarda, yasla iligkili makiiler dejenerasyon goriilme insidansinda

azalma oldugu tespit edilmistir (151, 171).

2.3.2.5. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler ya da polifenoller, bitkiler aleminin iiyelerinde en ¢ok ve en yaygin
bulunan madde gruplarindan birini olusturmaktadirlar ve su anda bilinen 8000’in
tizerinde fenolik bilesik bulunmaktadir (172). Fenolik bilesikler, bitkilerin “pentoz
fosfat”, “shikimate” ve “phenylpropanoid” yollarindan tiiremis ikincil metabolitlerdir
(173). Yapsal olarak, fenolik bilesikler aromatik halka yapisi veya yapilar1 ve bir
veya daha fazla sayida OH grubu icermektedirler (sekil 2.6). Dogal fenolik bilesikler
icinde basit molekuller (fenolik asitler gibi) oldugu gibi, oldukga polimerize
bilesikler (tanninler gibi) de bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, dogada en c¢ok
konjuge formda, Ornegin bir veya daha fazla seker bakiyesine bagli olarak
gorilmektedirler. Seker bakiyelerinin disinda, karboksilik asit ve organik asitler,

aminler, lipidler ve diger fenollerle bagli sekilleri de yaygindir (172).

Sekil 2.6: Bir fenolik bilesik olan "Quercetin"in (flavonoid ailesine aittir) molekiiler

yapist — Smith ve ark. (151)’dan alinmistir
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Harborne’un yaptig1 siniflamaya gore fenolik bilesikler, temel kimyasal yapilarina
gore basit fenoller, benzokinonlar, fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetik asitler,
hidroksisinnamik asitler, fenilpropenler, kumarinler, izokumarinler, kromonlar,
naftokinonlar, ksantonlar, stilbenler, antrokinonlar, flavonoidler, lignanlar,
neolignanlar ve ligninler gibi ¢ok sayida farkli sinifa ayrilabilmektedirler (174, 175).
Besinlerle alinan ana fenolik bilesik smiflari; fenolik asitler, flavonoidler ve
tanninlerdir (176).

Fenolik bilesiklerin, O, ve ROO" gibi serbest radikalleri temizleyici ve Fe ve Cu
gibi metal iyonlarimi selatlayicit 6zellikleri bulunmaktadir ve yapilarinda bulunan
katekol, hidroksil ve karboksil gibi gruplarinin kombinasyonlari, metal iyonlar1 i¢in
yiksek afiniteye sahip merkezler olusturmaktadir (sekil 2.7). Fenolik bilesikler,
oldukga etkili serbest radikal zincir reaksiyonlari kiricisidirlar, lipid
peroksidasyonunu engelleme yetenegine sahiptirler ve serbest radikallerle
kompleksler olusturarak onlar1 stabilize hale getirmektedirler (sekil 2.8). Ayrica bazi
fenolik bilesiklerin KO ve NADPH oksidaz gibi O, Uretimi yapan enzimleri inhibe
ettikleri gosterilmistir (22, 151, 172, 177).

(1) (1)

OH
OH
| e

N O N L TON AN

fj | Fe2 I |

K\‘c]/ on ‘“HLHD"’HT

OH O O O
" Fe
Fe?t

Sekil 2.7: Fenolik bilesiklerin antioksidan etki mekanizmalarina drnekler: 1) Serbest
radikal zinciri kiric1 etkisi, 1I) Metal selasyonu etkisi — Fraga ve ark. (22)’dan

alinmustir.
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ROO"+PPH —— % ROOH + PP’

RO +PPH ——— ROH +PP’

ROO"+PP° ———» ROOPP

RO +PP"  ——> ROPP

Sekil 2.8: Fenolik bilesiklerin, serbest radikalleri temizleme mekanizmalarina

ornekler — Bravo (172)’dan alinmustir.

Bu reaksiyonlarda, fenolik bilesiklerden (PPH ile gosterilen) olusan fenoksil (PP)
radikal ara drinleri, gOrece olarak kararhidirlar ve bu nedenle, yeni bir zincir
reaksiyonu kolaylikla baslamamaktadir. PP’ radikal ara Urlnleri, ayrica diger serbest
radikallerle de reaksiyona girerek, serbest radikal temizleyicisi olarak da gorev
almaktadirlar (172, 178). Fenolik bilesikler, biitiin bitki organlarinda (yaprak, gigek,
kabuk, tohum) bulunmaktadirlar ve bu nedenle insan diyetinin ayrilmaz bir pargasini
olusturmaktadirlar. Fenolik bilesiklerin antioksidan o6zellikleri ve serbest radikal
sipdrict yeteneklerinden ve bunlarin disinda sahip olduklar1 farkli mekanizmalarla
insan sagligina olan potansiyel olumlu etkilerinden dolay1, son zamanlarda besinsel
fenolik bilesiklere olan ilgide biiyiik bir artis gorilmektedir (sekil 2.9) (22, 172, 177).

Fenolik bilesiklerin ateroskleroz Uzerine etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapilan
¢ok sayida in vivo ve in vitro c¢alismada, antioksidan etkilerinin yani sira,
aterosklerotik plak olusumunu geciktirici (179-181), kan basincini disiiriici (15, 23,
182), kan kolesterol seviyelerini diisiiriicii (15, 16, 26), antiinflamatuvar etkili (24,
183), adezyon molekiillerinin sentezini azaltic1 (24, 184-186), vaskiler duiz kas hucre
proliferasyonunu azaltici (16, 27), ateroskleroz olusumuna aracilik eden gesitli hiicre
ici sinyal yollari1 baskilayici (179, 184, 185), platelet agregasyonunu ve
reaktivasyonunu baskilayici (16, 187, 188), proinflamatuvar enzimleri dizenleyici ve

proinflamatuvar gen transkripsiyonunu azaltict (24, 179, 189) etkilerinin oldugu
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tespit edilmistir. Bu arastirmalardan elde edilen sonuglar, s6z konusu bilesiklerle ve
bu bilesikleri yapilarinda bulunduran bitkilerle, ateroskleroz ile ilgili yapilacak

arastirmalar i¢in oldukea tesvik edici goriinmektedir.

ROT-stipirme
(elektron/hidrojen transferi)

. ROT-temizlenmesine . ROT-temizleyici enzimlerin
yonelik etkileri indiiksiyonu (6r. SOD, KAT, GPO)

Endojen antioksidan-sentezleyici
—==_ enzimlerin indiksiyonu
(6r. glutatyon sentaz)

Antioksidan
iliskili etkileri

Metal selasyonu
| (demir ve bakir)
ROT-olugumuna
yonelik etkileri
I ROT-olusturan enzimlerin inhibisyonu
(6r. KO, NADPH oksidaz,
Lipooksijenaz, MAO, iNOS)

Polifenoller

Kardiyovaskiiler etkileri

(anti-inflamatuvar, anti-platelet agregasyonu,
antiaterojenik*, lipid profili-normallestirilmesi,
vazodilatasyon*)

Kemo-preventif etkileri
(antimutajenik*, antiproliferatif, proapopitotik,
antianjiyojenik)

Antioksidan iliskili Gastrointestinal etkileri
L Antioksi an.l 13 _I — (metal emilimini engelleme ve karbonhidrat & lipid
olmayan etkileri sindirim/emilimini diizenleme)

immiinolojik etkileri
(immunmodaulator, antiallerjik)

Diger etkileri
(antimikrobiyal, antiviral, 6strojenik, nérosedasyon)

Sekil 2.9: Fenolik bilesiklerin (polifenoller), iyi bilinen ana biyolojik etkilerinin
siniflandirilmast (* ile isaretli durumlarda, antioksidan iligkili etkilerinin de roli

bulunmaktadir) — Sandoval-Acuiia ve ark. (177)’dan alinmistir.
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2.3.2.6. Diger Antioksidan Bilesikler

Viicutta endojen olarak sentezlenen, diger fonksiyonlarinin yani sira enzimatik
olmayan yollarla antioksidan etkinlik gosteren ¢ok sayida molekiil bulunmaktadir.
Omek olarak, piirinlerin yikim iiriinii olan {iirik asit; kan, tikirik ve akcigerleri
kaplayan sivilar gibi ekstraseliiler sivilarda bulunmakta ve protein tiyolleri ile birlikte
plazmanin ana serbest radikal tutucular1 arasinda yer almaktadirlar. Ozellikle diger
antioksidan bilesiklerin az oldugu iist hava yollarinin korunmasinda iirik asit dnemli
bir molekiildir. Urik asit, O,”, OH", ROO" ve ROO" ile hemoglobin birlesmesiyle
olusan oksihem gibi oksidan bilesikleri temizlemekte ve demirle birleserek stabil

reaktif olmayan bilesikler olusturmaktadir (151, 190).

Endojen antioksidan molekiillere bir diger 6rnek de melatonindir. Melatonin pineal
bezden salgilanan, sirkadiyen ritmin diizenlenmesinden, 1sik-karanlik sinyal
transdiksiyonundan ve uyku indiksiyonundan sorumlu bir nérohormondur. Bu
gorevlerine ek olarak, OH’, H,0, ve 'O,'yi ortadan kaldirmakta, lipid
peroksidasyonunu inhibe etmekte ve lipofilik yapida oldugundan hiicre
membranlarindan ¢ekirdege kadar genis bir alanda etkinligi bulunmaktadir. Ayrica
SOD, KAT, GPO ve GR gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artig1 ve hucre ici
GSH seviyelerini yiikselttigi tespit edilmistir (151, 191).

Viicudumuzda bu molekiillerin diginda, ubikinon (koenzim Q), N-asetil sistein, a-
ketoasitler, biliribin, selenyum, albiimin, cinsiyet hormonlar1 (6stradiol, dstron ve
ostriol gibi), seriloplazmin, ferritin, transferrin, laktoferrin, haptoglobulin ve
hemopeksin gibi daha ¢ok sayida ROT temizleyici ve antioksidan 6zelligi bulunan
endojen bilesikler bulunmaktadir. Bu endojen molekiillerin disinda, ksantin oksidaz
inhibitorleri (allopurinol ve oksipurinol gibi), demir selatorleri (deferroksamin ve
dimetil tiyoure gibi), rekombinant h-SOD, H,-reseptér blokerleri, barbitlratlar,
mannitol, 21-amino steroidler, ebselen, trimetazidin, indapamid ve kaptopril gibi ¢ok

sayida antioksidan etkili ilaglar da bulunmaktadir (126, 127).
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2.4. Asimetrik Dimetil Arginin (ADMA), ROT ve KVH

Asimetrik (N®, N®) dimetil arginin (ADMA), vaskiiler endotel hiicreleri de dahil bir

¢ok dokuda sentezlenen, insan serum, idrar ve dokularinda 6lgiilebilen endojen bir
molekiildiir. ADMA ve onun stereoizomeri olan simetrik (N, N%) dimetilarginin
(SDMA) (sekil 2.10) ilk kez 1970 yilinda insan idrarindan izole edilmistir (192, 193).

ADMA SDMA NMMA

L-Arginin
I |
—NYNH —NH.__N —NH\]%NH NHzYNH
HN HN HN HN
HoN HoN HoN HoN
COOH COCH COOH COOH

Sekil 2.10: L-Arginin, L-N®-monometilarginin (L-NMMA), ADMA ve onun
stereoizomeri olan SDMA'nin molekiiler yapilar1 — Schulze ve ark. (194)’dan

alinmistir.

ADMA ve SDMA, proteinlerde bulunan arginin bakiyelerine, protein metil-arginin
transferaz (PRMT) grubu enzimleri tarafindan metil gruplarinin eklenmesi ve daha
sonra bu proteinlerin yikilmasi sonucunda olusan ve 6nemi giderek artmakta olan
metillenmis arginin tiirevleridirler (57, 195). PRMT grubu enzimlerinin 2 alt sinifi
tanimlanmistir (Sinif 1 ve Siif 2). Simif 1 PRMT reaksiyonu sonucunda ADMA
olusurken, sinif 2 PRMT reaksiyonu sonucunda ise SDMA olusmaktadir. PRMT'nin
her iki smnifi da monometilasyon ile L-NMMA olusumuna yol agabilmektedir. L-
NMMA ve ADMA, NOS'un ti¢ izoformunu da inhibe etmekle beraber, SDMA'nin
NOS iizerinde inhibitor etkisi bulunmamaktadir (195, 196). Bununla beraber SDMA,
katyonik amino asit tastyicilarin1 (CAT'ler) inhibe ederek, L-argininin hiicre igine
girisini  engellemekte ve kendisiyle beraber ADMA'nin hiicre digina atilimim
azaltmakta, bu nedenle NO" sentezini azaltmaktadir (57). Simif 1 PRMT, en ¢ok
bulunan PRMT tipidir ve kardiovaskiler sistemde kalpte, diiz kas hicrelerinde ve
endotel hicrelerinde bulundugu tespit edilmistir (195, 197). Bu metilasyon
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reaksiyonlar: esnasinda PRMT grubu enzimler S-adenozilmetiyonini metil vericisi
olarak kullanmakta ve sonugta ADMA olusumu arttikca bu yol iizerinden

homosistein olusumu da artmaktadir (sekil 2.11) (57, 198).

k_..g -
255 )~ L-arginin

L-metiyonin
metivonin]— s

S-adenozilmetiyonin ‘7"-”"‘\.

\ -
N-metiltransferaziar
-C H3

S-adenozilhomosistein

/

L-sitriillin

proteoliz

|

endotel disfonksiyonu

Uriner
atilim

vaskiler hastalik

Sekil 2.11: ADMA ile ilgili biyokimyasal yollara genel bir bakis — Boger (198)’den

alinmustir.

ADMA, DDAH enzimi tarafindan yikilmaktadir ve bu enzimi ilk kez Ogawa ve
arkadaslar1 saflastirmis ve bu isimle adlandirmislardir. Ogawa, bu enzimin
ADMAyy, sitriillin ve dimetilamine metabolize ettigini gdstermistir. insanlarda ve
ileri organizmalarda, DDAH enziminin DDAH-1 ve DDAH-2 olmak tzere iki alt tipi
tanimlanmis bulunmaktadir. DDAH-1 enzimini kodlayan gen 1. kromozomda yer
alirken, DDAH-2’yi kodlayan gen 6. kromozomda yer almaktadir. Bu iki alt tip,
farkli dokularda dagilim gostermelerine ragmen, aktiviteleri birbirlerine benzerdir.
DDAH-1 ekpresyonu ile nNOS arasinda, DDAH-2 ile eNOS arasinda iliski
bulunmaktadir. Kardiovaskiiler sistemde, her iki alt tipin de bulundugu tespit
edilmesine ragmen, bu sistemde DDAH-2 ekspresyonunun ¢ok daha fazla oldugu
belirlenmistir. DDAH, ADMA'y1 metabolize ederken, SDMA’y1 metabolize
edememektedir ve yapilan ¢alismalarda ADMA’nin SDMA’ya gore daha yaygin bir

metabolizmaya sahip oldugu gosterilmistir (57, 199-201). ADMA, NO’ olusumunun
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o6nemli bir inhibitorudir ve endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir (57). ADMA,
NOS'un (¢ izoformunun da endojen bir inhibitéridir, ayrica NOS’un iiretim ve
biyoyararlanimini da azaltmaktadir ve bu durum artmisg O, "~ liretimine ve azalmis
NO iliretimine neden olmaktadir (56, 195, 202). O, artis1 ile birlikte ROT
seviyelerinde goriilen artis, NO™ seviyelerini daha da azalmaktadir. ROT, NO”yu,
NO”nun peroksinitrite  biyoinaktivasyonuyla ve NOS’un kofaktorii olan
tetrahidrobiyopterinin  inaktivasyonu ve oksidasyonu araciligi ile enzimin
ayrigmastyla ve ayrismis enzimin NO® yerine ROT olusumuna yonlendirilmesiyle
inhibe etmektedir (57, 203). Ayrica ROT artisi, ADMA'y1 yikan DDAH aktivitesini
azaltarak, ADMA'y1 iireten PRMT'lerin aktivitelerini artirarak ve ADMA'y1 hiicre
disina tasiyarak uzaklastiran CAT'leri inhibe ederek, hiicre ici ADMA seviyelerini
artirmakta, artmis ADMA seviyeleri de NO' Uretimini daha fazla azaltmaktadir (57).
ADMA’nin {iretimi, etkisi, metabolizmasi ve tagmmasi ile ilgili hucresel

mekanizmalar ve ROT ile etkilestigi yerler sekil 2.12 'de gosterilmektedir.

’ L-arginin ‘ ‘ADMA+SDMA‘

Katyonik

amino asit
tastyicilar
»| SDMA A (CAT’ler) %
’ L-arginin ‘ ’ADMA+SDMAJL

Protein
metil-
arginin
transferazlar
Sinif 2 (PRMT’ler)  Sinif 1

Y Y

Simetrik dimetil- Asimetrik dimetil-
arginin (SDMA) arginin (ADMA)

Sitrallin

Nitrik oksit
sentazlar
(NOSs)

Nitrik oksit (NO)

Dimetilarginin
dimetilamino-
hidrolaz (DDAH-1
ve -2)

Dimetilamin + Sitrallin |

Sekil 2.12: ADMA’nin iiretimi, etkisi, metabolizmas1 ve tasinmasi ile ilgili hiicresel

mekanizmalar ve ROT ile etkilestigi yerler — Wilcox (57)’tan alinmustir.
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ADMA’nin endotel disfonksiyonuna neden olmasmin yani sira, periferal ve
pulmoner damar direncini de artirdign gosterilmistir (57). Ayrica, insan endotel
hlcrelerinin LDL ile inklibasyonunun, oxLDL konsantrasyonunu, sinif 1 PRMT gen
ekspresyonunu ve ADMA dlzeylerini artirdigi tespit edilmistir (204). Endotel
disfonksiyonuna ve KVH'lara neden oldugu bilinen hiperkolesterolemi, HT, sigara,
obezite ve diyabet gibi birgok kardiyovaskdler risk faktorinin ADMA seviyeleri ile
iliskili oldugu gosterilmistir (205-208).

Degisik arastirmacilar tarafindan yapilan genis capli epidemiyolojik ve ileriye
yonelik caligmalarda, ADMA’nin plazma diizeyleri ile KVH'larin ¢ogu arasinda
yakin bir iligki oldugu saptanmis ve insanlarda Olculen ylksek plazma ADMA
degerinin, gelecekteki KVH riskinin 6ngoriilmesinde bagimsiz prediktif bir degisken
oldugu, prognostik degerinin oldugu ve tedavi stratejilerini yonlendirebilecegi tespit
edilmistir. ROT ve ADMA’nin, KVH'larin, vaskiler hastaliklarin ve kronik bobrek
hastaliginin (KBH) olusumundaki etkileri ve birbirleriyle etkilesimleri sekil 2.13'te
gosterilmektedir (57).
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Hipertansiyon
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v
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Y
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N

Adezyon molekul ekspresyonu |

inflamasyon

TGF-B artigi

VDKH buytimesi

Fibrozis ve sklerozis

.
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| | MMP aktivasyonu |

J

l

Belirgin hastalik hali

MI, SVH, KKY, inme, demans, KBH, PDH,
anevrizma veya pulmoner hipertansiyon

(MI: Miyokard infarktiisii, SVH: Sol Ventrikiil Hipertrofisi, KKY: Konjestif Kalp YetmezIigi, KBH: Kronik Bébrek Hastaligi,
PDH: Periferik Damar Hastaligi, Ang Il: Anjiyotensin Il, ET-1: Endotelin-1, TxA2: Tromboksan A2, Aldo: Aldosteron,

SNS: Sempatik Sinir Sistemi, MMP: Matriks Metalloproteinazlari)

Sekil 2.13: ROT ve ADMA’nin, KVH'larin, vaskiler hastaliklarin ve KBH'nin

olusumundaki etkilerini ve birbirleriyle etkilesimlerini gosteren diyagram — Wilcox

(57)’tan alinmustir.
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2.5. Plantago Major L. (Buyuk Sinirli Ot)

2.5.1. Botanik Ozellikleri

Plantago major L. (P. major); Plantaginaceae ailesinin, Plantago cinsine ait ¢cok
yillik bir bitki tlirtidiir ve tilkemizde "biiytik sinirli ot" adiyla bilinmektedir. Cimenlik
araziler, meralar, bahgeler, yol kenarlari, tarim arazileri ve atik alanlar1 gibi oldukga
yaygin bir yerlesim alan1 bulunmaktadir. Boyu genellikle 15-30 cm arasinda olmakla
birlikte, gelisim gosterdigi habitatlara bagli olarak ¢ok farkli boyutlara
ulagabilmektedir. Genellikle 7,5-18 ¢cm uzunlugunda ve 2,5-5 cm genisliginde olan
koyu yesil, yumurta seklindeki yapraklar1 bir bazal rozet yapisi olusturmaktadir.
Yapraklar1 genellikle piiriizsiiz veya hafif tiiylii, dalgali kenarli, 5 ila 9 arasinda
oldukca belirgin, sert ve lifli paralel damarlar igeren bir yapiya sahiptir (sekil 2.14)
(32-34, 209).

Sekil 2.14: Plantago major L. bitkisinin gérinumi — Nazarizadeh ve ark. (34)’dan

alinmustir.
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2.5.2. Tarihgesi ve Geleneksel Tiptaki Yeri

Polenler iizerinde yapilan ¢alismalarda, P. major'un yaklasik 4000 yil kadar 6nce
Iskandinav iilkelerinde, tas devrindeki ilk tarim arazilerinde ekili bitkilerden biri
oldugu tespit edilmistir ve insanlar tarafindan Avrupa'dan tiim diinyaya yayildig:
diistiniilmektedir. Kizilderililer, P. major i¢in, Avrupalilar'in gegtikleri her yerde bu
bitkiyi bulduklar1 i¢in, "beyaz adamin ayak izi" ("white man’s footprint") tabirini
kullanmiglardir. P. major'un cins ismi olan planta, latince "ayak tabani" anlamina
gelmektedir. Pek cok insan P. major'u yalnizca yabani bir ot olarak bilmektedir,
ancak bu bitki, ylizyillardan beri bilinen, tibbi amagcla kullanilan ¢ok eski bir bitkidir.
Iskandinavya iilkelerinde bu bitki, genellikle yara iyilestirici o6zellikleriyle
bilinmektedir. P. major'un, Norvecee ve Isvecge'deki yaygin ismi "iyilestirici

yapraklar" anlamina gelen "groblad"dir (32).

Yara iyilesmesinde P. major’un geleneksel tipta kullanimi ¢ok eskiye
dayanmaktadir. Birinci yiizyilda, Dioscorides isimli Yunan hekim tarafindan yazilan
“De materia medica” isimli tip kitabinda, P. major'un kopek 1siriklarinin tedavisinde
kullanildig1 bilgisi yer almaktadir. P. major, 12-13. yiizyillar arasinda yasamis bir
Islam bilgini olan Ibn-i El-Baytar tarafindan da tanimlanmustir. 13. yiizyilda yasamus
Danimarka’li Henrik Harpestreng de, “Liber Harbarum” isimli kitabinda, P.
major’un yara iyilestirici oldugunu ve yagda kaynatilip igildiginde ise insan
vucudundaki herhangi bir organi iyilestirebilecegini belirtmistir. Ayrica 1648 yilinda
Simon Paulli tarafindan yazilan “Flora Danica” isimli kitapta P. major, o0 zamanlarda
kiiclik cocuklarin bile oldukga iyi bildigi, kullanim1 ¢ok yaygin olan bir tibbi bitki

olarak ve ¢ok etkili bir yara iyilestirici ilag olarak tanimlanmistir (32).

Bu tarihi verilerin disinda, son zamanlarda yapilan cok sayida etnofarmakolojik
calismada, P. major'un tlkemiz de dahil olmak Uzere, diinyanin bir ¢ok noktasinda,
deri hastaliklarinin, enfeksiyon hastaliklarinin, sindirim sistemi, solunum sistemi,
dolasim sistemi ve Ureme sistemlerinden kaynaklanan problemlerin ve timorlerin
tedavileri amaciyla kullanildigi, ayrica agr1 giderici ve ates distriicii olarak da

kullanildig1 tespit edilmistir. Ornegin iilkemizde, P. major yapraklarmimn ve sulu
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ekstrelerinin halk arasinda, astim tedavisinde ve dis agrilarin1 gidermek amaciyla, cilt
apselerinin tedavisinde ve yara iyilesmesinde, mide 0lserinin tedavisinde ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda 6dem ¢oziict olmak Uzere pek ¢ok alanda kullanildigi
tespit edilmistir. P. major, tilkemiz disinda da pek ¢ok iilkenin halklar1 arasinda, ¢ok
cesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla yaygin bir bicimde kullanilmaktadir. Ornegin,
Cin tibbinda P. major, uzun yillardan beri soguk algmlig1 ve gripten, viral hepatitlere
kadar ¢ok sayida viral hastaligin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Amerika
Birlesik Devletleri'nin de pek ¢ok yerinde P. major, yara iyilesmesinde, eziklerde ve
morluklarda, ar1 sokmalarinda, yilan zehirlenmelerinde ve 1sirgan otuyla temaslarda,
ditretik olarak, agri kesici ve ates diisliriicii olarak, ayrica karin agrilar1  ve
kabizligin giderilmesi gibi ¢ok sayida rahatsizlikta kullanilmaktadir. Hint tibbinda
da, antiinflamatuvar olarak, yanik ve kesik tedavilerinde, yaralarda kanamay1
durdurucu olarak, yilan zehirlenmelerinde ve ishal tedavisinde, mide ulseri
tedavisinde, ditiretik olarak, ates diistiriicii olarak, tiriner sistem enfeksiyonlarinda ve
dizanteri tedavisinde ve daha pek ¢ok rahatsizligin tedavisi amaciyla
kullanilmaktadir. P. major, bu iilkeler disinda da daha pek ¢ok tilkede, halk arasinda,
cok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (32, 34, 210, 211).

2.5.3. Kimyasal I¢cerigi

2.5.3.1. Fenolik Bilesikler

P. major'de fenolik bilesiklerin ¢gok 6nemli bir alt grubu olan flavonoidlerin pek ¢ok
alt tipi bulunmaktadir. P. major'un flavonoid igerigi ile ilgili yapilan bir ¢caligmada
cesitli flavonoidlerin miktarlar1 ¢oktan aza dogru soyle siralanmaktadir: luteolin 7-
glukozid > hispidulin 7-glukuronid > luteolin 7-diglukozid > apigenin 7-glukozid ~
nepetin 7-glukozid > luteolin 6-hidroksi 4'-metoksi 7-galaktozid. P. major'un
yapisinda, bunlara ek olarak luteolin, katesin, kuersetin, rutin, kamferol, krisin,
naringenin, plantaginin, homoplantaginin, baikalein, hispidulin ve skutallarein gibi

daha pek ¢ok flavonoidin bulundugu tespit edilmistir (30, 32).
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P. major'un yapisinda, flavonoidler diginda diger fenolik bilesiklerden de ¢ok sayida
bulunmaktadir. Omegin hidroksisinnamik asitler alt grubundan kafeik asit,
klorojenik asit, plantamajosid, akteosid ve ferulik asit gibi bilesikler, fenolik asitler
alt grubundan gallik asit, progallik asit, vanillik asit ve sirenjik asit gibi bilesikler ve
diger fenolik bilesik alt gruplardan katekol, kafein, kumarin, kolsisin, izoromnetin,
sakaruntin ve hiperosid gibi ¢ok sayida fenolik bilesik bulunmaktadir (30, 32). P.
major L. yaprak ve tohumlarimin kuru agirlik olarak yapilarinda bulunan toplam

fenolik, toplam flavonoid ve tannin icerikleri (mg/g) tablo 2.8'de gosterilmektedir.

Tablo 2.8: P. major L. yaprak ve tohumlarinin kuru agirlik olarak yapilarinda

bulunan toplam fenolik, toplam flavonoid ve tannin igerigi (mg/g) — Kobeasy ve ark.

(30)’dan alinmustir.

Bilesen P. major L. yapraklar1  P. major L. tohumlar:
Toplam fenolik igerigi 13,05+ 0,10 7,43 + 0,07

(mg Gallik/g)

Toplam flavonoid igerigi 6,41 + 0,04 3,03 £ 0,03

(mg Kuersetin/g)

Tanninler 5,63 £ 0,06 2,43 +£0,03

(mg Katesin/g)

2.5.3.2. Diger Kimyasal Bilesikleri

P. major yapraklarinda rafinoz gibi trisakkaritler, stakiyoz gibi tetrasakkaritler,
plantaglusid, pektik asit, galaktoarabinan, galaktan, pektin, tip Il arabinogalaktan ve
glukomannan gibi ¢ok sayida polisakkaritler ve miristik asit, palmitik asit, stearik
asit, arasidik asit ve behenik asit gibi yag asitleri bulunmaktadir. Tohumlarinda ise
glukoz, fruktoz, ksiloz ve ramnoz gibi monosakkaritler, siikroz gibi disakkaritler,
planteoz gibi trisakkaritler, nisasta ve asidik heterosiklanlar gibi polisakkaritler ve
miristik asit, palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik asit, arasidik
asit, behenik asit, lignoserik asit ve 9-hidroksi-cis-11-oktadekenoik asit gibi yag
asitleri bulunmaktadir (30, 32).
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P. major’un yapisinda, indikain ve plantagonin gibi alkoloidlerin de bulundugu tespit
edilmistir. Bununla beraber P. major yapisinda, asperulosid, aucubin, katapol,
gardosid, geniposidik asit, majorosid, 10-aktoksimajorosid, 10-hidroksimajorosid ve

mellittosid gibi ¢ok sayida iridoid glukozidi de bulunmaktadir.(32).

P. major, 6zellikle ilkbaharda bir gida kaynag olarak da kullanilmaktadir. Ulkemizde
de ozellikle Dogu Anadolu Bolgesi'nde salatalarda kullanildigr tespit edilmistir. Bu
nedenle yapisindaki ¢esitli vitaminlerin varhigi yoniinden arastirilmis ve p-karoten,
askorbik asit ve cesitli karotenoidlerce zengin oldugu bulunmustur. Ayrica, K
vitamini seviyesinin diger bitki tiirleri ile karsilastirildiginda, orta seviyede oldugu ve
P. major'u herbisitlere kars1 dayanikli kildig: tespit edilmistir. P. major yapraklarinda
karotenoid tiirevi terpenoidler disinda, oleanolik asit, ursolik asit ve 18B-glisirretinik

asit gibi terpenoidlerin de bulundugu gosterilmistir (32, 212, 213).

2.5.4. P. Major Ekstrelerinin Biyolojik Etkileri

2.5.4.1. Antioksidan ve ROT Temizleyici Etkileri

P. major yapraklarinin su, % 80 etanol ve % 80 metanolle hazirlanan ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri "DPPH yontemi" (214) (DPPH (2,2-difenilpikrilhidrazil
radikali temizleme deneyi) ile belirlendiginde, bu U¢ farkli ¢oziiclyle elde edilmis
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri (% inhibisyon) sirasiyla sulu ekstrede % 90,3, %
80 etanol ekstresinde % 93,3 ve % 80 metanol ekstresinde % 93,2 gibi oldukga
yiikksek seviyelerde ROT temizleyici etkilerinin bulundugu gosterilmistir (29).
DMBA (7,12-dimethilbenz(a)antrasen) ile oksidatif stres olusturulan ratlarla yapilan
bir hayvan calismasinda, P. major'un hazirlanan sulu ekstresinin oral yoldan
uygulanmasiyla MDA seviyelerindeki anlamli diismeyle (p<0,01), KAT (p<0,05) ve
KA (karbonik anhidraz) (p<0,01) enzim aktivitelerindeki ve GSH duzeylerindeki
(p<0,01) ise anlamli yiikselmelerle, P. major'un oksidatif strese ve lipid
peroksidasyonuna karsi koruma sagladigi gosterilmistir (215). P. major'un yapisinda
bulunan fenolik bilesiklerin de ¢ogu antioksidan ve ROT temizleme 06zelligine

sahiptir (32).
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2.5.4.2. Antiaterosklerotik Etkileri

P. major'un ateroskleroz iizerine etkileri ile ilgili literatiirde olduk¢a az sayida
calisma bulunmaktadir ve aterosklerotik hayvan modelleri ile ilgili ise hemen hemen
hic c¢alisma bulunmamaktadir. Bu alanda literatiirde sadece, 1962 yilinda
hiperkolesterolemik diyetle ateroskleroz olusturulmus tavsanlarda kurutulmus P.
major yapraklarinin direkt etkisinin ve bu yapraklarla hazirlanan ve igerigi ile ilgili
bilgi verilmeyen bir ekstresinin etkilerinin arastirildigi bir calisma yapilmastir.
Calismada kullanilan YZA 1rkindan 50 adet tavsan ti¢ gruba ayrilmistir ve 1. grupta
0,2 g/kg dozunda kolesterol oral yoldan uygulanmis, 2. grupta birinci gruba yapilana
ilave olarak 50 g/giin kurutulmus P. major yapragi yedirilmis ve ti¢lincii gruba ise
birinci gruba yapilana ilave olarak nasil hazirlandigi agiklanmayan P. major yapragi
ekstresinden 1 ml/glin oral yoldan verilmistir. Deney protokolii siirecinde
tavsanlardan 2-4 haftada bir kan alinmis ve serum TK ve lesitin seviyeleri
bakilmugtir. Ug aylik siire zarfinda, kolesterol grubunda degerler giderek artmakta
iken, hem yaprak, hem de ekstre verilen gruplarda, 6nce ilk ayda hafif bir kolesterol
yiikselmesi olustugu, ardindan ii¢ aylik siire sonunda her ikisinde de baslangic
kolesterol seviyelerine geri gelindigi gosterilmistir. Deney sonunda ayrica tavsanlarin
aortlarinda, oOzellikle c¢ikan aortada olustugu goézlenen aterosklerotik plaklarin
kalitatif 6zellikleri de incelenmis ve ikinci ve ligiincii gruplarda birinci gruba oranla
plak olusumunda azalma tespit edilmistir. Sonugta hem kolesterol seviyelerinde
oldukca anlamli diisiislerin oldugunun, hem de aterom plaklar1 olusumunda anlaml
fark bulundugunun gosterilmesiyle, P. major'in bu alanda arastirilmaya deger bir
bitki oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak, bu tarihten sonra P. major ile ilgili bu konuda,

daha detayl bir calismanin yapilmamis oldugu goriilmektedir (43).

P. major'un yapisinda en fazla bulunan flavonoidlerden biri olan luteolin 7-glukozid
(L7G) ile yapilan bazi g¢aligmalarda, bu molekiiliin antiaterosklerotik 6zellikler
gosterdigi tespit edilmistir. Saglikli ratlar lizerinde yapilan bir ¢alismada, oral yoldan
uygulanan L7G’nin TK, LDL kolesterol ve plazma glukoz konsantrasyonlarinda
anlaml diistislere neden oldugu gosterilmistir (26). Baska bir ¢alismada da L7G’nin,

ateroskleroz patogenezinde merkezi bir role sahip olan vaskiler duz kas hcre
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proliferasyonu {iizerine olan etkileri aragtirilmistir. Bu ¢aligmada, hiicre kiiltiiriinde,
izole edilmis ve PDGF-BB (Platelet-kdkenli biyime faktort -BB) ile uyarilmis rat
aortik vaskiler diz kas hicreleri tzerine L7G’nin etkileri arastirilmis ve sonugta
L7G’nin PDGF-BB ile uyarilmis vaskiler diiz kas hicre proliferasyonunu, hicresel

sitotoksisiteye ve apopitoza neden olmadan azalttig1 gosterilmistir (27).

2.5.4.3. Diger Biyolojik Etkileri

P. major'un antioksidan ve antiaterosklerotik ozellikleri diginda antiinflamatuvar,
antihipertansif,  hepatoprotektif, antitlser, immunmodulatér, antinoziseptif,
antimikrobiyal ve antitiimoral etkinlik gibi bircok farkli 6zelliginin bulundugunu
gosteren ¢ok sayida ¢aligmanin varligi da bu bitkiye olan ilgiyi giderek artirmaktadir
(31-42).

2.6. Aterosklerotik Tavsan Modelleri

Deneysel ateroskleroz arastirmalarinda kullanilan ilk hayvan tavsandir ve ilk kez
1907 yilinda Alexander Ignatowski tarafindan bu calismalar baglatilmistir.
Ignatowski, tavsanlar1 tam yagl siitten, yumurtalardan ve etten olusan bir hayvansal
diyetle beslemeye baslamis ve sonunda tavsan aortunda belirgin ateroskleroz
olusturmayr basarmistir. 1912'de Theodor Fahr, Dr. Ignatowski'nin deneysel
protokollerini  kullanarak 5-8 ay arasinda degisen siirelerde aortta erken
aterosklerotik lezyonlarin olusumunu, 9-10 ay arasinda da artmis kan basinciyla
beraber, aortta siddetli aterosklerotik hasar olusumunu gdzlemlemistir. Ayn1 yil
Nikolai Anichkov ve Semen Chalatov, Ignatowski'nin kullandig1 yontemi degistirip,
yerine kolesterol koymuslardir ve aterosklozun kolesterolle olustugunu

gozlemlemislerdir (216).

Tavsanlar, ot¢ul hayvanlar olduklarindan, dogalar1 geregi ateroskleroza yatkin
hayvanlar degildirler, ancak kolesterol yiiklemelerine olduk¢a duyarli olduklari i¢in
ve kisa siirede aterosklerotik lezyon gelistirebildikleri i¢in, ateroskleroz modeli

olarak olduk¢a yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadirlar. Tiim tavsan irklar1 arasinda
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ateroskleroz modeli olarak en yaygin kullanilanlari YZA 1irkindan olan tavsanlardir
ve erigkin viicut agirliklart 2 kg ile 5 kg arasinda degismektedir. Normalde tavsanlar
diisiik plazma TK seviyelerine sahiptir ve kolesterol alt tipleri arasinda baskin olan
sekil tavsanlarda HDL'dir. Eriskin erkek tavsanlarda plazma TK seviyeleri 41-70
mg/dl iken, eriskin disi tavsanlarda 52-65 mg/dl civaridir. Ayrica, erigkin erkek
tavsanlarda plazma TG seviyeleri 36-103 mg/dl iken, eriskin disi tavsanlarda 28-102
mg/dl civaridir. YZA tavsanlari nadiren kendiliginden aterosklerotik lezyonlar
olusturabilseler de, gercek manada vaskiiler lezyonlarin olusabilmesi icin yiiksek
kolesterol diyeti gerekmektedir. Yapilan c¢alismalarda disi tavsanlarin diyetle
indiiklenmis aterosklerotik lezyon olusumuna erkek tavsanlardan daha az yatkin
olduklar1 gosterildiginden, bu calismalarda genelde erkek tavsanlar kullanilmaktadir.
Tavsanlarda, hiperkolesterolemik diyet varliginda, aterosklerotik lezyonlar genelde
aortik arkta ve torasik aortta gorilmekteyken, insanlarda bunun tam tersi olarak
abdominal aortta goriilmektedir (217-220).

Tavsanlarin giinlik gida alimlari, viicut agirliklarinin yaklagik % 5'i, gunlik su
alimlar1 da viicut agirliklarinin yaklasik % 10'u kadardir. Tavsanlar, deney hayvanlar
laboratuvarlarinda esas olarak tahillardan ve diger gida maddelerinden hazirlanan, ~
% 15 oraninda protein, % 40-50 oraninda karbonhidrat, % 2 oraninda bitkisel yag ve
% 15-25 oraninda lif bilesiminden olusan, homojen pelletler haline getirilmis
standart yemlerle beslenmektedirler. Pellet yem sistemiyle tavsanlarin yemek ayirt

etmeleri 6nlenmekte ve standart bir beslenme bigimi olusturulmaktadir (220).

Ateroskleroz modeli olusturma amaciyla yapilan c¢aligmalarin bazilarinda, normal
yemle beslenen tavsanlara, 3-6 ay boyunca giinliikk yemlerinin agirlik¢a % 0,25-1'i
oraninda (w/w) kolesterol verildiginde plazma TK konsantrasyonlarinin 450 ile 2550
mg/dl araliginda seyrettigi (219), bazilarinda da 8 ile 16 hafta boyunca giinliik
yemlerinin agirlik¢a % 0,5'1 ile % 4'li oraninda (w/w) kolesterol verildiginde plazma
TK konsantrasyonlarinin > 1000 mg/dl oldugu ve aterosklerotik lezyonlarin esas
olarak makrofaj kaynakli kopiik hiicrelerinden olustugu gozlenmistir (221). Tavsan
ateroskleroz galigsmalarindaki en 6nemli problemlerden biri, insanlarda gézlenen

aterosklerozla karsilastirildiginda, daha yagli ve makrofajlarca zengin lezyonlarin
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gorilmesi ve Kkolesterol seviyelerinin insanlarla karsilastirilamayacak Olcude
yukselmesidir. TK konsantrasyonlar1 bu ylksek seviyelere vardiginda, tavsanlarda
bagirsaklar yoluyla kolesterol atilimi ve hepatik mekanizmalarla kolesterol
kompansasyonu yetersiz kalmaktadir ve devamli bir plazma TK yiiksekligi durumu
olusmaktadir. Bu durum, damarlarda kolesterol birikimine ve aterosklerotik lezyon
olusumuna neden olmaktadir (219, 220). Bir ¢alismada, normal yemle beslenen
tavsanlara, kapsiil haline getirilmis kolesterol oral yolla 507 mg/giin miktarinda, 47-
87 giin boyunca uygulandiginda, tavsanlarin % 71'inde orta siddette aterosleroz
olustugu gozlenmistir (221). % 2 (w/w) ve tlizeri kolesterol igeren diyetlerle kisa
stireli beslenen tavsanlarda insan aterosklerotik lezyonlariyla uyumsuz 6zelliklerde,
makrofaj kaynakli kopiik hiicrelerinden zengin aterosklerotik lezyonlar olusurken;
diisiik kolesterol igerikli diyetlerle uzun siire beslenen tavsanlarda ise diiz kas
hiicrelerinden zengin ve kolesterol depolanmalari igeren, insan aterosklerotik
lezyonlarina benzer lezyonlar elde edilmektedir (220). Bazi calismalarda % 0,25
(w/w) kolesterol igeren diyetle 4 hafta boyunca beslenen tavsanlarda yagh
cizgilenme tarzi lezyonlarin, % 1 (w/w) kolesterol igeren diyetle 12 hafta boyunca
beslenen tavsanlarda makrofa; kaynakli kopiikk hiicrelerinden ve diiz kas
hiicrelerinden zengin lezyonlarin ve % 0,25 (w/w) kolesterol iceren diyetle 8 ay
boyunca beslenen tavsanlarda ise ileri ateromatdz lezyonlarin olustugu gozlenmistir
(222-224). % 1-2 (w/w) kolesterol iceren diyetlerle uzun slre beslenilmesinin,

tavsanlarda genellikle yiiksek mortalite oranlarina yol agtig1 gosterilmistir (220).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. P. Major Yapragi Ekstresinin Eldesi

Oncelikle, P. major bitkisinin dogru teshisinin yapilmasi amaciyla, bitkinin tiim
kistmlarmi iceren bir 6rnek Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryum’da (ANK)
60514 no ile kayit altina alinmis ve burada yapilan incelemeler sonucunda bitkinin
tird Plantago major L., Sp. PI. 112 (1753) (Sinir otu) olarak teshis edilmistir. Ekstre
hazirlanmas1 amaciyla, Balikesir-Edremit-Sahinderesi bolgesinden toplanip, karanlik
ve rutubetsiz bir ortamda kurutulan P. major bitkileri, yapraklarindan ayrilmamis
bitin halleriyle aktardan satin alindiktan sonra, yapraklari ayristirilmis ve kahve
degirmeninde o6giitiildiikten sonra toz haline getirilen bitki Ornekleri arastirmada
kullanilmistir. P. major'un ekstraksiyon verimini belirlemek amaciyla; 0,2 g bitkisel
ornek Gzerine 10 ml % 80 (v/v) etanol ilave edilmistir. Olusan karigim 24 saat
stireyle oda sicakliginda ve karanlikta orbital calkalayici ile ¢alkalandiktan sonra,
Genuine Whatman No.41 filtre kagidindan gegirilerek siizlilmiistiir. Bu sekilde, % 80
etanol ile elde edilen bitkisel ekstraktlar kuru ham ekstrakt elde etmek amaciyla
'rotary evaporatér'de (Buchi marka) 30 C°’nin altinda, vakum altinda ugurularak
kurutulmustur. Kuru ham ekstrakt, ekstraksiyon verimini hesaplayabilmek amaciyla

tartilmig ve kuru agirlik bazinda verimi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

% verim = (Al x 100) / A2
Al: solventi uzaklastirilarak kurutulmus ekstraktin agirlig

A2: bitkisel 6rnegin kuru agirligi

Hesaplama sonucunda P. major yapragi ekstresinin kuru agirlik bazinda verimi %
21,4 olarak bulunmustur. Bundan sonra, galisma protokolii boyunca kullanilacak P.
major yapragi ekstrelerinin eldesi amaciyla, ogitilmiis bitkisel &rneklere,
polifenollerin ekstraksiyonunu saglamak igin, Ankara Univeritesi Mihendislik
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bolimi bunyesinde bulunan 1000 It hacimli,
maksimum basinct 760 mmHg olan 6zel yapim 'rotary evaporatdr'de, yukarida

anlatilan oranlar dikkate alinarak hazirlanan % 80'lik (v/v) etanol ve bitki karisima,
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24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmig, ardindan 30 C°’nin altinda, diisiik
basing altinda ekstraksiyon islemi uygulanmig ve elde edilen kuru ham ekstraktlar

kullanilacaklar1 ana kadar -20 C°’lik buzdolabinda saklanmustir.

3.2. Deney Hayvanlari

3.2.1. Deney Hayvanlarmin Ozellikleri ve Bakim Kosullar

T.C. Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanlig
tarafindan G.U.ET-12.091 kod numarasiyla onaylanan bu calismaya (EK 1), deney
baslangicinda agirlik ortalamalar1 1.970,33 + 159,84 g olan, T.C. Saglik Bakanlig1
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen 30
adet YZA 1rk1 erkek tavsanla baslanilmistir. Calisma Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezinde (GUDAM)
yiirlitilmistlir. Caligma sonuna kadar kontrol grubu hari¢, tiim gruplardan birer
hayvan O6lmiis olup, sonugta agirlik ortalamalar1 2.148,46 + 259,24 g olan 26
hayvanla ¢alisma tamamlanmistir. Calismada tavsanlar, sabit sicaklikta (21-24 C°) ve
nem oranmin % 30-40 oraninda oldugu odalarda, 12 saatlik aydinlik/karanlik
dongiisii  altinda, standart polikarbonat kafeslerde muhafaza edilmislerdir.
Hayvanlarin deney boyunca standart pellet yemlerini ve suyu "ad libitum" olarak,

serbestce almalar1 saglanmugtir.

3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Hayvanlara Yapilan islemler

Tavsanlar bes gruba ayrilmistir. Bes gruptan birincisi kontrol grubu, diger dort grup
ise deney grubu olarak planlanmigtir. Tim gruplar baslangigta altisar hayvandan
olusturulmustur. Calisma sonunda 1. grup olan kontrol grubu hari¢ tim gruplardan
birer hayvanin Olmesi sebebiyle diger dort grup beser hayvandan olusmustur.
Caligma siiresi 12 hafta olarak belirlenmistir. Hayvanlara oral yolla yapilan gavaj
islemlerinde 16 GA, 3" ebatlarinda (1-3 kg'lik tavsanlar i¢in) kivrimli, ucu yuvarlak

ve tahris yapmayan 6zellikte metal beslenme sondasi (Commat Ltd) kullanilmistir.
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1. grup (n=6) (kontrol grubu), 12 hafta boyunca standart normal diyetle beslenmistir
ve bu gruba ek olarak sabah 10 cc ve aksam 10 cc olmak iizere toplamda 20 cc serum
fizyolojik cozeltisi (SF) (% 0,9 'luk izotonik sodyum Klorlr ¢ozeltisi), 10'ar cc'lik

enjektorlerle, oral gavaj yoluyla uygulanmstir (sekil 3.1).

Sekil 3.1: Tavsanlara oral gavaj yoluyla SF uygulanmasi.

2. grupta (n=5) bulunan tavsanlara 12 hafta boyunca standart normal diyetle beraber,
1 g/kg/giin miktarinda kolesterol (Ultra Pure Grade-Amresco®), toplam miktar ikiye
bolinerek, 10ar cc'lik enjektorlerle, sabah toplam hacim 10 cc ve aksam toplam
hacim 10 cc olacak sekilde SF ile stispansiyon haline getirilerek ve uygulama dncesi

enjektorler vortekslenerek, oral gavaj yoluyla verilmistir (sekil 3.2).

Sekil 3.2: Tavsanlara oral gavaj yoluyla kolesterol siispansiyonu uygulanmasi.
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3. grupta (n=5) bulunan tavsanlara 12 hafta boyunca standart normal diyetle beraber,
2. gruptaki hayvanlara yapilan islemlerin aynisi yapilirken, ilave olarak P. major
yapragi kuru ham ekstresi, kg basma 0,1 g’dan hesaplanip glnlik doz ikiye
boliinerek, sabah ve aksam verilen 10 cc’lik kolesterol siispansiyonunun iginde, oral

gavaj yoluyla verilmistir.

4. grupta (n=5) bulunan tavsanlara 12 hafta boyunca standart normal diyetle beraber,
2. gruptaki hayvanlara yapilan islemlerin aynist yapilirken, ilave olarak P. major
yapragi kuru ham ekstresi, kg basma 0,5 g’dan hesaplanip gunlik doz ikiye
boliinerek, sabah ve aksam verilen 10 cc’lik kolesterol siispansiyonunun i¢inde, oral

gavaj yoluyla verilmistir.

5. grupta (n=5) bulunan tavsanlara 12 hafta boyunca standart normal diyetle beraber,
2. gruptaki hayvanlara yapilan islemlerin aynisi yapilirken, ilave olarak P. major
yapragi kuru ham ekstresi, kg basma 1 g’dan hesaplanip glinlik doz ikiye bolunerek,
sabah ve aksam verilen 10 cc’lik kolesterol siispansiyonunun iginde, oral gavaj

yoluyla verilmistir.

Sekil 3.3: Tavsanlara oral gavaj yoluyla kolesterol slispansiyonu ile ayn1 enjektorde

P. major yaprag ekstresi uygulanmasi.

Gruplardaki biitiin hayvanlardan; baslangigta, 15. giinde, deney siiresinin ortasinda

ve Otanazi yapilmadan once, femoral ven paketlerinden kan 6rnekleri alinip serumlari
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ayrilmis ve -80 C%de saklamaya almmistir. Deney sonucunda, bitiin hayvanlara,
genel anestezi altinda (Xylazine 5 mg/kg IM, Ketamine 45 mg/kg IM), intrakardiyak
kan alinarak 6tanazi uygulanmis, kalpten ¢ikis yerinden bagslayarak aortik ark, torasik
aort ve abdominal aort kisimlart dahil olmak tizere aortlar1 bir bdtin halinde
cikartilmig ve diger organlar1 da alinarak, hepsi uygun sartlarda saklamaya alinmistir
(sekil 3.4).

Sekil 3.4: Tavsanlarin aortlarinin ¢evre dokulardan uzaklagtirilarak agiga ¢ikarilmasi.

Tiim hayvanlardan, 151k mikroskobu ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile
incelenmek amaciyla, aortik ark ayrimindan itibaren 0,5 cm uzunlugunda damar
ornekleri almmustir. Almman bu aort pargalarinin bir boliimii, histopatolojik
incelemenin 151k mikroskopisi asamasi i¢in tespit amaciyla % 10’luk fosfat tamponlu
formalin soliisyonuna konularak ayrilmistir. Bu aort pargalarmm 1 mm® hacmindeki
bir kism1 da histopatolojik incelemenin TEM asamasi i¢in % 2,5’luk gluteraldehit
igerisine alinmigtir. Geriye kalan aortun, aortik ark ile renal arter ayrimina kadar olan
torasik kismi ise bir biitiin halinde, aterosklerotik plaklarin histolojik boyamalarla,
151k mikroskopisiyle ylizey alani incelemeleri i¢in kullanilmak {izere % 10°luk fosfat

tamponlu formalin soliisyonuna konularak ayrilmistir. Aortlarin geriye kalan
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abdominal kisimlariin bir b8lumi % 10’luk fosfat tamponlu formalin sollisyonuna
konularak ayrilmis ve diger bolimii ise herhangi bir koruyucu kullanmadan,
biyokimyasal ¢alismalarin yapilacagi zamana kadar -80 C®de saklamaya alinmustir.
Ayrica hayvanlardan alinan kalp, karaciger, akciger, bobrek, testis ve kas
dokularindan alinan orneklerin bir kismi % 10’luk fosfat tamponlu formalin
soliisyonuna konularak ayrilmis, bir kism1 da herhangi bir koruyucu kullanmadan -80

C®de saklamaya almmistir.

Calismada analizi yapilan parametrelerden homosistein, CRP, TK, LDL kolesterol,
HDL kolesterol, TG, AST, ALT, BUN ve KREA dizeyleri hayvanlarin sadece serum
orneklerinde calisilmistir. Hem serum, hem de aort doku 6rneklerinde ¢alisilanlar ise;
ADMA, NO’, NOS, GPO, KAT, KO ve MDA diizeyleridir. SOD diizeyi ise sadece

aort doku orneklerinde ¢alisilmigtir.

Dokulardaki ¢aligmalar icin, aort dokular1 -80 C®deki derin dondurucudan cikarilip
¢oziildiikten sonra, once hassas terazide tartilmis ve sonra agirliklarinin bes kati
hacminde (% 20 w/v) SF i¢inde homojenize edilmistir. Homojenize etme isleminden
sonra, elde edilen doku homojenatlari, 4000 devir/dk’da 10 dakika streyle santrifij
edilmistir.  Sanrifiij sonrasinda elde edilen siipernatan kisimlarinda Lowry
Yontemi’yle protein konsantrasyonlari belirlenmis ve en diisikk protein diizeyine
sahip slipernatan 6rnegi baz alinarak, uygun diliisyonlarla tim 6rneklerdeki protein
konsantrasyonlar1 birbirine esitlenmis ve dokulardaki analizler bu 06rneklerde

yapilmistir.

3.3. Geregler

Cihazlar:

Sanyo Ultra Low MDF-U4086S marka derin dondurucu (-80 C°), Altus AL380
marka buzdolab1 (+4 C°), Argelik marka buzdolab1 (+4 C°), hassas elektronik tarti

(Sartorius Basic marka), sabit/ayarlanabilir pipetler (Axygen, Socorex ve Brand

marka), spektrofotometre (Helios-a, Unicam marka), Sorvall RMC 14 marka
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santrifiij, Harrier 18/80 marka sogutmali santrifiij, Heraus Labofur 200 marka
sogutmali santrifiij, Heiodolph DIAX 900 marka homojenizatér, Whirlmix 20 W
vorteks, rotary evaporator - Buchi marka, rotary evaporator - 1000 It hacimli - max.
760 mmHg basingli (Ankara Univeritesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolim{ binyesinde), su banyosu (Grant Ins marka), orbital galkalayict (BOECO
(0S-20) marka), ELISA okuyucu ve yikayici (ChemWell® 2910 Automated EIA
and Chemistry Analyzer), Beckman Coulter Unicell DxC 800 Syncron Clinical
System otoanalizor cihazi, HPLC (High-performance liquid chromatography-Y tiksek
Performansli Sivi Kromatografisi) cihazi (Shimadzu, RF-20A model), Leica marka
RM 2125RT model mikrotom, Zeiss Axio Scope Al marka 1sik mikroskobu, Canon
E 550E marka dijital fotograf makinasi, LEO 906E marka transmisyon elektron

mikroskobu.
Kimyasal maddeler:

Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler Sigma, Merck, Amresco, Fluka, Thermo

Fisher Scientific firmalarindan temin edilmistir.
3.4. Protein Miktar1 Olciim Yontemi (Lowry Yontemi)

Aort dokusu homojenatlarinin santrifiijiinden elde edilen siipernatanlarda, protein
konsantrasyonlarinin tayin edilmesi isleminde Lowry protein Olgim yontemi
kullanmilmistir (225). Spektrofotometrik bir 6lcim yontemi olan deneyin prensibi;
fosfomolibdik asit ve fosfotungstik asitin, Cu*® — protein kompleksi ile reaksiyonu
sonucunda mavi renk olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu tepkimenin
gerceklesmesinde, proteinlerin triptofan ve tirozin iceren bakiyeleri etkili olmaktadir.
Olusan bu renkli bilesigin absorbansi (optik dansitesi (OD)), spektrofotometrede;
700 nm dalga boyunda 6lculmektedir. Elde edilen sonug, protein konsantrasyonuyla

dogru orantilidir.

Lowry protein 6lgim yonteminde kullanilan reaktiflerin icerigi:
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A reaktifi: 0,5 g CuSO45H20 ile 1 g sodyum sitratin 100 ml distile suda
cozllmesiyle elde edilmektedir.

B reaktifi: 0,1 N 1 L NaOH icinde, 20 g Na,CO3 ¢oziilerek elde edilmektedir.

C reaktifi: 1 ml A reaktifi ile 50 ml B reaktifi karistirilarak elde edilmektedir.

D reaktifi: 10 ml Folin-Cioceltau reaktifine, 10 ml distile su ilave edilmesiyle
hazirlanmaktadir.

Folin-Cioceltau reaktifi: 700 ml distile suda, 25 ¢ sodyum molibdat
(NazM004.2H,0) ve 100 g sodyum tungstat (Na,WO,4.2H,0) ¢oziiliir. Ardindan 100
ml derisik HC1 ve 50 ml o- fosforik asit (% 85°lik) ilave edilir. Sonra 10 saat sireyle
hafif ateste kaynatilir. Kaynatma isleminden sonra 150 g lityum silfat (Li,SO,) ve 50
ml H,O eklenir. U¢ damla brom damlatildiktan sonra, karisim 15 dk sireyle

kaynatilir. Sogutma igleminin ardindan karigim distile suyla 1 It'ye tamamlanir.

Tablo 3.1: Lowry protein 6l¢iim yontemine ait protokol.

KOR NUMUNE (N)
SUPERNATAN - 10 pl
DISTILE SU 500 pl 490 pl
C REAKTIFI 2,5ml 2,5 ml

10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 0,25 ml D reaktifi, numune ve kor
thplerine ilave edilir. Karisim tekrar 30 dk siireyle oda 1sisinda bekletilir. Ardindan
spektrofotometrede 700 nm dalga boyunda kér ve numunenin absorbansi distile suya
karst okunur. Bu deney ic¢in hazirlanan albliimin standartlarinin optik dansite
degerlerinden yararlanilarak ¢izilen 'Standart grafigi' kullanilir (sekil 3.5). Buna gore
hesaplanan 'Faktor' degeri 20°dir ve protein konsantrasyonu asagidaki formule gére

hesaplanir.

Protein konsantrasyonu (mg/ml) = (ODy — ODkgr) X 20
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Sekil. 3.5: Lowry protein standart grafigi. Bu grafikten faydalanilarak faktér degeri

20 olarak alinmistir.

3.5. Serumda ve Aort Dokusunda Ol¢iimii Yapilan Cesitli Parametrelere Ait

Yontemler

3.5.1. Malondialdehid (MDA) Miktar1 Ol¢iim Yo6ntemi

MDA, lipid peroksidasyonunun son iiriinii oldugu igin, oksidatif stres gostergesi
olarak sik¢a kullanilan bir parametredir. MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile yiksek
sicaklik altinda asidik ortamda tepkimeye girerek pembe renkli bir bilesik
olusturmaktadir. Bu bilesigin optik dansitesi 532 nm dalga boyunda dl¢iilerek MDA
diizeyi hesaplanmaktadir. MDA disinda ¢esitli maddeler de bu tepkimeyi
verebileceginden TBA ile tepkimeye giren maddeler anlaminda TBARS olarak da
isimlendirilmektedir (226).

Deneyde kullanilan reaktiflerin igerigi:

Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2,13 g Na;HPO, ve 11,56 g KH,PO, tartilarak
distile suda ¢ozlldukten sonra hacim distile suyla 1 L’ye tamamlanur.

Trikloroasetik asit (TCA; % 20 w/v): 500 mL 0,6 N HCI icinde 100 g kati TCA
¢Oziilerek hazirlanir.

TBA ¢0zeltisi (% 2 w/v): 200 mg katt TBA 10 mL distile suda ¢ozuldr.

Etil alkol (% 95; v/v).
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Tablo 3.2: MDA 6lgum yontemine ait protokol.

NUMUNE KOR
SUPERNATAN 100 pl 100 pul
ETIL ALKOL 1mi 1ml
FOSFAT TAMPUNU 1ml 1ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1ml -

30 dakika boyunca kaynar suda inkiibe edilen deney tipleri 4000 devirde 20 dk
streyle santrifuj edilir. Spektrofotometrik 6lcim sirasinda kor tiiplerine 1 ml TBA
cozeltisi konulur. 532 nm dalga boyunda numune ve kor tlplerindeki ¢ozeltilerin

absorbanslar1 distile suya kars1 spektrofotometrik olarak lguldr.

Bu Olcimde MDA standardi olarak tetraetoksipropan (TEP) kullanilir (% 96;
d=0,92; MA=220,3).

TEP molaritesinin hesaplanmast:

0,92 x 1000 = 920 g (TEP ¢ozeltisinin 1 litresinin agirlig)

920 : 100 x 96 = 883,2 g ( 1 litre ¢ozeltideki TEP miktari)

883,2 : 220,3 = 4 mol TEP (1 litre ¢ozeltide 4 mol TEP oldugu i¢in, ¢ozeltideki
TEP’in konsantrasyonu 4 molar (M) dir.

4 M’lik ¢ozelti etil alkolle 400.000 kat diliie edilerek, 10 uM’lik standart ¢ozelti elde
edilir. Aym1 deney protokolii standart ve standart kori i¢in uygulanir ve
spektrofotometrede absorbanslar okunur. Buna gore ‘Faktor’ degeri asagida

goriildiigi sekilde 161,3 olarak hesaplanir.

Standardin optik dansitesi (ODs) = 0,152

Standart kortinun optik dansitesi = 0,090

AODs = 0,062

MDA konsantrasyonu (nmol/ml) = AODy x Standardin konsantrasyonu / AODs
= AODy x 10 uM / 0,062
= AODy x 161,3
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Elde edilen MDA degeri "nmol/ml" olarak belirtilir. Dokular i¢in kullanilacak formiil
icin ise protein konsantrasyonuna (protein kons.) bolinur ve Olgim sonucu

"nmol/mg"” olarak belirtilir.

MDA (nmol/ml) = AOD x 161,3
MDA (nmol/mg) = AOD x 161,3 / Protein kons. (mg/ml)

Calismamizda serum ve stpernatanlar 100 pl yerine 200 pl olarak alinmistir. Buna

gore hesaplama serumda ve aort dokusunda asagidaki sekilde yapilmustir:

MDA (nmol/ml) = AOD x 161,3 x (1/2)
= AOD x 80,65
MDA (nmol/mg) = AOD x 161,3 x (1/2) / Protein kons. (mg/ml)
= AOD x 80,65 / Protein kons. (mg/ml)

3.5.2. Ksantin Oksidaz (KO) Aktivitesi Ol¢iim Yontemi

KO enzimi ksantini yikima ugratarak iirik asit meydana getirmektedir. Bu 6lgim
yonteminin prensibi KO enzim aktivitesi sonucunda agiga cikan iirik asidin optik
dansitesinin 293 nm dalga boyunda Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Birim

zamanda olusan tirik asit miktari tizerinden KO aktivitesi hesaplanir (227).

Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Fosfat tamponu (pH 7,5; 0,5 mM Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA); 50 mM
fosfat): 93 mg EDTA (disodyum tuzu, dihidrat), 3 g Na,HPO, ve 0,5 g KH,PO,

distile suda ¢oziiliir ve hacim 500 ml’ye tamamlanir.

Ksantin ¢ozeltisi (2 mM): 25 ml fosfat tamponunda 7,6 mg ksantin ¢ozilur.
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Tablo 3.3: KO aktivitesi 6l¢lim yontemine ait protokol.

FOSFAT TAMPONU 2,8 ml
KSANTIN COZELTISI 0,1 ml
SUPERNATAN 0,1 ml

Tablo. 3.3’te gosterilmis olan deney protokolii hazirlandiktan sonra 6rneklerin optik
dansitesi 293 nm dalga boyunda kuvartz kiivet kullanilarak distile suya karsi oda
sicakliginda 1. ve 20. saat sonunda 6lcullr. 1. ve 20. saatler arasindaki 6lgimler
arasindaki optik dansite farki (AOD) ve (rik asitin molar absorbsiyon katsayisindan

faydalanilarak asagidaki formiile gore KO enzim aktivitesi hesaplanir:

€ wikasi. 10° L x mol™ x em™

AOD ik asit = € urik asit X C rik asit X |

C urik asit = AOD grik asit / (€ urik asit X 1)

C wikasit = AOD rikasit/ (10* L x mol™ x em™ x 1 cm)

C urik asit = AOD ik asit / 10* L/mol = AOD ik asit X 10~ mol/L
C ik asit = AOD grik asit X 102 pmol/L

1 IU KO aktivitesi, [U nun tanim1 geregi 1 pmol/dk iirik asit olusmasini saglayan
enzim aktivitesi oldugundan 1 IU/L KO = 1 pmol/(dk x L) drik asit olusumuna

karsilik gelmektedir.

KO (IU/L) = AOD ik asit X 10° pmol/L x [1/t (dakika )] x 30 (Seyreltme Orani)
Tepkime siresi 1140 dk (1 ve 20. saatler arasi) oldugundan; serumda ve dokuda KO

aktiviteleri su formiillere gore hesaplanir:

KO (mIU/mL) = (AOD/1140) x 3000
KO (mIU/mg) = (AOD/1140) x 3000 / Protein kons. (mg/ml)
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3.5.3. Suiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Olgiim Yontemi

SOD, O;" radikalini substrat olarak kullanmaktadir. Bu deneyin prensibi; ksantin-
ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan O, radikalinin ortamda bulunan
nitroblue tetrazolium (NBT) bilesigini indirgeyerek, menekse renkli formazan
bilesigi olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu bilesik spektrofotometrede 560 nm
dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamina ilave edilen
(doku homojenatinda bulunan) SOD enzimi, olusan O," radikallerini ortamdan
uzaklagtirarak, aktivitesiyle dogru orantili olarak NBT’nin inhibisyonunu
engellemektedir. Ortama SOD ilave edilerek bulunan absorbans degeri, enzimin ilave
edilmedigi kor deneyinin absorbansiyla Kkarsilastirilarak enzim  aktivitesi
hesaplanmaktadir (228, 229).

Kullanilan reaktiflerin igerigi:

Ksantin oksidaz ¢ozeltisi: 3,2 M, 1 ml amonyum sulfat icinde, 10 pl KO ¢ozilir.

CuCl; ¢ozeltisi: 100 ml distile suda 108 mg CuCl; ¢ozuliir.

Reaktif 1: Asagidaki ¢ozeltiler ayr1 ayri hazirlandiktan sonra birlestirilir. Toplam
hacim 490 mI’dir.

9,1 mg ksantin, 1 N NaOH’den birka¢ damla distile su i¢ine damlatildiktan sonra bu
cozeltiye ilave edilerek ¢oziiliir, daha sonra distile su ile hacim 200 ml’ye
tamamlanir.

100 ml distile suda 25 mg EDTA ¢ozllur.

100 ml distile suda 12,3 mg NBT ¢ozllur.

30 ml distile suda 30 mg sigir alblimini ¢oziiliir.

60 ml distile suda 2,54 g Na,CO3 ¢ozulir.

En son islem olarak tiim bu ¢ozeltiler birlestirilerek Reaktif 1 elde edilir.
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Tablo 3.4: SOD aktivitesi 6l¢lim yontemine ait protokol.

NUMUNE (N) KOR
REAKTIF 1 2,75 ml 2,75 ml
SUPERNATAN 100 pl -
KO 50 pl 50 pul
Tiipler oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.
CuCl, 100 pl 100 pl
SUPERNATAN - 100 pl

Bir SOD dnitesi (U), NBT’nin indirgenmesini % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesi olarak tanimlanmaktadir. Kor ve numunelere ait absorbanslar
spektrofotometrede 560 nm’de distile suya kars1 okunduktan sonra SOD aktivitesi su

sekilde hesaplanir:

% Inhibisyon = [(ODkgr - ODy) / ODksr] X 100

SOD aktivitesi (U/ml) =% Inhibisyon / (50 x 0,1)
= [(ODksr - ODy) / ODksr] x 100/ (50 x 0,1)
= [(ODK()r - ODN) / ODKﬁr] X 20

SOD'nin dokuya 6zgl aktivite formiilii ise soyledir:

SOD aktivitesi (U/mg) = [(ODkgr - ODy) / ODke(] X 20 / Protein kons. (mg/ml)
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3.5.4. Katalaz (KAT) Aktivitesi Olguim Yoéntemi

KAT, Hy0.'yi substrat olarak kullanir. Bu deneyin prensibi; KAT enziminin
katalizledigi reaksiyon sirasinda HO,'nin pargalanmasina eslik eden absorbans

azalmasmin 240 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasina dayanir
(230).

Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Fosfat tamponu: KH,PO, ve Na;HPO, kullanilarak 50 mM, pH 7 olan fosfat
tamponu hazirlanir.
H.O, c¢ozeltisi: Stok H,O, cozeltisinden (% 30 v/v) 0,2 ml alinir, 100 ml fosfat

tamponu ile seyreltilir.

2,99 ml H,O, cozeltisi, 0,01 ml serum (doku ¢alismalarinda stipernatan) ve 0,01 ml
fosfat tamponu, kuvartz kivete konulur. Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda
absorbans 1 dakika siireyle izlenir. Ortaya ¢ikan absorbans farki (AOD)
hesaplandiktan sonra KAT aktivitesi H,O,'nin molar absorpsiyon katsayisi

kullanilarak hesaplanir. Buna gore, 'Faktor' degeri 7320 olarak bulunur.

KAT aktivitesi (IU/ml) = (AOD/dk) x 7320

Calismamizda serumlar 0,01 ml yerine 0,05 ml olarak alinmistir. Siipernatan
hacimlerinde degisiklik yapilmamigtir. Buna gore hesaplama serumda ve aort

dokusunda asagidaki sekilde yapilmistir:

KAT aktivitesi (IU/ml) = (AOD/dk) x 7320 x (1/5)
KAT aktivitesi (IU/mg) = (AOD/dk) x 7320 / Protein kons. (mg/ml)
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3.5.5. Glutatyon Peroksidaz (GPO) Aktivitesi Olgiim Yo6ntemi

GPO; 2GSH + H,0, — & GS-SG + 2H,0 reaksiyonunu katalizlemektedir.
Dongunin devam edebilmesi igin yiikseltgenmis GSH'nin tekrar indirgenmesi
gerekmektedir. Glutatyon rediktaz enzimi, yiikseltgenmis GSH'1 indirgerken ayni
zamanda NADPH’1 yiikseltgeyerek, NADP’ye doniisiimiinii saglamaktadir (231).
Spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda NADPH absorbans vermektedir.
NADP’ye doniisiim nedeniyle absorbanstaki azalma GPO aktivitesinin dl¢iimune

olanak saglamaktadir.

Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Fosfat tamponu: 2,08 g EDTA, 4,2 g Na,HPO, ve 2,72 g KH,PO, 1 litre distile suda
¢oOziilerek hazirlanir.

Glutatyon cozeltisi: 250 mg glutatyon 5 ml fosfat tamponunda ¢6zulur.

NADPH: 15 mg NADPH 2,5 ml fosfat tamponunda ¢6zulir.

Glutatyon rediiktaz enzimi: 3,2 M, 1 ml amonyum sulfatta, 10 pl glutatyon rediiktaz
enzimi seyreltilir.

H,O, cozeltisi: 5 ml fosfat tamponuna, 15 pl H,O, stok ¢ozeltisi (% 30 v/v) ilave
edilir.

Sodyum azid: 5 ml fosfat tamponunda 65 mg sodyum azid ¢ozulur.

Tablo 3.5: GPO aktivitesi 6lcim ydntemine ait protokol.

FOSFAT TAMPONU 2,5ml
GSH 100 pl
NADPH 50 pl
GSH REDUKTAZ 100 pl
SODYUM AZID 100 pl
SUPERNATAN 100 pl

80



Spektrofotometre 340 nm dalga boyuna ayarlanir ve fosfat tamponuyla sifirlanir.
Protokoldeki maddeler kiivete konulduktan sonra 1 dakika stireyle absorbans takip
edilir ve boylece kor degeri elde edilir. Ayni islem 100 ul H,O, ¢ozeltisi eklenerek
tekrar edilir ve bu kez numune degeri bulunur. Numune ile 1 dk’da elde edilen AOD
degerinden, kor ile 1 dk’da elde edilen AOD degeri ¢ikarilarak absorbans farki
(AOD) hesaplandiktan sonra GPO aktivitesi NADPH’1n molar absorpsiyon katsayisi
(¢ = 6,22.10° L/(mol.cm)) kullanilarak hesaplanir. Buna gore, Faktor degeri 4800
olarak bulunur.
GPO aktivitesi (1U/L) :
AOD X (1/enaprH) X (Vioptam/Viumune) X (L/zaman (dk)) x Seyreltme Faktord

GPO aktivitesi (IU/L) = (AOD/dk) x 4800
GPO aktivitesi (mlU/mg) = (AOD/dk) x 4800 / Protein kons. (mg/ml)

3.5.6. Nitrik Oksit (NO") Miktar1 Ol¢iim Yo6ntemi

Deneyin prensibi; NO”nun asidik ortamda, siilfanilik asiti diazotizasyonu ve takiben
naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi esasina dayanmaktadir. Sonugta ortaya
cikan renkli bilesigin absorbansi, spektrofotometrede 540 nm’de okunur. Olgiilen

deger NO™ konsantrasyonuyla dogru orantilidir (232, 233).
Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Sulfanilik asit ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 180 mg sulfanilik asit ¢ozilur.
Naftiletilendiamin ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 162 mg naftiletilendiamin ¢ozulir.
Hidroklorik asit (HCI): 10 ml distile suda 50 pl HCI ¢ozuldr.

200 pl numuneye % 20’lik 20 ul TCA eklenir, 5 dakika siireyle beklenir. Daha sonra
200 pl distile su ilave edilir. 5 dakika streyle 5000 devirde santrifiij edildikten sonra
siipernatan alinir ve i¢ine kadmiyum (Cd) metali konulur. 24 saat bekletildikten

sonra asagidaki protokol uygulanir.
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Tablo 3.6: NO" élctim yontemine ait protokol.

KOR NUMUNE
SUZUNTU 100 pl 100 pl
HCI 250 ul 250 pl
SULFANILIK ASIT 250 pl 250 pl
NAFTIETILENDIAMIN - 250 pl
DISTILE SU 250 ul -

Son islemden sonra tupler 10 dk oda sicakliginda bekletilir ve daha sonra
spektrofotometrede, 540 nm’de distile suya karsi okunur. NO' konsantrasyonu,
hazirlanan standartla elde edilen OD degerinden yararlanilarak hesaplanir. Buna gore

bulunan 'Faktor' degeri 250'dir.

NO* konsantrasyonu (mM) = (ODy - ODks) X 250

3.5.7. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Aktivitesi Olgiim Yéntemi

Nitrik oksit, L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla olusmaktadir.
Bu deneyin prensibi, NO® deneyinde oldugu gibi L-argininden olusan NO"’nun asidik
ortamda sllfanilik asiti diazotizasyonu ve naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi
esasina dayanmaktadir (232, 233). Reaksiyonda olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi
spektrofotometrede, 540 nm dalga boyunda okunur. Olgiilen deger NO’
konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Birim zamanda olusan NO’ miktar1 {izerinden

NOS aktivitesi hesaplanir.

Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Substrat ¢6zeltisi: 10 ml distile suda 700 mg arginin ¢ozulir.

Sulfanilik asit ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 180 mg sulfanilik asit ¢ozilur.

Naftietilendiamin ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 162 mg naftietilendiamin ¢ozuldr.
HCI: 10 ml distile suda 50 ul HCI ¢ozilir.
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Tablo 3.7: NOS aktivitesi 6l¢lim ydntemine ait protokol.

KOR | NUMUNE STAITID'?\RT STANDART
KORU
STANDART - - - 100 pl
NUMUNE 100 pl 100 pl - -
ARGININ - 100 pl - -
DISTILE SU 100 ul - 200 pl 100 pl
Tiipler oda sicakliginda 1 saat bekletilir.
% 20 TCA 20 ul 20 pl 20 ul 20 ul
ARGININ 100 ul - 100 ul 100 pl
DISTILE SU - 100 ul - -

Tiipler oda sicaklifinda 5 dakika inkiibe edilir ve 5000 devirde 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatan alinir ve i¢ine Cd konulan tiipler 24 saat bekletilir ve

Cd’lar ¢ikartildiktan sonra ¢alismaya asagidaki sekilde devam edilir.

SUZUNTU 200 ul | 200 pl 200 pl 200 pl
HCI 250l | 250wl 250 ul 250 ul
SULFANILIK ASIT 250 ul | 250 pl 250 pl 250 pl
NAFTIETILENDIAMIN - 250 pl 250 pl 250 pl
DISTILE SU 250 ul - - -

Son islemden sonra tiipler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilir. Daha sonra
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda absorbanslar okunur. Standart olarak
sodyum nitroprussid kullanilir. NOS aktivitesi standardin optik dansite degerinden
yararlanilarak ve bir saatlik inkubasyon stiresi dikkate alinarak hesaplanir. Buna gore

Faktor degeri 37,5 olarak bulunur.
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NOS aktivitesi (IU/ml) = (AODN - AODK6r) x 37,5
NOS aktivitesi (IlU/mg)= (AODN - AODKG®r) x 37,5 / Protein kons. (mg/ml)
3.5.8. ADMA Miktar1 Olciim Yontemi

'Rabbit Asymmetrical Dimethylarginine (ADMA) ELISA Kit' (Cusabio®) ile,
tavsanlarin serum ve aort dokusunda ELISA yontemiyle kit prospektiisiine uygun
olarak ¢alisilmigtir. Bu Kitin ADMA saptama araligi: 62,5 - 4.000 pg/ml'dir.

Kitin ¢alisma i¢i (intra-assay) kesinligi % CV<%S8

Kitin ¢alismalar arasi (inter-assay) kesinligi : % CV < % 10

Yontem, yarigmali inhibisyonlu enzim immiin 6l¢lim teknigine dayanmaktadir. Bu
kitte bulunan, kuyucuklardan olusan mikrotitrasyon plakasi ADMA ile onceden
kaplanmis bir haldedir. Standartlar veya Ornekler kendilerine ait kuyucuklara,
ADMA'ya 6zgil antikorlarla konjuge edilmis HPR ('Horseradish' Peroksidaz) ile
birlikte konulur. Hemen ardindan kuyucuklarda, onceden kaplanmis ADMA ile
ornekte bulunan ADMA arasinda yarigmali bir inhibisyon reaksiyonu baglar. Sonra,
kuyucuklara, HPR icin bir substrat olan TMB (3',5,5'-Tetramethylbenzidine)
sollisyonu eklenir ve drnekte bulunan ADMA miktari ile ters orantili olacak sekilde
bir renk olusumu gerceklesir. Daha sonra kuyucuklara eklenen durdurma soliisyonu
ile renk olusumu durdurulur ve olusan renk yogunlugunun optik dansitesi mikroplaka

okuyucu ile 450 nm'de 6lguldr.

Deney sonunda, elde edilen standart optik dansiteleri ve kitte belirtilen karsilik
konsantrasyonlar1 kullanilarak ADMA standart grafigi cizilmistir (sekil 3.6). Bu
standart grafiginden de faydalanarak Ornek optik dansiteleri, pg/ml'ye cevrilerek,

orneklerin ADMA konsantrasyonlar tespit edilmistir.
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oD ADMA STANDART GRAFIGi
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Sekil. 3.6: ADMA standart grafigi.

3.6. Biyokimyasal Parametrelerin Analizi

Tavsanlarin serumlarinda, TK, LDL kolesterol, HDL kolesterol, TG, AST, ALT,
BUN, KREA ve CRP seviyeleri, 'Beckman Coulter Unicell DxC 800 Syncron
Clinical System' cihazinda, homosistein seviyeleri ise HPLC (High-performance
liqguid chromatography-Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) cihazinda
(Shimadzu, RF-20A model) ¢alisilmistir. Kullanilan kitlerin prospektiislerine gore

calisilan parametrelerin prensipleri su sekildedir:

TK o6lcimu: Reaksiyonda, kolesterol esteraz (CE) kolesterol esterlerini serbest
kolesterol ve yag asitlerine hidrolizler. Serbest kolesterol, kolesterol oksidaz (CO) ile
kolesten-3-on ve hidrojen perokside yikseltgenir. Peroksidaz, renkli bir kuinonimin
urin Gretmek igin hidrojen peroksidin 4-aminoantipirin (4-AAP) ve fenol ile
reaksiyonunu katalize eder. Cihaz, uygun numune ve reaktif hacimlerini kiivet i¢inde
otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran bir kisim numuneye 100 kisim reaktiftir.
Sistem 520 nm'deki absorbans degisikligini takip eder. Absorbanstaki bu degisiklik
numunedeki TK konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve sistem tarafindan TK

konsantrasyonunun hesaplanmasi ve gosterilmesi i¢in kullanilir.
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LDL kolesterol dlcimi: Bu direkt LDL kolesterol 6l¢timii yontemi, calisma dist 6n
muamele veya santrifiij adimlart gerektirmeyen homojen bir testtir. YOntem sadece
LDL olmayan lipoprotein partikillerini ¢dzindiren ve renksiz bir reaksiyon
olusturmak igin kolesterol esteraz ve kolesterol oksidazla reaksiyona girmesi igin
HDL kolesterolii serbest birakan bir deterjana dayanmaktadir. Ikinci bir deterjan
kalan LDL partikiillerini ¢ozdiirir ve bir kromojenik baglayici renk olusumunu
saglar. LDL reaktifi, kolesterol konsantrasyonunun bir zamanli bitis noktasi
yontemiyle 6l¢iilmesinde kullanilir. Cihaz, uygun LDL kolesterol numune ve reaktif
hacimlerini kiivet iginde otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran bir kisim
numuneye 93 kisim reaktiftir. Sistem 560 nm’deki absorbanstaki degisikligi takip
eder. Absorbanstaki bu degisiklik numunedeki LDL kolesterol konsantrasyonu ile
dogru orantilidir ve sistem tarafindan LDL kolesterol konsantrasyonunun

hesaplanmasi1 ve gosterilmesi igin kullanilir.

HDL kolesterol élcimi: Bu direkt HDL kolesterol 6l¢imu yontemi, ¢alisma dis1 6n
muamele veya santrifiij adimlar1 gerektirmeyen homojen bir testtir. Yontem sadece
HDL lipoprotein partikillerini ¢oziundiren ve renkli bir Grin veren kromojenlerin
varhiginda kolesterol esteraz ve kolesterol oksidazla reaksiyona girmesi igin HDL
kolesterolii serbest birakan bir deterjana dayanmaktadir. Bu deterjan ayn1 zamanda
kolesterol enzimlerinin LDL, VLDL ve silomikronlarla olan reaksiyonunu, onlarin
yuzeylerine tutunarak inhibe eder. Reaksiyonda bulunan bir polianyon; LDL, VLDL
ve silomikronlarla kompleks olusturarak HDL kolesterol testi igin segiciligi arttirir.
HDL reaktifi, kolesterol konsantrasyonunun bir zamanli bitis noktasi yontemiyle
6l¢iilmesinde kullanilir. Cihaz, uygun HDL kolesterol numune ve reaktif hacimlerini
klvet iginde otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran bir kisim numuneye 93 kisim
reaktiftir. Sistem 560 nanometredeki absorbans degisikligini takip eder.
Absorbanstaki bu degisiklik numunedeki kolesterol konsantrasyonu ile dogru
orantilidir ve sistem tarafindan HDL-Kolesterol konsantrasyonunun hesaplanmasi ve

gosterilmesi i¢in kullanilir.
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TG olgumu: Numune igindeki TG, lipazin etkisiyle gliserol ve serbest yag asitlerine
hidroliz olur. Gliserol kinaz (GK), gliserofosfat oksidaz (GPO) ve horseradish
peroksidaz (HPO) kullanilan birlestirilmis ii¢ enzimatik adimdan bir seri 3,5-dikloro-
2-hidroksibenzensilfonik asidin (DHBS) 4-aminoantipirin ile oksidatif birlesmesine
neden olup, kirmizi bir kuinonimin boya olusur. Cihaz, uygun numune ve reaktif
hacimlerini klvet icinde otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran bir kisim
numuneye 100 kisim reaktiftir. Sistem 520 nm'deki absorbans degisikligini takip
eder. Absorbanstaki bu degisiklik numunedeki TG konsantrasyonu ile dogru
orantilidir ve Sistem tarafindan TG konsantrasyonunun hesaplanmasi ve gosterilmesi

icin kullanilir.

AST olgimd: Test reaksiyonunda, AST,; L-aspartat ve alfa-ketoglutaratin
oksaloasetat ve L-glutamata tersine cevrilebilir transaminasyonunu katalize eder.
Daha sonra oksaloasetat f-Nikotinamid Adenin Dinukleotidin (indirgenmis formu)
(NADH) B-Nikotinamid Adenin Diniikleotide (NAD) es zamanl ylikseltgenmesi ile
birlikte malat dehidrojenaz (MDH) varliginda malata indirgenir. Cihaz, uygun
numune ve reaktif hacimlerini kiivet i¢inde otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran
bir kisstm numuneye 11 kisim reaktiftir ¢ozeltidir. Sistem sabit bir zaman aralig
icinde 340 nanometredeki absorbans degisikliginin hizini takip eder. Absorbanstaki
degisikligin hizt numunedeki AST aktivitesi ile dogru orantilidir ve sistem tarafindan

AST aktivitesinin hesaplanmasi ve gosterilmesi i¢in kullanilir.

ALT olgimi: Reaksiyonda, alanin aminotransferaz; L-alanin ve alfa-ketoglutaratin
piruvat ve L-glutamata tersine cevrilebilir transaminasyonunu katalize eder. Daha
sonra piruvat indirgenmis P-nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) -
nikotinamid adenin diniikleotide (NAD) es zamanl yikseltgenmesi ile birlikte laktat
dehidrojenaz (LDH) varliginda laktata indirgenir. Cihaz, uygun numune ve reaktif
hacimlerini kiivet iginde otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran bir kisim
numuneye 11 kisim reaktiftir. Sistem 340 nanometredeki absorbans degisikligini
takip eder. Absorbanstaki bu degisiklik numunedeki ALT aktivitesi ile dogru
orantilidir ve Sistem tarafindan ALT aktivitesinin hesaplanmasi ve gosterilmesi igin

kullanilir.
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BUN 0l¢umu: Reaksiyonda, ure treaz ile amonyak ve karbon dioksite hidroliz olur.
Glutamat dehidrojenaz (GLDH) indirgenmis [B-nikotinamid adenin dinukleotittin
(NADH) B-nikotinamid adenin diniikleotide (NAD) yiikseltgenmesine eslik eden
amonyak ve a-ketoglutaratin glutamata yogunlasmasini katalize eder. Cihaz, uygun
numune ve reaktif hacimlerini kiivet i¢inde orantilar. Kullanilan oran serum veya
plazma i¢in bir kistm numuneye 100 kisim reaktiftir. Sistem 340 nm'deki absorbans
degisikligini takip eder. Absorbanstaki bu degisiklik numunedeki {ire azot
konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve sistem tarafindan {ire azot konsantrasyonunun

hesaplanmasi1 ve gosterilmesi i¢in kullanilir.

Kreatinin 6lcimi: Kreatinin reaktifi, kreatinin konsantrasyonunun modifiye edilmis
Jaffé yontemiyle olglilmesinde kullanilir. Reaksiyonda, kreatinin kreatinin-pikrat
kompleksini olusturmak igin alkali c¢ozelti iginde pikratla birlesir. Cihaz, uygun
numune ve reaktif hacimlerini kiivet icinde otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran
serum i¢in bir kistim numuneye 11 kisim reaktiftir. Sistem 520 nm'deki absorbans
degisikligini takip eder. Absorbanstaki bu degisiklik numunedeki kreatinin
konsantrasyonu ile dogru orantihidir ve sistem tarafindan  kreatinin

konsantrasyonunun hesaplanmasi ve gosterilmesi i¢in kullanilir.

CRP olcimu: CRP reaktifi, CRP konsantrasyonunun bir tlrbidimetrik yontemle
Ol¢llmesinde kullanilir. Reaksiyonda CRP, ¢oziinmez antijen-antikor komplekslerini
olusturmak icin spesifik antikorla birlesir. Cihaz, uygun numune ve reaktif
hacimlerini kulvet icinde otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran bir kisim
numuneye 26 kisim reaktiftir. Sistem 340 nm'deki absorbans degisikligini takip eder.
Absorbanstaki bu degisiklik numunedeki CRP konsantrasyonu ile orantilidir ve
sistem tarafindan CRP konsantrasyonunun tek noktali ayarlanmis, Onceden

belirlenmis kalibrasyon egrisinde hesaplanmasi ve gosterilmesi i¢in kullanilir.
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3.7. Aort Dokusunun Histopatolojik Degerlendirmesi

Isik Mikroskobu (IM) incelemeleri i¢cin Yapilan Calismalar:

Kontrol ve g¢aligma gruplarindan alinan dokular tespit amaciyla % 10’luk fosfat
tamponlu formalin solisyonunda 24-72 saat slreyle fikse edilmistir. Fikse olan

dokularin takip islemleri asagidaki protokole gore yapilmistir:

% 10’luk Tamponlu Formalin icin Uygulanan Takip Protokolii: Dehidratasyon
isleminden sonra ksilen ile seffaflastirilan dokular iki degisim siv1 parafinle 60 C°’lik
etivde 3 saat inkiibe edilmistir. Sivi parafin infiltrasyonunu takiben doku 6rnekleri
sert parafin bloklara gémiilmiistiir. Parafin bloklar buzdolabr alt rafinda (+4 C°) kesit
almana kadar bekletilmistir. Kesit islemine baglamadan once -18 C°’ye alinan
bloklardan Leica RM 2125RT model sliding mikrotom ile 4 pm kalinliginda kesitler
alimmistir. Sicak su banyosundan lam {izerine alinan kesitler 60 C°’lik etiivde
deparafinizasyon amaciyla 1 saat bekletilmistir. Histolojik boyamaya hazir hale
getirilen doku Kkesitlerine Hematoksilen-Eozin ve Mallory Azan boyalari

uygulanmustir.

Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama Protokoli:

. Ksilen ile deparafinizasyon

. % 100, % 96 ve % 75 etanol serisi ile hidratasyon

. Yikama (¢cesme suyunda)

. Hematoksilen soliisyonu, 1 dk

. Yikama (¢esme suyunda)

. Eozin solusyonu, 1 dk

. Yikama (¢cesme suyunda)

. % 75, % 96 ve % 100 etanol serisi ile dehidratasyon
. Ksilen ile seffaflandirma

. Entellan kullanarak lamelle kapama
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Mallory Azan (M-A) Boyama Protokoll:

. Ksilen ile deparafinizasyon

. % 100, % 96 ve % 75 etanol serisi ile hidratasyon

. Yikama (¢cesme suyunda)

. % 0,1 Azokarmin G soliisyonu (60 C° etlivde 1 saat)
. Suda yikama

. % 1 anilin alkolde farklandirma

. % 1 asetik alkolde durulama

. % 5 fosfotungustik asitle mordanlama

. Suda yikama

. % 0,25 anilin mavisi - % 1 Orange G solisyonu (1 saat)
. Suda yikama

. % 75, % 96 ve % 100 etanol serisi ile dehidratasyon
. Ksilen ile seffaflandirma

. Entellan kullanarak lamelle kapama

Boyanan preparatlar, Zeiss Axio Scope Al marka 151k mikroskobuyla incelenmis ve

fotograflanmistir.

Intima /Media kalinhk 6lciimleri:

Her bir grup icin H-E ile boyanan ve aterosklerotik plak olusumu gozlenen bdlgeden
elde edilen oOrneklerin intima ve media tabakalarina ait Olglimler Axiovision
bilgisayar programi kullanilarak 6l¢iilmis, intima/media oranlart hesaplanmis ve
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Aterosklerotik Lezyon Alaninin Analizi:

Torasik aorta 0rneginin adventisya tabakasindaki yag dokular1 disseke edilmis ve

longitudinal olarak damar acilmistir. A¢ilan damar Sudan IV boyasi ile boyanmustir.
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Sudan 1V Boyama Protokold:

. Distile su, 2-3 dk

. % 80’lik etil alkol, 5 dk

. Boyama sollisyonu, 5-7 dk
. % 70’lik etil alkol, 3 dk

. Distile su, 5 dk

Islemlerini takiben toplu igne ile strafor tablaya diizgiin sekilde acilan damar
yizeyinde Sudan IV ile kirmizi renge boyanan alanlar Canon E 550E marka dijital
fotograf makinas1 ile gorintilenmistir. Goruntiler Adobe Photo Shop CS5
programinda standart image size ayarlarinda kaydedilmis ve Axiovision bilgisayar
yazilim programi yardimiyla her goriintiide bulunan boyali alanlarin yiizey 6lgtimleri
yapilmistir. Her bir damar igin elde edilen veriler toplanarak total damar yizey

alanina oranlanmis ve yiizde olarak ifade edilmistir.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Incelemeleri icin Yapilan

Calismalar:

Kontrol ve ¢alisma gruplarina ait aort dokularindan 1 mm® hacmindeki parcalar %
2,5’1uk gluteraldehit igerisine alinmistir. TEM i¢in tespit ve takip islemleri asagidaki

sira ile uygulanmistir:

. 1. Tespit (6n tespit): 0,2 M fosfat tamponu icerisinde % 2,5 gluteraldehit ve %
2 paraformaldehit (pH= 7,2 - 7,4) (+4 C°’de 2-4 saat)

. 1. Yikama: 0,1 M fosfat tamponunda (2 x 15 dk, rotatorda)

. 2. Tespit: 0,1 M fosfat tamponunda % 1 OsOy (rotatorda ve karanlikta, 2 saat)

. 2. Yikama: 0,1 M fosfat tamponunda (3 x 20 dk)

. Distile su ile yikama

. Blok boyama: % 70 etanolde % 0,05 uranil asetat ve % 1 fosfotungustik asit
(rotatorda ve karanlikta, 2 saat)

. Dehidratasyon: % 70, % 96, % 100 etanol, propilenoksit
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. 1:1 propilen / Araldite (rotatorda 1 saat)
. Avraldite (2 saat)

. Bloklama: blok kalib1 icerisine aort Ornekleri konulmus, iizerine araldite
eklenmistir.
. Polimerizasyon: hazirlanan bloklar 80 C°’de 1 gece siire ile tutulmus,

sonrasinda etiliv kapatilarak bloklar kendi halinde sogumaya birakilmstir.

Yari ince Kesit Boyama Protokolii:

. Ultramikrotom ile 700-1000 nm kalinliginda kesitler alinmistir

. Kesitler 1siticida kurutulmustur

. Distile su i¢inde Toluidin mavisi / Azur II boyas1 (% 1 boraks, % 1 Toluidin
mavisi, % 1 Azur II) ile boyanmustir (50 — 60 C° 1siticida boya kuruyana kadar)

. Distile su ile yikanmistir

. Kesitler tekrar 1siticida bekletilmistir

. Kurutma ve sogutma islemleri uygulanmistir

. Entellan ile kapatilmigtir.

Boyanan preparatlar kuruduktan sonra Zeiss Axio Scope Al marka 151k

mikroskobuyla incelenmis ve fotograflanmstir.

ince Kesit Boyama Protokolii:

. Ultramikrotom ile 70 — 90 nm kalinliginda kesitler alinmistir
. Kesitler boyama setine yerlestirilmistir

. Distile suda 1-2 dk

. % 8’lik uranil asetatta 45 dk

. Distile suda 1-2 dk

. 0,1 N NaOH igerisinde yikanmistir

. % 0,7 kursun sitrat / % 0,9 sodyum sitrat soliisyonunda 20 dk
. 0,1 N NaOH igerisinde yikanmistir

. Distile suda 1-2 dk
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Boyanarak hazirlanan gridler kurumalari i¢in kurutma kagidina alinmig, daha sonra
grid kutusuna yerlestirilmistir. Incelemeler LEO 906E marka TEM ile yapilmustir.
Goruntulemeler Sharpeye CCD ve Image SP (Germany) dijital gorintileme sistemi

programi ile gergeklestirilmistir.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglarin istatistiksel analizi ‘SPSS 15.0 for Windows’ paket programiyla
yapilmustir.

Parametrik test varsayimlari saglanmadiginda, tanimlayici istatistikler; dagilimi
normal olmayan degiskenler i¢in median (min — maks) olarak gdsterilmistir. Gruplar
arasinda ortanca degerler yoniinden farklarin 6nemliligi Kruskal Wallis Varyans
Analizi testiyle arastirilmigtir. Kruskal Wallis Varyans Analizi ile ortancalarin esit
olmadig1 saptandiginda “post - hoc” ¢oklu karsilagtirma ydntemi olarak, yanilma
diizeyi asag1 c¢ekilerek, Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Deney baglangicindaki
ve sonundaki, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken karsilastirma yontemi
olarak Wilcoxon testi uygulanmistir. p<0,05 i¢in sonugclar istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.

Parametrik test varsayimlari saglandiginda, tanimlayici istatistikler; dagilimi normal
olan degiskenler icin ortalama + standart sapma olarak gdsterilmistir. Gruplar
arasinda ortalamalar yoniinden farklarin 6nemliligi ANOVA testiyle arastirilmistir.
ANOVA testinde, gruplar arasindaki farkliligi hangi grubun ortaya ¢ikardigini
bulabilmek icin “post-hoc” testlerinden Bonferroni yontemi kullanilmistir. Deney
baslangicindaki ve sonundaki, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken
karsilagtirma yontemi olarak Paired t testi uygulanmustir. p<0,05 igin sonuclar

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tablo 4.1: Aort dokusunda ADMA ve NO" seviyeleri ile NOS enzim aktiviteleri ve

gruplar arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

ADMA NO’ NOS
(pg/ml) (mM) (1U/mg)
ort +ss ort £ss ort +ss
1.G
(n=6) 287,90 +62,49 | 20,04 +5,82 1,38 + 0,20
2.G
(n=5) 193,34 +23,80 | 24,95+ 4,14 1,45+0,25
3.G
(n=5) 144,81 +83,10 | 29,20 + 11,09 1,62 +£0,28
4.G
(n=5) 182,64 + 4754 | 33,65+24,44 | 144+0.21
5.G
(n=5) 116,27£2713 | 1425445 | 169033
1vs2 0,088
1vs3 0,003
1vs4 0,042
1vsb5 0,000
p|—2Vvs3 1,000 0,144 0.272
2vs4 1,000
2Vvs5h 0,350
3vs4 1,000
3vsh 1,000
4vs5 0,658

Aort dokusunda; ADMA, NO" ve NOS testleri igin gruplar arasinda ortalamalar
yoniinden farklarin 6nemliligi ANOVA testiyle arastirilmistir. ADMA testi i¢in
ANOVA testinde, gruplar arasindaki farkliligi hangi grubun ortaya c¢ikardiginm

bulabilmek i¢in “post-hoc” testlerinden Bonferroni yontemi kullanilmigtir.

3., 4. ve 5. gruplardaki ADMA seviyeleri, en diisiikk 5. grupta olmak {izere, kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak diisiik (p<0,05) bulunmus ve tiim gruplar arasinda
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da en diisik ADMA degerine 5. grubun sahip oldugu tespit edilmistir. NO’

seviyelerinde ise tiim gruplar arasinda en yiiksek degere 4. grubun sahip oldugu,

NOS seviyelerinde ise 5. grubun en yiiksek degere sahip oldugu gozlenmistir.

Tablo 4.2: Aort dokusunda SOD, KAT, GPO ve KO enzim aktiviteleri ile MDA

seviyeleri ve gruplar arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

SOD KAT GPO MDA KO
(U/mg) (1U/mg) (mIU/mg) (nmol/mg) (mIU/mg)
ort £ss ort £ss ort£ss ”?edya” ort £ss
(min-maks)
1.G 0,703
(n=6) 4,60 £ 0,84 56,52 £22,01 | 32,29 +6,02 (0,370-0,851) 0,033 £ 0,005
2.G 1,036
(n=5) 4,76 £ 0,37 52,38 £14,94 | 32,15+4,29 (0,444-1,036) 0,033 £ 0,011
3.G 0,592
(n=5) 4,29+0,43 53,06 +10,46 | 32,59+7,53 (0,444-0,888) 0,030 £ 0,020
4.G 0,851
(n=5) 3,97+£0,25 53,73+14,64 | 33,02+5,39 (0,296-1,295) 0,024 £ 0,014
5.G 0,555
(n=5) 4,05 £ 0,53 44,32 + 4,98 24,22 +7,78 (0,518-0,851) 0,013 £ 0,017
p 0,140 0,744 0,178 0,467 0,169

Aort dokusunda; SOD, KAT, GPO ve KO testleri i¢in gruplar arasinda ortalamalar
yoniinden farklarin onemliligi ANOVA testiyle, MDA seviyeleri icin gruplar
arasinda medyan degerler yoniinden farklarin 6nemliligi ise Kruskal Wallis Varyans
Analizi testiyle arastirilmis ve tiim bu parametreler agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark saptanmamistir. SOD seviyelerinde, gruplar arasinda
herhangi bir farklilik saptanmamistir. KAT seviyelerinde kontrol grubu disinda, en
yuksek degere 4. grubun sahip oldugu, GPO seviyelerinde ise tiim gruplar arasinda
en yiiksek degere 4. grubun sahip oldugu gozlenmistir. MDA ve KO seviyelerinde
ise, gruplar arasinda istatistiksel olarak fark saptanmazken, bu parametrelerin her
ikisinde de tiim gruplar arasinda en diisiik degere sahip grubun 5. grup oldugu

gozlenmistir.
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Tablo 4.3: Serum GPO ve KAT enzim aktiviteleri ve gruplar ve zamanlar arasindaki

farkliliklarin incelenmesi.

GPO (IU/L) KAT (1U/ml)
ILK SON ILK SON
SONUCLAR SONUCLAR SONUCLAR | SONUCLAR
p p
Medyan Medyan
(min-maks) (min-maks) Ort s Ortss
1G 36,00 76,80 1G
(n=6) | (24,00-4320) | (4320-144,00) | %028 | | (n=g) | 439262 | 9522274 | 0050
26 33,60 81,60 26
(n=5) | (14,40-6240) | (57,60-10560) | %043 | | (n=s) | 227 =206 | 5852359 | 00689
3G 38,40 76,80 3G
oS | cesosten | @adosrze | 002 | | o% | 527+304 | 1259591 | 0038
4G 24,00 86,40 4G
oS | asoe240) | c240a0560) | 003 | | g | 430#147 | 937684 | 0110
56 43,20 86,40 5G
% | 2esosren) | @acoseon | OO | | o | 615+456 | 1523729 | 0,123
b 0,404 0,990 b 0,869 0,114

Serum GPO enzim aktivitesi icin, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken
karsilastirma yontemi olarak Wilcoxon testi uygulanmistir. Gruplar arasinda ortanca
degerler yoniinden farklarin 6nemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi testiyle
arastirilmistir. Calisma sonu GPO degerlerinde, tiim gruplarda baslangic seviyelerine
gore artig tespit edilmistir. Calisma sonunda, GPO degerlerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark saptanmamakla birlikte, en ylksek degerlere 4. ve 5.

gruplarin sahip olduklar1 gézlenmistir.

Serum KAT enzim aktivitesi igin, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken
karsilastirma yoOntemi olarak Paired t testi kullanmilmistir. Gruplar arasinda
ortalamalar yonilinden farklarin 6nemliligi ANOVA testiyle arastirilmistir. Calisma
sonu KAT degerlerinde, tiim gruplarda baslangic seviyelerine gore artis tespit
edilmigtir. Calisma sonunda, KAT degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak

fark saptanmamakla birlikte, en yiiksek degere 5. grubun sahip oldugu gézlenmistir.
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Tablo 4.4: Serum NO’ seviyeleri ve NOS enzim aktiviteleri ve gruplar ve zamanlar

arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

NO’ (mM) NOS (1U/ml)
LK SON LK SON
SONUCLAR SONUCLAR SONUCLAR SONUCLAR
p p
Medyan Medyan Medyan Medyan
(min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)
74,63
1.G ' 19,00 1.G 18,00 6,15
n=6) | (2090 (135531 05) | 002 (n=6) | (394-2846) | (296-1120) | ***°
136,25)
2.G 64,75 26,75 0225 2.G 4,58 25,05 0,043
(n=5) (45,00-80,25) (19,75-85,75) ' (n=5) (3,86-13,91) | (13,54-58,65) '
91,50
3.G ' 28,75 3.G 6,41 44,33
(n=5) (56,75- (17,50-81,50) | 00 (n=5) | (3,86-23,59) | (40,05-74,10) | %0%3
118,00)
4G 73,50 204,00 0.080 4G 4,88 48,94 0,043
(n=5) (67,00-99,00) | (28,25-307,50) ' (n=5) (2,51-9,53) | (41,18-80,63) '
5.G 51,25 105,25 0.080 5.G 3,45 33,98 0,043
(n=5) (35,50-67,25) | (42,50-244,75) ' (n=5) (2,85-10,43) | (14,93-42,79) '
lvs 1vs
2 0,126 2 0,004
lvs 1vs
3 0,177 3 0,004
lvs 1lvs
4 0,009 4 0,004
lvs 1lvs
5 0,004 5 0,004
25 0,690 25 0,056
P v 0,083 P 2w 0,152
4 0,032 4 0,056
2vs 2vs
5 0,095 5 0,841
3vs 3vs
4 0,056 4 0,548
3vs 3vs
5 0,056 5 0,032
4vs 4vs
5 0,310 5 0,016

Serum NO'’ seviyeleri icin, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken karsilastirma
yontemi olarak Wilcoxon testi uygulanmistir. Gruplar arasinda ortanca degerler
yoniinden farklarin 6nemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi testiyle arastirilmistir.
Kruskal Wallis Varyans Analizi ile ortancalarin esit olmadig1 saptandiginda “post -

2

hoc” ¢oklu karsilagtirma yontemi olarak Mann-Whitney U testi uygulanmustir.
Calisma sonu NO° degerlerinde, baslangi¢ degerlerine gore ilk 3 grupta diisiis
goralirken, 5. grupta yaklasik iki kat ve 4. grupta ise yaklasik ii¢ kat artis oldugu

tespit edilmistir. Calisma sonunda, NO" degerlerinde gruplar arasinda en ylksek
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degere 4. grubun sahip oldugu ve ilk ii¢ gruba gore yaklasik 10 kat daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. 5. grupta da NO" seviyelerinin ilk ii¢ gruba gore yaklasik 5 kat
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Serum NOS enzim aktiviteleri igin, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken
karsilastirma yontemi olarak Wilcoxon testi uygulanmistir. Gruplar arasinda ortanca
degerler yoniinden farklarin onemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi testiyle
arastirllmistir.  Kruskal Wallis Varyans Analizi ile ortancalarin esit olmadig
saptandig@inda “post - hoc” ¢oklu karsilastirma yontemi olarak Mann-Whitney U testi
uygulanmistir. Calisma sonu NOS seviyelerinde, baslangic degerlerine gore en
yiiksek artiglarin 4. ve 5. grupta oldugu ve her iki grupta da yaklasik 10 katlik bir
artis oldugu tespit edilmistir. Calisma sonunda gruplar arasinda en yiiksek NOS
degerine 4. grubun sahip oldugu ve kontrol grubuna gore yaklasik 8 kat daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.5: Serum MDA seviyeleri ve KO enzim aktiviteleri ve gruplar ve zamanlar

arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

KO (mlU/ml) MDA (nmol/ml)
LK SON iLK SON
SONUCLAR SONUCLAR SONUCLAR SONUCLAR
ort+ss ort+ss ’ Medyan Medyan ’
B B (min-maks) (min-maks)
1.G 1.G 1,291 0,565
(n=6) 0,094 +0,024 | 0,041 +0,027 | 0,010 (n=6) (0.403-2.178) | (0,323-2,661) 0,893
2.G 2.G 1,532 1,613
(n=5) 0,140+0,020 | 0,038 +£0,011 | 0,001 (n=5) (1,048-1.936) | (0,807-5.000) 0,686
3G 3G 1,532 2,339
(n=5) 0,137 £0,025 | 0,063 0,052 | 0,032 (n=5) (0.484-1613) | (1,855-3.307) 0,043
4.G 4G 1,452 1,129
(n=5) 0,132 +0,027 | 0,060 +0,044 | 0,026 (n=5) (1,048-2,500) | (0,887-2.823) 0,893
5.G 5.G 1,855 2,661
(n=5) 0,131+0,035 | 0,052 +0,033 | 0,031 (n=5) (0.968-2,420) | (1,532-4516) 0,273
p 0,05 0,72 p 0,827 0,128

Serum KO enzim aktiviteleri igin, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken

karsilagtirma yontemi olarak Paired t testi kullanilmistir. Gruplar arasinda
ortalamalar yoniinden farklarin 6nemliligi ANOVA testiyle arastirilmistir. Calisma

sonu serum KO seviyelerinde, tiim gruplarda baslangi¢c degerlerine gore istatistiksel
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olarak anlamli distisler oldugu (p<0,05) belirlenmistir. Calisma sonu KO
seviyelerinde, ekstre gruplari arasinda en diisiik degere 5. grubun sahip oldugu tespit
edilmistir.

Serum MDA seviyeleri icin, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken
karsilastirma yontemi olarak Wilcoxon testi uygulanmistir. Gruplar arasinda ortanca
degerler yoniinden farklarin onemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi testiyle
arastirtlmistir. Calisma sonu serum MDA seviyelerinde, kontrol grubu harig, tim

gruplar arasinda en diisiik degere 4. grubun sahip oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.6: Serum ADMA ile homosistein seviyeleri ve gruplar ve zamanlar

arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

ADMA (pg/ml) Homosistein (umol/L)
iLK SON iLK SON
SONUCLAR SONUCLAR SONUCLAR SONUCLAR
p p
Medyan Medyan Medyan Medyan
(min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)
1.G 97,00 70,24 0.345 1.G 10,55 13,00 0.028
(n=6) | (43,47-264,71) (25,63-136,25) ' (n=6) (7,60-12,30) (11,90-18,80) '
2.G 129,11 75,59 0.893 2.G 13,00 13,60 0.893
(n=5) | (29,20-143,39) (36,34-143,39) ' (n=5) (7,60-15,10) (11,70-39,10) '
3.G 47,04 125,54 0.345 3.G 10,00 18,00 0.138
(n=5) | (22,06-111,27) (25,63-154,09) ' (n=5) (9,60-14,40) (12,20-27,30) '
4.G 139,82 61,32 0,043 4.G 12,40 22,4 0.080
(n=5) | (100,57-239,73) | (14,93-100,57) ’ (n=5) (9,50-14,10) (13,90-27,80) '
5.G 47,04 79,16 0.686 5.G 13,70 21,40 0.043
(n=5) | (22,06-132,68) (29,20-107,70) ' (n=5) | (10,00-16,50) | (15,40-34,40) '
p 0,122 0,418 p 0,312 0,184

Serum ADMA seviyeleri igin,

grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken

karsilagtirma yontemi olarak Wilcoxon testi uygulanmistir. Gruplar arasinda ortanca
degerler yoniinden farklarin onemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi testiyle
arastiritlmistir. Calisma sonunda serum ADMA seviyelerinde, baslangi¢ seviyelerine

gore en biiyiik diislistin 4. grupta oldugu (p<0,05) belirlenmistir. Calisma sonu serum
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ADMA seviyelerinde, tiim gruplar arasinda en diisiik degere 4. grubun, en yliksek

degere ise 3. grubun sahip oldugu tespit edilmistir.

Serum Homosistein seviyeleri icin, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken
karsilastirma yontemi olarak Wilcoxon testi uygulanmistir. Gruplar arasinda ortanca
degerler yoniinden farklarmm onemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi testiyle
aragtirtlmistir. Calisma sonunda gruplar arasinda serum Homosistein seviyeleri

yonilinden istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmamustir.

Tablo 4.7: Deney sonu serum BUN, KREA, AST ve ALT seviyeleri ve gruplar

arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

BUN (mg/dl) | KREA (mg/dl) | AST (IU/L) ALT (IUL)
Medyan ort + ss Medyan Medyan

(min-maks) B (min-maks) (min-maks)
(i':% 1850 (14-23) | 0974003 | 37,00(26-83) | 61,50 (37-114)
(ﬁ':% 1500 (10-19) | 087+027 | 47,00(38-63) | 38,00 (34-58)
(ﬁ':% 17,00 (14-21) | 1,05+015 | 120,00 (35-226) | 97,00 (57-108)
(ﬁ':% 20,00 (19-25) | 123+024 | 53,00(48-87) | 58,00 (43-116)
(2':% 1500 (13-32) | 1204034 | 49,00(36-73) | 57,00 (53-71)

D 0,085 0,103 0,103 0,072

Serum BUN, AST ve ALT seviyeleri icin, gruplar arasinda ortanca degerler
yoniinden farklarin 6nemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi testiyle arastirilmistir.
Serum KREA seviyeleri igin, gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farklarin

onemliligi ANOVA testiyle aragtirilmistir.

Calisma sonunda serum BUN ve KREA seviyeleri a¢isindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmamistir. Serum AST ve ALT
seviyeleri agisindan da gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik
saptanmamakla birlikte, 3. grupta diger gruplara kiyasla AST ve ALT seviyelerinin
yaklasik iki kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.8: Deney sonu serum TG, TK, LDL ve HDL kolesterol seviyeleri ve gruplar

arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

TK LDL HDL
TG (mg/dI) (mg/al) | KOLESTEROL | KOLESTEROL
g (mg/dI) (mg/dI)
ort +ss Medyan Medyan Medyan
B (min-maks) (min-maks) (min-maks)
1G 181,50 93,50 55,00
(n=6) B3IBLIBIS | (194.033) (69-104) (19-79)
2.G 1277,00 629,00 188,00
(n=5) | (0140569492 1 1515 (g3 (471-72) (170-532)
3G 2089,00 872,00 440,00
(n=5) | 88060339909 | 1535 5513 (751-904) (410-471)
4G 1896,00 938,00 353,00
(n=5) | 90840£273,984 1 1583 5100) (566-1065) (248-524)
5.G 1334,00 577,00 339,00
(n=5) | 99220£28L709 1 1189 5097) (447-994) (223-558)
12 0,071 0,004 0,004 0,004
13 0,009 0,004 0,004 0,004
14 0,104 0,004 0,004 0,004
15 0,352 0,004 0,004 0,004
o [ 23 1,000 0,008 0,016 0,151
24 1,000 0,032 0,056 0,151
25 1,000 1,000 0,690 0,095
34 1,000 0,151 0,151 0,151
35 1,000 0,056 0,151 0,151
45 1,000 0,095 0,222 0,841

Serum TG seviyeleri ve HDL/LDL oranlar1 i¢in, gruplar arasinda ortalamalar
yoniinden farklarin 6nemliligi ANOVA testiyle arastirilmisti. ANOVA testinde,
gruplar arasindaki farkliligi hangi grubun ortaya cikardigini bulabilmek i¢in “post-
hoc” testlerinden Bonferroni yontemi kullanilmistir. Serum TK, LDL kolesterol,
HDL kolesterol seviyeleri ve LDL/TK, HDL/TK oranlar1 i¢in, gruplar arasinda
ortanca degerler yoniinden farklarin onemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi
testiyle arastirilmistir. Kruskal Wallis Varyans Analizi ile ortancalarin esit olmadig
saptandig@inda “post - hoc” ¢oklu karsilastirma yontemi olarak Mann-Whitney U testi

uygulanmigtir.
Calisma sonunda kontrol grubu hari¢ en diisiik serum TG seviyesine 5. grubun, en

yiiksek TG seviyesine ise 3. grubun sahip oldugu goriilmektedir. Ekstre gruplar

arasinda, 3. gruptan 5. gruba dogru TG seviyelerinin giderek azaldigi ve 5. grupta
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kolesterol grubunun da altina diistiigii gézlenmistir. Kontrol ve kolesterol gruplari
hari¢ en diisiik serum TK seviyesine 5. grubun, en ylksek TK seviyesine ise 3.
grubun sahip oldugu goriilmektedir. Ekstre gruplar1 arasinda, 3. gruptan 5. gruba
dogru TK seviyelerinin giderek azaldigi ve 5. grupta kolesterol grubuyla hemen
hemen ayni1 seviyeye geldigi gozlenmistir. Kontrol grubu hari¢ en diisiik serum LDL
kolesterol seviyesine 5. grubun sahip oldugu ve kolesterol grubundan da diisiik
oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu hari¢ en yiksek HDL seviyesine 3. grubun
sahip oldugu, ekstre gruplar1 arasinda ise en diisiik HDL seviyesine 5. grubun sahip
oldugu gozlenmistir. Serum LDL/TK ve HDL/LDL oranlart agisindan gruplar
arasinda herhangi bir farklilik bulunmazken, HDL/TK oraninda ise yalnizca 1. ve 2.

grup arasinda, 2. grupta daha fazla olmak iizere fark oldugu gozlenmistir.

Caligmada, hayvanlarin tamaminda, bakilan tiim CRP seviyeleri ise, <1 mg/L olarak

bulunmustur.

Tablo 4.9: Deney sonu serum LDL/TK, HDL/TK ve HDL/LDL oranlar1 ve gruplar

arasindaki farkliliklarin incelenmesi.

LDL/TK HDL/TK | HDL/LDL
Medyan Medyan orta s
(min-max) (min-max) =

1G 0,45 031

(n=6) (0,42-0,81) (015-034) | 059023
2.G 0,43 0,15

(n=5) (0,38-0,53) (014-020) | 040%0.17
3.G 0,41 0.23

(n=5) (0,40-0,42) (0,19-0.24) | 952005
4G 0,50 0,18

(n=5) (0,34-0,55) (0.15-0,25) | 044017
5G 0,43 0.23

(n=5) | (0,37-0,49) (0,10-0,34) | 260019
1-2 0,030
1-3 0,082
1-4 0,052
1-5 0,329
2-3 0,151
P [24 0,222
2-5 0,095

34 0,255 0548 0,292

3-5 0,548
4-5 0,222
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Tablo 4.10: Calisma sonunda en yiiksek NO", NOS ve en diisiik ADMA seviyelerine
sahip gruplar.

SERUM
NO’ NOS ADMA
Baslangi¢ En 4.grup 4. grup
Seviyesine Yiiksek (~3kat1) (~10kat 1)
Gore En 4. grup
purum Diisiik (-25kat | )
SERUM AORT
NO’ NOS | ADMA NO’ NOS ADMA
Calisma - 4.grup | 4.grup
Sonunda Viiksek *(~10 | **(-8 4.grup | 5.grup
Gruplar kat 1) kat 1)
Arasindaki En
Durum Diisiik 4. grup 3. grup

* Jlk ii¢ gruba gére, ** Kontrol grubuna gore

Tablo 4.11: Calisma sonunda en Yyiksek KAT, GPO ve en diisik KO, MDA
seviyelerine sahip gruplar.

SERUM
KAT GPO KO MDA
En Yiksek 5. grup 4. ve 5. gruplar
En Diisiik 5. grup* 4. grup**
AORT
KAT GPO KO MDA
En Yuksek 4. grup** 4. grup
En Diigsiik 5. grup 5. grup

* Ekstre gruplari arasinda, ** Kontrol grubu disinda
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Aterosklerotik Lezyon Alanlarimin Degerlendirilmesi:

Sudan IV boyamas yapilan aort kesitlerine ait fotograflar ve istatistiksel veriler sekil
4.1, sekil 4.2 ve tablo 4.10'da gorilmektedir.

Sekil 4.1: Sudan IV boyamasi yapilan aort kesitlerine ait fotograflar - 1. A: 1. gruba
ait fotografta aort kesitinde Sudan IV boyasi ile boyanma olmamistir. B: 2. grup ve
C: 3. gruba ait fotograflarda Sudan IV boyasi ile kirmiz1 boyanan aterom plaklari

g6zlenmektedir.

Sudan IV boyamas sonrasi aterosklerotik plaklar kirmiziya boyanirken, 1. gruba ait
aort kesitinde boyanma gozlenmemistir (sekil 4.1-A). 2. grupta (kolesterol grubu),
aterosklerotik plaklarin tiim alana oran1 % 6,8 + 4,4 (sekil 4.1-B) iken, ekstre verilen
3., 4. ve 5. gruplarda bu oranlar sirasiyla % 5,7 £ 4,5, % 8,2 £ 55 ve % 19,9 £ 12,9
olarak bulunmustur (sekil 4.1-C ve sekil 4.2-D, E).
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Tablo 4.12: Sudan IV boyamasi yapilan aort bolimlerinde, aterosklerotik plak

alanlarmin tiim ylizey alanina oranla yuzdeleri.

1.G. 2.G 3.G 4.G 5G
@) | o | @) | @) | 6 P
ort ort ort ort ort
23| 24| 25 | 34| 35 45
+ss +ss +ss +5sS +5ss
Plak Alanlan
/ 6,8 5,7 8,2 199
* 1 1 (0094 | 1 |0059 | 0171
Tum Yuzey +44 | *45 | £55 | £129
Alanm

* I. Grupta boyanma olmamustir.

Buna gore kontrol grubu harig, diger gruplarda Sudan IV boyamasi sonucunda plak

alanlari/tiim ylizey alan1 oranlar1 agisindan istatistiksel bir farklilik saptanmazken, en

blyik orana 5. grubun sahip oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.2: Sudan IV boyamasi yapilan aort kesitlerine ait fotograflar - 2. D: 4. grup

ve E: 5. gruba ait fotograflarda Sudan IV boyasi ile kirmizi boyanan aterom plaklari

gOzlenmektedir.
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Isik Mikroskobu Bulgulari:

H-E, M-A ile boyanan parafin doku kesitlerinin ve toluidin mavisiyle boyanan yari
ince kesitlerin 151k mikroskobu gézlemlerinde; 1. gruba ait aort kesitlerinde tunika
intimada, yiizeyde endotel hiicrelerinin saglam ve olagan goriiniimde oldugu, endotel
altinda ince bir subendotel tabakasinin bulundugu, tunika mediyada elastik liflerin ve

vaskiiler diiz kas hucrelerinin iyi organize oldugu izlenmistir (sekil 4.3, 4.4 ve 4.5).

10w

Sekil 4.3: 1. gruba ait aort kesiti. In: Tunika intima, M: Tunika mediya, Adv: Tunika
adventisya. H-E, 100 um.

Sekil 4.4: 1. gruba ait aort kesitinde tunika intimada endotel ve ¢ok ince bir
subendotel izlenmektedir. Tunika mediya ve tunika adventisya dogal goriiniimdedir.
En: Endotel hucreleri, Lm: Elastik lameller. Mallory-Azan, 100 um.
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Sekil 4.5: 1. gruba ait yar1 ince kesitte endotel hiicreleri ve altinda ince intima
tabakas1 dogal goriiniimde izlenmektedir. Tunika media tabakasinda elastik lameller

birbirine paralel yerlesimde goriilmekte. En: Endotel hiicreleri, Lm: Elastik lameller,

Adv: Tunika adventisya. Toluidin mavisi, 50 pm.

Sekil 4.6: 2. gruba ait aort kesiti. Intima tabakasinda in: Tunika intima, M: Tunika
media, Adv: Tunika adventisya. H-E, 100 pum.
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2. grupta, intima tabakasinda belirgin kalinlasma, endotel hucrelerinde ayrilma ve
subendotelyal alanda kopiik hiicrelerinin sayisinda belirgin artig ile yer yer intimada
hasar gézlenmistir. Mediya tabakasinda elastik lamellerde diizensizlik ve kirilmalar,

yer yer ekstraseliiler matriks artis1 izlenmistir (sekil 4.6, 4.7 ve 4.8).

?

"? e

Sekil 4.7: 2. gruba ait aort kesitinde tunika intima yuzeyinde hasar ve kopuk
hicreleri gortlmektedir. En: Endotel hiicreleri, *: Kopuk hicreleri, M: Tunika

mediya, kuyruklu ok: Tunika intima hasari. Mallory-Azan, 100 pm.

Sekil 4.8: 2. gruba ait yar1 ince kesitte intima tabakasinin kopiik hiicreleriyle dolu

oldugu goriilmektedir. Mediya tabakasinda elastik lamellerde duzensizlik ve
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kirtlmalar, yer yer ekstraselliller matriks artis1 gozlenmekte. *: Kopiik hucreleri, ok
basi: Ekstraselller matriks artisi, Lm: Elastik lamellerde kirilma ve diizensizlik,
kivrik ok: Elastik lameller arasinda bulunan vaskiler diiz kas hucreleri. Toluidin

mavisi, 50 pm.

3. gruba ait 6rneklerde intimada kalinlasma ve kopiik hiicrelerinde belirgin sayi artist
yaninda tunika intima-media sinirina yakin alanda vaskiler diz kas hicreleri

arasinda ekstraseliiler matriks artis1 izlenmistir (sekil 4.9 ve 4.10).

Sekil 4.9: 3. gruba ait aort kesiti. In: Tunika intima, M: Tunika mediya. H-E, 100

pm.
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Sekil 4.10: 3. gruba ait aort kesitinde tunika intimada kdpuk hucreleri gérilmekte,
vaskiler diiz kas hucrelerinin arasinda ekstraselliiler matriks artis1 izlenmektedir. *:
Kopik hucreleri, kivrik ok: Vaskiler diiz kas hucreleri, ok basi: Ekstrasellller

matriks artisi. Mallory-Azan, 100 pum.

4. gruba ait aort drneklerinde intimada kalinlasma ve kopiik hiicrelerinde belirgin
say1 artis1 yaninda tunika intima-media sinirinda ve intimada ekstraselliler matriks
artigl, tunika media’da elastik lamellerde diizensizlik ve kirilma, vaskuler diz kas
hicrelerinde kopiiklesme dikkat cekmistir (sekil 4.11, 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.11: 4. gruba ait aort kesiti. In: Tunika intima, M: Tunika mediya, Adv:
Tunika adventisya.H-E, 100 pm.

Sekil 4.12: 4. gruba ait aort kesitinde tunika intimada kalinlasma, kopiik hiicreleri,
elastik lamellerde bozulma, intima-media sinirinda ekstraseliiler matriks artis
izlenmektedir. *: Kopiik hiicreleri, ok basi: Ekstraseliiller matriks artigi, kivrik ok:

Vaskuler duz kas hucreleri, Lm: Elastik lameller. Mallory-Azan, 100 um.
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Sekil 4.13: 4. gruba ait yar ince kesitte intima tabakasinda kalinlagma, ekstraseliiler
matriks artig1 ve kOpUk hticreleri dikkat cekmektedir. Elastik lamellerde dizensizlik
ve kirilma, vaskiler duz kas hucrelerinde kopiklesme goriilmekte. *: Koplk
hiicreleri, ok basi: Ekstraseliiler matriks artigi, Lm: Elastik lamellerde kirilma ve
diizensizlik, kivrik ok: Vaskiler diz kas hucrelerinde kopiiklesme. Toluidin mavisi,

50 pm.

5. gruba ait aort drneklerinde intimada endotel hicrelerinde ayrilma, subendotel
tabakasinda kopiik hiicrelerinde artis, intima tabakasinda kalinlasma ve ylizey hasari
gdzlenmistir. intima-mediya sinirinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyon ve
ekstraseliiler matrikste artis, elastik lamellerde diizensizlik ve kirilmalar izlenmistir

(sekil 4.14 ve 4.15).
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Sekil 4.14: 5. gruba ait aort kesiti. In: Tunika intima, M: Tunika mediya, Adv:
Tunika adventisya. H-E, 100 pum.

Sekil 4.15: 5. gruba ait aort kesitinde tunika intimada kalinlasma ve kdpuk hiicreleri
izlenirken, ylizeyde intima hasar1 goriilmektedir. Intima-media siirinda vaskiler diiz

kas hucrelerinde proliferasyon ve ekstraselliiler matrikste artis gbzlenmekte, elastik
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lamellerde dizensizlik ve kirilmalar dikkat c¢ekmektedir. *: Kopiik hiicreleri,
kuyruklu ok: Tunika intima hasari, kivrik ok: Vaskuler diiz kas hucresi, ok bast:

Ekstraseliiler matriks artisi, Lm: Elastik lameller. Mallory-Azan, 100 pum.

H-E ile boyali preparatlardan yapilan tunika intima, tunika mediya tabakalarinin
kalinlik Slgtimleri ile intima/mediya oranlar1 Tablo 4.11'de gorilmektedir. Ayrica

sekil 4.16'da intima/mediya oranlar1 kutu grafigi seklinde de gosterilmektedir.

Tablo 4.13: Tunika intima ve tunika mediya tabakalarinin kalinlik 6lgiimleri ile

intima/mediya oranlari.

. . INTIMA
INTIMA MEDIiYA .
N /MEDIYA
medyan (min-maks) medyan (min-maks) ort +ss
(i':% 7,31 (6,12-9,69) 213,59 (202,42-265,91) | 0,034 + 0,005
(ﬁ':GS) 69,11 (46,68-78,14) | 458,72 (380,68-480,86) | 0,147 +0,015
(g':GS) 170,34 (111,23-180,34) | 546,34 (511,02-698,12) | 0,285+ 0,053
(ﬁ':GS) 237,05 (206,03-273,05) | 412,76 (402,65-649,09) | 0,526 + 0,115
(ﬁ':GS) 60,10 (39,38-133,37) | 484,10 (302,79-582,43) | 0,164 + 0,079
1vs 2 0,004 0,004 0,099
Tvs3 0,004 0,004 0,000
Tvs4 0,004 0,004 0,000
Tvss 0,004 0,004 0,037
o [2vs3 0,008 0,008 0,032
2vs 4 0,008 0,841 0,000
2vs5 1,000 0,310 1,000
3vs 4 0,008 0,095 0,000
3vs5 0,016 0,095 0,083
4vs5 0,008 0,690 0,000

Kontrol gruplar1 disinda, en kalin intima tabakasinin 4. grupta, en ince intima
tabakasiin 5. grupta oldugu; en kalin mediya tabakasinin 3. grupta, en ince mediya
tabakasinin da 4. grupta oldugu tespit edilmistir. En diisiik intima/mediya oranlar1 ise
sirasiyla kontrol ve kolesterol grubunda goézlenirken, ekstre gruplari arasinda en
diisiik intima/mediya oraninin 5. grupta oldugu, en yiiksek intima/mediya oraninin da

4. grupta oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.16: Intima/mediya oranlarmin kutu grafigi seklinde gosterilmesi.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Bulgular::

1. gruba ait ince kesitlerin elektron mikroskobu incelemesinde duzenli dizilim
gosteren elastik lameller arasinda vaskiler diz kas hicreleri izlenmistir. Kas
hucrelerinin cevresinde ve elastik lameller arasinda kollajen lifler goriilmiistiir (Sekil
4.17).

2. gruba ait aort Orneginden alinan ince kesitte vaskiler diz kas hicresi
sitoplazmasinda ve ekstraseliiler matrikste birikim gosteren lipid damlaciklar

izlenmistir (Sekil 4.18).

3., 4. ve 5. gruplara ait TEM incelemelerinde benzer bulgular tespit edilmistir. 4.
gruba ait aort drneginin elektron mikroskobu incelemesinde vaskdler diiz kas hucresi
sitoplazmasinda, 2. gruba oranla daha fazla lipid damlaciklar1 gézlenmistir. Ayrica

yine 2. gruptan farkli olarak elastik lamellerde bozulma dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.17: 1. gruba ait TEM mikrografi. Elastik lameller arasinda yerlesmis vaskuler
duz kas hicresi izlenmektedir. N: Vaskuler diz kas hucresi ¢ekirdegi, Lm: Elastik
lameller, *: Kollajen lifler. X 7750.

Sekil 4.18: 2. gruba ait TEM mikrografi. Vaskiler diiz kas huicresi sitoplazmasinda

ve ekstraseliiler matrikste birikim gosteren lipid damlaciklar1 goriilmektedir. N:
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Vaskiiler diiz kas hucresi ¢ekirdegi, Lm: Elastik lameller, *: Kollajen lifler, L: Lipid
damlaciklari. X10.000.

Sekil 4.19: 4. gruba ait TEM mikrografi. Vaskuler diz kas hiicresi sitoplazmasinda
lipid damlaciklar1 goézlenmektedir. Elastik lamellerde bozulma dikkat ¢ekmektedir.
Lm: Elastik lameller, L: Lipid damlaciklari. X 10.000.
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5. TARTISMA

DSO’niin yaymladigi raporlara gore, tiim diinyada insanlarda goriilen 6lim sebepleri
arasinda birinci sirada yer alan KVH'larin ortaya ¢ikmasinin ana sorumlusunun
ateroskleroz oldugu tespit edilmistir (1-4). KVH'lardan korunma adina bircok bitki
ve onlardan elde edilen ekstrelerle ilgili cok sayida bilimsel arastirma yapilmis ve
insan saglig ile ilgili olumlu etkilerinin olduguna ve olabilecegine dair olduk¢a fazla
sayida veri elde edilmistir (9, 14, 28, 38). Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda,
fenolik bilesiklerin ve bu molekiilleri yapisinda bulunduran bitkilerin ve bitki
ekstrelerinin  ateroskleroza karst ¢esitli mekanizmalarla koruyucu etkiler
gosterebileceklerine dair veriler elde edilmistir (16, 23-28, 43). Bu bitkilerden biri
de, yapisinda yiiksek oranda fenolik bilesik bulunduran, yiiksek antioksidan ve
serbest radikal temizleme yetenegine sahip olan ve geleneksel tipta; solunum ve
gastrointestinal sistem rahatsizliklar1 gibi olduk¢a genis bir yelpazedeki hastalik ve
rahatsizliklarin tedavisinde, ¢esitli amaglar i¢in yaygin bir bigimde kullanilmakta

olan P. major'dur (29-34).

"P. major yapragi ekstre"lerinin (PMYE), ateroskleroz uzerine etkileri ile ilgili ve
aterosklerotik hayvan modelleri ile ilgili literatiirde sadece, Angarskaya ve Sokolova
tarafindan 1962 yilinda yapilan, hiperkolesterolemik diyetle ateroskleroz
olusturulmus tavsanlarda P. major yapraklarinin direkt etkilerinin ve icerigi ile ilgili
bilgi verilmeyen bir ekstresinin etkilerinin arastirildigi bir ¢alisma bulunabilmistir
(43). Calismada kullanilan YZA 1irkindan 50 adet tavsan {i¢ gruba ayrilmistir ve 1.
grupta 0,2 g/kg dozunda kolesterol oral yoldan uygulanmis, 2. grupta birinci gruba
yapilana ilave olarak 50 g/giin kurutulmus P. major yapragi yedirilmis ve tigiinci
gruba ise birinci gruba yapilana ilave olarak nasil hazirlandigi agiklanmayan P.
major yapragi ekstresinden 1 ml/giin oral yoldan verilmistir. Ug aylik siire boyunca,
kolesterol grubundaki TK degerleri giderek artmakta iken, hem yaprak, hem de
ekstre verilen gruplarda, 6nce ilk ayda hafif bir TK yiikselmesi olustugu, ardindan ii¢
aylik siire sonunda her ikisinde de baslangic TK seviyelerine geri gelindigi
gosterilmistir. Deney sonunda ayrica tavsanlarin aortlarinda, 6zellikle ¢ikan aortada

olustugu gozlenen aterosklerotik plaklarin kalitatif 6zellikleri de incelenmis ve ikinci
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ve lglincli gruplarda birinci gruba oranla plak olusumunda azalma tespit edilmistir.
Bizim ¢alismamizda ise kolesterol grubundaki serum TK seviyelerindeki artis, en
diisiik, orta ve en yiiksek dozda ekstre alan gruplardaki artisin gerisinde kalmakla
beraber, literatlir bilgileriyle uyumlu bir seyir gostermistir (219). Calismamizda
PMYE alan gruplarin, Angarskaya ve Sokolova'min sonuglarinin aksine, ekstre
gruplarinda kolesterol grubuna gore daha yiiksek serum TK seviyelerine sahip
olduklari, ancak ekstre miktariin en az oldugu 3. gruptan, en yogun oldugu 5. gruba
dogru serum TK seviyelerinin giderek azaldigi ve 5. grupta kolesterol grubuyla
hemen hemen esitlendigi tespit edilmistir. Calismamizda tavsanlara verilmek {izere,
10 cc'lik enjektorlerde hazirlanan kolesterol siispansiyonlarinin igine PMYE
eklenerek uygulamalar yapilirken, ekstre gruplarinin kolesterolii, ekstre miktariyla
dogru orantili olarak daha ¢oziiniir kildig1 goriilmiistiir. Tavsanlarin mide hacimleri
kiicik oldugundan, uygulamalarimizda verilen siispansiyon hacmini, sabah 10 cc ve
aksam 10 cc olacak sekilde ikiye ayirarak uygulamak durumunda kaldik. PMYE ile
kolesterol, tavsanlara ayni enjektorde verildiginden bu durum, PMYE'in,
yapisindaki lipofilik molekiiller nedeniyle kolesterol emilimini artirmis olabilecegini
veya bilinmeyen baska bir mekanizmayla kolesterol seviyelerini artirmis

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Angarskaya ve Sokolova'dan farkli olarak lipid parametreleri incelemelerinde serum
TG ve LDL kolesterol seviyelerine de bakilmistir. Calisma sonunda kontrol grubu
hari¢ en diisiik serum TG seviyesine 5. grubun, en yiksek TG seviyesine ise 3.
grubun sahip oldugu gozlenmistir. Ekstre gruplar arasinda, 3. gruptan 5. gruba dogru
TG seviyelerinin giderek azaldig: ve 5. grupta kolesterol grubunun da altina diistiigi
gozlenmistir. Kontrol grubu hari¢ en diisiik serum LDL kolesterol seviyesine de 5.
grubun sahip oldugu ve kolesterol grubundan da diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgularin, Angarskaya ve Sokolova'nin gosterdigi, P. major'un kolesterol diistiriicii

etkinligi ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Yine Angarskaya ve Sokolova'dan farkli olarak, bizim ¢alismamizda aterosklerotik

plaklarin Sudan 1V ile yapilan boyamalar: sonucunda, ekstre gruplar1 arasinda boya

tutan plak alanlarinin tim damar yiizey alanina oranlari agisindan en biiyiik orana, en
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fazla ekstre miktarina sahip 5. grubun, en diisiik orana ise en diisiik ekstre miktarina
sahip 3. grubun sahip oldugu gozlenmistir. Bu durum, bu iki grubun serum TK
seviyeleri ve LDL kolesterol seviyeleri ile plak alanlari/tim yiizey alan1 oranlari
arasinda ters bir iliski oldugunu gdéstermistir. Bunun bir sebebi olarak, 5. grupta
gozlenen plak alanlari/tiim ylizey alani oranlarinin oldukga yiiksek standart sapmaya
(% 19,9 £ 12,9) sahip olmasi, baz1 hayvanlarda az boyanma g6zlenmekle beraber ( %
4, % 15, % 17), bazilarinda yiuksek boyanma gozlenmis olmasi (% 24,3, % 39,2
gosterilebilir. Ayrica, bu konuda eskiden yapilan ¢alismalarda bazi tavsanlarin,
spontan olarak ¢ok yiiksek kolesterol seviyelerine ulasabildikleri ve yiiksek aterom
plagi seviyeleri gosterebildikleri tespit edilmistir (219, 234). Bu kadar az sayida
hayvanla yapilan c¢alismalarda bu durum, c¢alisma sonucglarinin  yanlis
yorumlanmasina neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica rakamsal olarak en
yiiksek orana 5. grubun sahip oldugu gozlenirken, istatististiksel olarak ise gruplar
arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemektedir. Hayvan sayilarimiz ¢ok az
oldugundan, bu durumun gercek durumu tam olarak yansitip yansitmadig: siiphelidir.
Ayrica kontrol grubu harig, tlim gruplardaki tavsanlarda, normal serum seviyelerinin
kat kat iistiinde, asir1 TK ve LDL kolesterol seviyeleri gozlenmistir. Bu kadar yiiksek
kolesterol degerlerinin, gruplarda daha saglikli degerlendirilebilmesi i¢in oldukca
fazla sayida hayvana ve ¢ok daha fazla aralikta ekstre miktarlariyla g¢alisma
yapilmasina gereksinim bulunmaktadir. Intima/mediya oranlari agisindan ise ekstre
gruplar1 arasinda, 3. ve 4. gruptan olduk¢a diisiik seviyelere sahip olmak {izere, en
diisik TK degerlerine sahip 5. grubun, en diisiik intima/mediya oranina ve tiim
gruplar icerisinde de en diisiik intima kalinligina sahip oldugu goézlenmistir. En
yuksek TK seviyeleri ise 3. grupta goriilmesine ragmen, en yiiksek intima kalinligina
ve intima/media oranina sahip grubun 4. grup oldugu goézlenmistir. 3. ve 4. gruplarin
TK seviyeleri arasinda istatistiksel bir farkliligin bulunmadigi ve TK degerlerinin, 3.
grupta biraz daha fazla olmak iizere, birbirlerine olduk¢a yakin oldugu gozlenmistir.
Bu yilizden, hem kolesterol seviyelerinin birbirlerine yakin ve oldukg¢a yliksek
seviyelerde bulunmasi, hem de hayvan sayilarinin azlig1 géz oniine alindiginda, 4.
gruptaki bu intima/media oranm yiiksekligini agiklayabilmek i¢in daha fazla veriye

ihtiyac oldugu diisiiniilmektedir.
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Caligmamizda ayrica, endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz olusumu ile ilgili en
onemli parametrelerden olan NO°, NOS ve ADMA seviyeleri, ayrica hem NO'-NOS
Sistemini bozmalari, hem ADMA sentezini artirmalari, hem de ateroskleroz
olusumunun diger bir ana nedeni olan LDL oksidasyonuna neden olmalarindan
dolayr oksidan sistem elemanlart da incelemeye tabi tutulmustur. Endotel
disfonksiyonu, aterosklerozun tiim basamaklarinda etkili olan ve inflamatuvar,
proliferatif ve koagiilasyona yatkinlik durumlari ile beraberlik gdsteren, ateroskleroz
olusumunun ana mekanizmalardan biridir (47, 50). Endotel disfonksiyonunun en
onemli nedenlerinden biri, NO® ile iliskili vaskiiler reaktivitede goriilen
bozulmalardir (50). NO”nun, damar tonusunu ayarlama, trombosit kiimelenmesini
engelleme ve vaskuler diiz kas hcrelerinin ¢ogalmalarin1 engelleme gibi pek ¢ok
fonksiyonu bulunmaktadir (52). Cesitli farmakolojik ve hemodinamik uyaranlara
endotel hiicrelerince yetersiz NO® cevabinin olugmasi, aterosklerozun gozlenen ilk
fizyolojik bulgusudur (54, 55). Sonugta NO*-NOS sistemindeki bozukluklar sonucu
olusan endotel disfonksiyonu neticesinde, lokositlerin arter duvarina adezyonu,
subendotel alana gegisleri, vaskiler diuz kas hiicrelerinin goci ve proliferasyonu

tetiklenmis olur.

ADMA ve NO'-NOS sistemi ile ROT'lerine yonelik yaptigimiz oksidan/antioksidan
sistem parametreleri ile ilgili ¢aligmalarda, hazirladigimiz PMYE'nin verdigimiz
miktarlar1 arasinda, ADMA seviyelerinde en diisiik ve NO'-NOS sisteminde de en
yiiksek degerlere sahip grubun 0,5 g/kg miktarinda PMYE verilen 4. grup oldugu
tespit edilmistir.

Calisma sonunda, aort dokusunda, tiim gruplar arasinda en yiiksek NO" seviyesine 4.
grubun sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, ¢alisma sonunda serum NO" degerlerinde
de tiim gruplar arasinda en yiiksek degere 4. grubun sahip oldugu ve ilk ¢ gruba
gore yaklasik 10 kat daha yiiksek oldugu ve ¢aligma baglangicina gore ise 3 kat daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Gomez-Flores ve arkadaslarinin yaptigr in vitro bir
calismada, P. major yapragi ekstrelerinin makrofajlardan, doz bagimli bir bigimde
NO® salimmini artirdigi gosterilmistir ve bu durumun bizim ¢alismamizda da

gosterilen NO® artisiyla uyumlu bulundugu tespit edilmistir (235). Calisgma sonu
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serum NOS seviyelerinde ise, baslangi¢ degerlerine gore en yliksek artigin 4. grupta
oldugu ve yaklasik 10 katlik bir artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica, ¢aligma
sonunda gruplar arasinda en yiiksek serum NOS degerine de 4. grubun sahip oldugu
ve kontrol grubuna gore yaklasik 8 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Serum
ADMA seviyelerinde de, baslangi¢ seviyelerine gore en biiylik diisiisiin 4. grupta
oldugu belirlenmistir. Calisma sonu serum ADMA seviyelerinde de, tim gruplar
arasinda en diisiik degere 4. grubun sahip oldugu tespit edilmistir. Calisma sonunda,
oksidasyona maruziyetin bir gostergesi olan serum MDA seviyelerinde ise, kontrol
grubu harig, tim gruplar arasinda en diisilk degere 4. grubun sahip oldugu tespit

edilmistir.

Calisma sonunda, 1 g/kg miktarinda PMYE verilen 5. grubun ise, aort dokusunda en
diisik ADMA ve en yiiksek NOS seviyelerine sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica, 5.
grupta serum NO’ seviyelerinin, ilk U¢ gruba gore yaklasik 5 kat daha yiiksek oldugu
ve serum NOS seviyelerinde ise en yiiksek ikinci degere sahip oldugu ve baslangic
seviyelerine gore 10 kat daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica, 5. grubun, aort
dokusunda oksidan sistem elemanlarindan olan MDA ve KO seviyeleri acisindan da
en disiik degerlere sahip oldugu gozlenmistir. Serumda da KO seviyeleri agisindan,
ekstre gruplar1 arasinda en diisiik degere 5. grubun sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, ¢alisma sonunda, antioksidan bir enzim olan, serum KAT degerlerinde de, en
yiiksek degere 5. grubun sahip oldugu gozlenmistir. Yakin zamanda Oztiirk ve
Simgsek tarafindan vyiiriitilen bir TUBITAK Projesi ¢alismasinda, P. major
yapraklarinin su, % 80 etanol ve % 80 metanolle hazirlanan ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri (% inhibisyon), sirasiyla sulu ekstrede % 90,3, % 80 etanol ekstresinde %
93,3 ve % 80 metanol ekstresinde % 93,2 gibi oldukca ylksek seviyelerde bulunmus
ve P. major'un gicli ROT temizleyici etkilerinin bulundugu gosterilmistir (29).
DMBA (7,12-dimethilbenz(a)antrasen) ile oksidatif stres olusturulan ratlarla yapilan
bir hayvan caligmasinda da, P. major'un hazirlanan sulu ekstresinin oral yoldan
uygulanmasiyla MDA seviyelerindeki anlamli diismeyle (p<0,01), KAT (p<0,05) ve
KA (karbonik anhidraz) (p<0,01) enzim aktivitelerindeki ve GSH diizeylerindeki
(p<0,01) ise anlamli yiikselmelerle, P. major'un oksidatif strese ve lipid

peroksidasyonuna karsi koruma sagladigi gosterilmistir (215). Rat karacigerlerinde in
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vitro yapilan bir ¢calismada da, P. major'un etanolle hazirlanmis ekstrelerinin, giiglii
O, radikali temizleme 6zelligine sahip oldugu ve MDA seviyelerini 6nemli 6lgtide
disiirdiigii  tespit edilmistir  (236). Bu ¢alismalarin  bulgulariyla, bizim
calismamizdaki KO enzim aktivitesi ve MDA seviyeleri ile ilgili elde ettigimiz

bulgularin uyumlu olduklar1 gdzlenmistir.

Calisma sonunda, tm gruplarda, serum AST, ALT, BUN ve KREA seviyeleri gibi
karaciger ve bobrek fonksiyon testleri ile serum CRP ve homosistein seviyeleri
yoniinden ise istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmamaistir. Bu ¢alismada
PMYE'iin karaciger ve bobrek iizerine toksik bir etkisinin bulunmadigi gozlenmistir.
P. major ile daha 6nceden yapilan toksisite ¢alismalari da mevcuttur. Yapilan gesitli
caligmalarda, P. major’un oral yolla ve periton i¢i uygulamalarinin, ratlarda gok
diisiik toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (237). Fareler gibi daha kuguk
hayvanlarda yapilan akut toksisite ¢alismalarinda ise, P. major yapragi ekstresinin
oral yolla uygulanmasi sonucunda, in vivo LDsp dozunun 182,54 mg/kg gibi fareler
icin oldukga yliksek miktarlarinin toksik etkili oldugu bulunmustur (238). Turel ve
arkadaglarinin ratlarda yaptigi ¢alismalarda, P. major'un ratlari, CCly ile uyarilmis
hepatotoksisiteye karsi korudugu ve ayrica giliclii antiinflamatuvar etkinlik gosterdigi
tespit edilmistir (239). Ayrica, ratlarda ayak 6demi Uzerine yapilan bir ¢alismada, P.
major yapraklarinin sulu ekstrelerinin oral yolla uygulanmasiyla da, P. major'un
antiinflamatuvar ve analjezik etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (240). Yapilan bu
caligmalar, PMYE'nin farelerde, ratlarda ve tavsanlarda oral toksisitesinin diisiik
oldugunu gostermektedir. Insanlarda, hipertansiyon iizerine etkilerinin arastiriimasi
amaciyla, P. major'un tiim bitki bilesenlerinin kurutularak tabletler halinde, gunde
toplamda 9 g olarak 12 hafta boyunca uygulandigi bir ¢alismada, sistolik ve
diyastolik tansiyon degerlerinin 150 + 2,58 / 98 + 1,33 mmHg seviyelerinden 129 +
2,77 / 86 = 1,63 mmHg (p<0,001) seviyelerine diistiigi gézlenmis ve bu galisma
sirasinda bu miktarda ve bu siirede P. major bitkisi tiiketiminin karaciger ve bobrek
fonksiyon testleri lizerine herhangi bir toksik etkisinin bulunmadigi gozlenmistir
(38). Ayrica, P. major'un yaprak, ¢igek ve ince govde kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerinin, izole rat karacigerini, glcli OH’ radikali ve ROT temizleyici etkileri

araciligryla, oksidatif toksisiteden korudugu da gosterilmistir (31).
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Isik mikroskobu incelemelerinde, 1. gruba ait aort kesitlerinde tunika intimada,
yiizeyde endotel hiicrelerinin saglam ve olagan goériiniimde oldugu, endotel altinda
ince bir subendotel tabakasinin bulundugu, tunika mediyada elastik liflerin ve
vaskiler diiz kas hucrelerinin iyi organize oldugu izlenmistir. Elde ettigimiz bu
bulgularin, normal bir aort dokusuyla uyumlu oldugu tespit edilmistir (46). 2. grupta
(kolesterol grubu), intima tabakasinda belirgin kalinlagsma, endotel htcrelerinde
ayrilma ve subendotelyal alanda kopiik hiicrelerinin sayisinda belirgin artis ile yer
yer intimada hasar gozlenmistir. Mediya tabakasinda elastik lamellerde diizensizlik
ve kirilmalar, yer yer ekstraseliiler matriks artis1 izlenmistir. Bu bulgularin da, daha
onceki caligsmalarda  hiperkolesterolemik  diyetle olusturulan  ateroskleroz

modelleriyle uyumlu oldugu belirlenmistir (220, 241).

3. gruba ait 6rneklerde intimada kalinlasma ve kopiik hiicrelerinde belirgin sayi artisi
yaninda tunika intima-media sinirina yakin alanda diz kas hiicreleri arasinda
ekstraseliiler matriks artis1 izlenmistir. 4. gruba ait aort Orneklerinde intimada
kalinlasma ve kopiik hiicrelerinde belirgin sayr artisi yaninda tunika intima-media
smirinda ve intimada ekstraselliiler matriks artisi, tunika mediada elastik lamellerde
diizensizlik ve kirilma, diiz kas hiicrelerinde kopiiklesme dikkat ¢ekmistir. 5. gruba
ait aort 6rneklerinde intimada endotel hiicrelerinde ayrilma, subendotel tabakasinda
kopiik hiicrelerinde artig, intima tabakasinda kalinlasma ve ylizey hasan
gbzlenmistir. Intima-media sinirinda vaskiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyon ve
ekstraseliiler matrikste artis, elastik lamellerde duzensizlik ve kirilmalar izlenmistir.
Bu c¢alismada kullanilan yiiksek doz kolesterolle kisa donemde olusturulan
ateroskleroz modelininin histolojik karsilastirmalar i¢in uygun bir model olmadig:
diistiniilmektedir. Aterosklerotik lezyon g¢alismalar1 i¢in daha uygun olan modeller,
ileri aterosklerotik lezyonlarin ve koroner arter aterosklerozunun da goriildiigii diisiik
dozda ve uzun vadede uygulanan (6rnegin % 0,25 (w/w) kolesterol iceren diyetle 8
ay) modellerdir (224). Boyle bir model olusturularak yapilacak bagka bir ¢alisma
sonucunda elde edilecek verilerin karsilastirilmasinin daha anlamli sonuglar

verebilecegi diistiniilmektedir.
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Elektron mikroskobu incelemelerinde kontrol grubunda duzenli dizilim gosteren
elastik lameller arasinda vaskiler diiz kas hiicresi izlenmistir. Kolesterol grubunda
ise vaskiler duz kas hicre sitoplazmasinda ve ekstraseliler matrikste birikim
gosteren lipid damlaciklari izlenmistir. 3., 4. ve 5. gruplara ait TEM incelemelerinde
ise kendi aralarmda benzer bulgular tespit edilmistir. Ornegin, 4. gruba ait aort
orneginin  elektron mikroskobu incelemesinde vaskuler diz kas hicre
sitoplazmasinda, 2. gruba oranla daha fazla lipid damlaciklar1 gézlenmistir. Ayrica
yine 2. gruptan farkli olarak elastik lamellerde bozulma dikkat ¢ekmistir. Tim bu
gruplarda goriilen bulgularin, hiperkolesterolemik diyetle ateroskleroz olusturulan
tavsanlarda goriilen elektron mikroskobu bulgular1 ile uyumlu oldugu tespit

edilmistir (242).

Her ne kadar elde ettigimiz sonuglar, konu iizerinde daha ileri ve ek c¢aligmalar
yapilmasi yoniinde karsimiza bir takim olumlu veriler sunsa da, karsilastigimiz bazi
gliclikler nedeniyle istedigimiz c¢alisma planini uygulama imkani bulamadik. Etik
kurul onayr aldigimiz T.C. Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun galismamizdaki her grubu en ¢ok 6 hayvanla sinirlandirmasindan ve
bu caligmalarin dogas1 geregi istenmeyen Oliimlerin gerceklesmesi nedeniyle
sayillarin daha da azalmasi sonucunda, calisma gruplarinda yeterli ve giivenilir

istatistik sonuglari elde etmek giiglesmistir.

Tavsanlarda ateroskleroz olusturma modelleri iginde insan tipi aterom plaklarinin
olustugu en uygun model olan % 0,25’lik kolesterol diyetiyle 8 ay boyunca
uygulanacak bir ¢aligma icin gerekli biitgeyi Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan tez c¢aligmalari igin ayrilan &denek

karsilayamamaktadir.

Ayrica caligmada kolesterolii siispansiyon seklinde oral yolla degil de, ozel
hazirlanmis hiperkolesterolemik diyetlerle tavsanlara verme planimiz olmasina
ragmen, Tiirkiye’de bu tiir 6zel diyetlerin {iretiminin yapilmamasit ve yurt disi

fiyatlarinin 3 aylik ¢alisma planladigimizda bile proje biitcesini oldukca asmasi,
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biitcemizi agmasa bile bu tiir diyetlerin Tiirkiye’ye girisinde sorunlar yasanmasi

nedeniyle bu tdr bir uygulama yolunu tercih ettik.

Hiperkolesterolemik diyet olusturma amaciyla, pellet yemlerin ezilmesi ve pellet
yemle homojen olarak karigimi i¢in kolesteroliin ek ¢oziicii maddeler kullanilarak
¢oziiliip, yerel sartlarda bu tiir yemlerin {iretimini ise ek kimyasallarin ¢alismamizin
sonuglarini etkileyebilecegi gerekcesiyle ve tavsanlarin ratlar ve farelere oranla
olduk¢a agir olduklarindan calisma siiresince yemlerde verilecek fireler de hesaba
katildiginda bu kadar fazla miktarda kolesterol, ek ¢Ozuci kimyasallar ve
fabrikasyon licreti biitgemizi asacagindan bu yolu da tercih etmedik. Ayrica, sadece
kuru ham ekstre ve belirli bir siire kolesterol diyeti aldiktan sonra kuru ham ekstre
ilave edilen gruplar gibi olusturmak istedigimiz baz1 ek gruplari da yine biitcemiz

yetersiz kaldigindan olusturamamis bulunmaktayiz.

Elde ettigimiz bulgular; daha uygun bir ateroskleroz modeli varliginda, histopatolojik
olarak da olumlu sonuglar elde etme potansiyelinin olabilecegini diigiindiirmekte ve
tim bu olumsuz sartlarin giderildigi kosullarda bu calisma yapildiginda ne gibi

sonuclar elde edilebilecegi konusunda merak uyandirmaktadir.
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6. SONUCLAR

1. P. major yapragi ekstresinin verdigimiz miktarlar1 arasinda, ateroskleroz
gelisiminde oldukca 6nemli bir yere sahip olan ADMA, NO' ve NOS sistemi
acisindan incelendiginde, 0,5 g/kg dozunda ekstre verilen orta doz grubunun, tim
gruplar arasinda en yiiksek serum NO™ ve NOS seviyeleri ile en yiiksek aort NO
seviyelerine, ayrica en disiik serum ADMA seviyelerine sahip oldugu tespit

edilmistir.

2. Kontrol grubu harig, en diisiik serum LDL kolesterol ve TG seviyeleri ile ekstre
gruplari arasinda en diisiik TK ve intima/mediya oranina, ayrica aort dokusunda en
diisik ADMA ve en yiksek NOS seviyelerine sahip grubun, 1 g/kg miktarinda
PMYE verilen en yuksek doz grubu oldugu tespit edilmistir.

3. Calisma sonunda oksidan/antioksidan sistem parametreleri agisindan, istatistiksel
olarak anlamli sonuglar elde edilememekle beraber, orta ve yiikksek doz gruplarinda,
MDA ve KO seviyelerinin disiik ve KAT seviyesinin ise yiiksek oldugu

gozlenmistir.

4. Calismada, tavsanlarin karaciger ve bobrek fonksiyon testleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik olmadigi ve hazirladigimiz kuru
ham ekstrenin hem karaciger, hem de bobrek iizerine toksik etkilerinin bulunmadigi

tespit edilmistir.

5. Inflamatuvar belirteclerden ve ateroskleroz risk faktorlerinden biri olan CRP
seviyelerinin ise gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik
gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica, diger bir ateroskleroz risk faktorii olan
homosistein seviyelerinin de gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik

gostermedigi tespit edilmistir.
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6. Boyanma gostermeyen kontrol grubu disinda, diger gruplarda Sudan IV boyamasi
sonucunda plak alanlari/tiim yiizey alani oranlar1 agisindan istatistiksel bir farklilik

saptanmamuistir.

7. Calismada ekstre gruplariin kolesterol seviyelerinin, kolesterol grubuna gore
daha yiiksek oldugu, ancak kendi iclerinde ekstre dozu arttikca kolesterol

seviyelerinin giderek azaldigi tespit edilmistir.

8. Ekstre verilen gruplarda total kolesterol seviyelerinin, tek basina kolesterol verilen
gruba gore yiiksek bulunmasinin sebebinin, teknik nedenlerle kolesterol ve ekstreyi
birlikte vermenin dezavantajlarindan kaynaklandigi diisiintilmiistiir. Bu nedenle P.
major yapragi ckstresi ile kolesteroliin ayr1 ayri verilmesi gerektigi kanaatine

varilmigtir.

9. Yasadigimiz tiim kisithliklara ragmen, elde ettigimiz sonuglar; bu kisithiliklarin
ortadan kaldirildigt ve deney hayvanlari gruplarimin olusturulmak istenen tiim
gruplarda en az 10 hayvanla belirlendigi ve istatistiksel olarak daha guvenilir
sonuclarin elde edilebilecegi yeni g¢alismalarla, P. major yapragi ekstrelerinin
ateroskleroz tlizerine etkilerinin arastirilmaya devam edilmesi gerektigi yoniinde

tesvik edici goriinmektedir.
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OZET

PLANTAGO MAJOR’UN HiPERKOLESTEROLEMIK DIiYETLE
ATEROSKLEROZ OLUSTURULAN TAVSANLARDA ATEROSKLEROZ
VE ATEROSKLEROTIK RiSK FAKTORLERI UZERINE ETKIiLERI

Amac: Bu calismada, Plantago major ekstresinin hiperkolesterolemik diyetle
ateroskleroz olusturulan tavsanlarda ateroskleroz, aterosklerotik risk faktorleri ve
oksidan/antioksidan sistem tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Gereg ve Yontem: 26 adet Yeni Zelanda 1rki albino erkek tavsan bes gruba ayrildi.
Birinci grup kontrol grubu, ikinci grup kolesterol grubu ve diger li¢ grup ise
Plantago major ekstresi (PME) gruplar1 olarak belirlendi. Kontrol grubuna serum
fizyolojik verilirken, kolesterol grubuna 1 g/kg/giin dozunda kolesterol verildi. PME
gruplarina, 1 g/kg/giin dozunda kolesterole ek olarak sirasiyla 0,1 (diisiik); 0,5 (orta)
ve 1,0 (yiksek) g/kg/gin dozunda PME verildi. Gruplara belirlenen miktarlardaki
serum fizyolojik, kolesterol ve PME oral yoldan, 12 hafta boyunca uygulandi.
Tavsanlarin serumlarinda homosistein, CRP, total kolesterol, LDL kolesterol, HDL
kolesterol, trigliserid (TG), AST, ALT, BUN ve kreatinin duzeylerine bakildi. Nitrik
oksit sentaz (NOS), glutatyon peroksidaz (GPO), katalaz (KAT), stiperoksit dismutaz
(SOD) (yalnizca aort dokusunda) ve ksantin oksidaz (KO) enzim aktiviteleri ile
asimetrik dimetil arjinin (ADMA), nitrik oksit (NO") ve malondialdehid (MDA)
dizeyleri ise hem serum hem de aort doku orneklerinde ¢alisildi. Ayrica, gikarilan
aort dokulariin histopatolojik degerlendirmeleri yapildi.

Bulgular: Total kolesterol seviyesinin PME gruplarinda kolesterol grubuna gore
yiiksek oldugu, ancak PME gruplarinda ekstrenin dozu arttik¢a seviyesinin azaldigi
go6zlendi (kolesterol grubu 1277 mg/dL, diisiik doz PME grubu 2089 mg/dL, orta doz
PME grubu 1896 mg/dL ve yuksek doz PME grubu 1334 mg/dL). LDL ve TG
degerlerinin kontrol grubu hari¢, yiiksek doz PME grubunda en diisiik oldugu
gozlendi (LDL degerleri: kolesterol grubu 629 mg/dL, yiikksek doz PME grubu 577
mg/dL; trigliserid degerleri: kolesterol grubu 701,40 mg/dL, yiiksek doz PME grubu
552,20 mg/dL,). Serum ADMA seviyesinin orta doz PME grubunda en diisiik degere
sahip oldugu goézlendi (kolesterol grubu: 75,59 pg/mL, orta doz PME grubu: 61,32
pg/mL). Aort dokusu ADMA degerlerinin ise yiiksek doz PME grubunda en diisiik
degere sahip oldugu gozlendi (kolesterol grubu: 193,34 pg/mL, yiksek doz PME
grubu: 116,27 pg/mL). Serum NO" ve NOS degerlerinin ikisinin de orta doz PME
grubunda en yiiksek degerlere sahip oldugu gozlendi (NO™ degerleri: kolesterol grubu
26,75 mM, orta doz PME grubu 204 mM, p<0,05 ve NOS aktiviteleri: kolesterol
grubu 25,05 IU/ml, orta doz PME grubu 48,94 1U/ml). Aort dokusunda KO enzim
aktivitesi ve MDA seviyesinin, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte,
yuksek doz PME grubunda en diisiik degere sahip oldugu gézlendi (MDA degerleri:
kolesterol grubu 1,036 nmol/mg, yuksek doz PME grubu 0,555 nmol/mg; KO
aktiviteleri: kolesterol grubu 0,033 mIU/mg, yuksek doz PME grubu 0,013 mIU/mg).
Antioksidan enzimler (GPO, KAT, SOD) ile ilgili olarak ise gerek serum, gerekse de
aort dokusundaki aktiviteleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi.

129



Sonuclar: PME, ateroskleroz risk faktorii olarak degerlendirebilecegimiz
ADMA’nin seviyesini hem serumda hem de aort dokusunda diigiirmiis, buna mukabil
antiaterosklerotik faktorler olarak degerlendirebilecegimiz NO™ seviyesini ve NOS
aktivitesini artirmigtir. Ayrica, LDL Kkolesterol ve TG seviyelerini ylksek doz PME
verilen hayvanlarda en diisiik seviyeye indirdigi gozlenmistir. Bunlarin disinda,
PME’nin aort dokusunu oksidasyona maruz kalmaktan doza bagl olarak korudugu
gozlenmistir (KO aktivitesinde ve MDA seviyesinde dislis). Bu sonuglarin, P.
major'un ateroskleroz gelisimine etkileri ile ilgili daha ileri ¢alismalarin yapilmasi
yoniinde tesvik edici oldugu ve konu hakkinda ¢alisma yapmak isteyeceklere katkilar
saglayacagi degerlendirildi.

Anahtar Soézcukler: ADMA, ateroskleroz, hiperkolesterolemi, plantago major,
tavsan.

130



SUMMARY

THE EFFECTS OF PLANTAGO MAJOR ON ATHEROSCLEROSIS AND
ATHEROSCLEROTIC RISK FACTORS IN RABBITS FED WITH
HYPERCHOLESTEROLEMIC DIET TO INDUCE ATHEROSCLEROSIS

Aim: The aim of this study was to investigate the effects of plantago major extract
on atherosclerosis, atherosclerotic risk factors and oxidant/antioxidant system in
rabbits fed with hypercholesterolemic diet to induce atherosclerosis.

Materials and Methods: Twenty-six male albino New Zealand rabbits were divided
into five groups: The first group was assigned as Control group (n=6), the second
group as Cholesterol group (n=5) and the remaining three groups as Plantago Major
extract (PME) groups (n=5 in each). Saline to the animals in Control group and
cholesterol (1 g/kg/day) to the animals in Cholesterol group were administered. In
addition to cholesterol (1 g/kg/day), PME was also administered to the animals in
three PME groups at the doses of 0,1 (low); 0,5 (medium) and 1,0 (high) g/kg/day.
Saline, cholesterol and PME were administered orally for 12 weeks. Nitric oxide
synthase (NOS), glutathione peroxidase (GPO), catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) (in aort tissue only), xanthine oxidase (XO) enzyme activities and
asymmetric dimethylarginine (ADMA), nitric oxide (NO%) and malondialdehyde
(MDA) levels were measured in both serum samples and aort tissue samples of the
animals. Serum homocystein, CRP, total cholesterol, LDL cholesterol, HDL
cholesterol, triglyceride, ALT, AST, BUN and creatinine levels were also
determined. Additionally, histopathological examination of aort tissues in each group
was done.

Results: Serum total cholesterol levels in three PME groups were found to be higher
than cholesterol group. However, the levels of serum total cholesterol were found to
be gradually decreased in PME groups, as the dose of the extract increases
(cholesterol group: 1277 mg/dL; low dose PME group: 2089 mg/dL; medium dose
PME group: 1896 mg/dL; high dose PME group: 1334 mg/dL). Serum LDL
cholesterol and triglyceride levels were found to be the lowest in the high dose (1,0
o/kg/day) PME group compared to the groups other than Control group (LDL
cholesterol: cholesterol group 629 mg/dL, high dose PME group 577 mg/dl;
Triglyceride: cholesterol group 701,40 mg/dL, high dose PME group 552,20 mg/dL).
Serum ADMA level was found to be the lowest in the medium dose PME group
(cholesterol group: 75,59 pg/mL; medium dose PME group: 61,32 pg/ml) and aort
tissue ADMA level in high dose PME group (cholesterol group: 193,34 pg/mL; high
dose PME group: 116,27 pg/ml) compared to all other groups. Serum NO™ and NOS
values both were found to be the highest in medium dose PME group compared to
the other four groups (NO" value: cholesterol group 26,75 mM, medium dose PME
group 204 mM, p<0,05; NOS activity: cholesterol group 25,05 IU/ml, medium dose
PME group 48,94 IU/ml). Aort tissue XO activity and MDA level were found to be
the lowest in high dose PME group compared to other PME groups (MDA values:
cholesterol group 1,036 nmol/mg, high dose PME group 0,555 nmol/mg; XO
activities: cholesterol group 0,033 miU/mg, high dose PME group 0,013 miU/mg).
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As to the serum and aort tissue antioxidant enzyme activities (GPO, CAT, SOD)
there were no remarkable differences between the groups.

Conclusions: Administration of PME was reduced the level of ADMA (which we
may evaluate as an atherosclerosis risk factor) and on the contrary, increased the NO®
level and NOS activity (both of which may be evaluated as antiatherosclerotic
factors) in both serum and aort tissue. PME ingestion decreased the levels of LDL
cholesterol and TG (to the lowest level in high dose PME). Additionally, PME
administration was observed to have a preventive effect from oxidation in a dose
dependant manner in aort tissue (decrease of XO activity and MDA level). The
results of this study are evaluated as encouraging for carrying out further studies on
the effects of Plantago major on atherosclerosis. The results of this study could also
be beneficial for the researchers who are planning to study on the subject.

Key Words: ADMA, atherosclerosis, hypercholesterolemia, plantago major, rabbit.
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