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OZET

1

Bu c¢alismada, hiperkolesterolemi olugturulan siganlarda resveratrolin trombosit
aktivasyonunu, karacifer oksidan ve antioksidan sistemini nasil etkiledigi
aragtinilmugtir. Siganlar 5 gruba aynlmistir: (1) kontrol (K), (2) alkol (A), (3)
resveratrol (R), (4) kolesterol (Kol) ve (5) kolesterol + resveratrol (Kol+R). Kontrol,
A ve R grubunda bulunan siganlar 8 hafta boyunca standart yem ile beslenmigtir.
Sckiz haftamn sonunda, A grubuna intraperitoneal (ip) olarak 20 giin siireyle %50’lik
etanol, R grubuna ise 20 giin siireyle ip resveratrol (20 mg/kg/viicut agirligy)
verilmigtir. Kolesterol ve Kol+R gruplan 8 hafta siireyle %5 kolesterol igeren yemle
beslenmistir. Sekiz hafta sonunda Kol+R grubuna 20 giin siireyle ip resveratrol (20
mg/kg/viicut agirlig) verilmistir. Total kolesterol (TK) diizeyleri kontrollere kiyasla
deney gruplarinda daha yiiksek bulunmustur. Kolesterol grubuna kiyasla Kol+R
grubunun TK diizeyleri daha diisiik bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla, A ve Kol
grubunda CD40-CD40L ve P selektin ekspresyonunun arttigi, R grubunda azaldig
goriilmiigtiir. Kol+R grubunda CD40-CD40L ve P selektin ekspresyonunun Kol
grubuna gore azaldigi bulunmugtur. Plazmada bakilan parametrelerden sCDA40,
interlokin-6 ve platelet faktor-4 dizeyleri, K, A ve R gruplarma kiyasla, Kol ve
Kol+R gruplarmda daha yiiksek bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla, tiim deney
gruplarinda serum lipid peroksidasyon markirlart olan tiyobarbitiirik asit reaktif
bilesikleri (TBARS) ve okside LDL diizeyleri artarken paraoksonaz-1 aktivitesi
azalmistir. Lizofosfatidik asit, hidrojen peroksit ve nitrotirozin diizeyleri hem Kol
hem de Kol+R gruplarinda kontrollere gore arterken, NT ve LPA diizeyleri Kol
grubuna gbre Kol+R  grubunda daha diisiik bulunmustur. Karaciger
homojenatlarinda, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), glutatyon rediiktaz (GR) ve
glutatyon-S-transferaz (GST) aktiviteleri ve protein karbonil (PK), nitrit (NO;),
nitrate (NO3), NT, TBARS, rediikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG)
diizeyleri Kol grubunda kontrole gére artmugtir. Kolesterol ve Kol+R gruplarinin
karaciger oksidan ve antioksidan durumlanm kiyasladifimzda, Kol+R grubunda
G6PD, siiperoksit dismutaz, GR ve GST aktivitelerinin Kol grubuna gore azaldigin,
katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin Kol grubuna goére arttifini bulduk.
Diger yandan, Kol+R grubunda Kol grubuna gore daha diigiik GSH, GSSG, NO,, NT
ve TBARS diizeyleri ve daha yiksek PK ve antioksidan potansiyel diizeyleri
saptanmugtir. Patolojik inceleme somucunda, Kol grubunun intima kalimhZmnda ve
intima alaninda kontrollere gore artiy gdzlenmistir Bunun yamsira, resveratrol,
hiperkolesterolemik ratlarin trombosit aktivasyonunu azaltirken kan kolesterol
diizeyini de digirmistir. Bu bulgular 1s1§inda, resveratroliin damarlardaki
kalinlasma ve yiizey alanim azaltic1 etkisinin, CD40-CD40L ekspresyonu etkileyerek
trombosit aktivasyonunu azaltmasina ve karacier oksidan-antioksidan siteminin
antioksidanlar yararina etkilemesine bagli olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Hiperkolesterolemi, resveratrol, trombosit aktivasyonu, CD40,
CD40L, p-selektin, antioksidan kapasite, protein oksidasyonu, protein karbonil,
nitrotirozin, nitrit, nitrat, antioksidan enzimler, paraoksonaz-1, glutatyon,
lizofosfatidik asit, reaktif oksijen tiirleri, karaciger, si¢an.



ABSTRACT

The present study was undertaken to determine the effects of resveratrol on
platelet activation and on oxidant and antioxidant system in liver tissues of
hypercholesterolemic rats. The rats were divided into 5 groups as following; (1)
control (C), (2) alcohol (A), (3) resveratol (R), (4) cholesterol (Chol) and (5)
cholesterol + resveratrol (Chol+R). Control, A and R group rats were fed standart
diet for 8 weeks. After 8 weeks, A group were given ip 50% etahanol and R group
were treated with resveratrol (20 mg/kg bw/day) for 20 days. Cholesterol and
Chol+R groups were given 5% cholesterol diet for 8 weeks and after 8 weeks
Chol+R group was given ip resveratrol (20 mg/kg bw/day) for 20 days. The total
cholesterol levels were found to be increased in all study groups when compared to
controls and decreased in Chol+R group when compared to Chol group. Compared
to control group, increased CD40-CD40L and P selectin expression in A and Chol
groups and decreased CD40-CD40L and P selectin expression in R group was
observed. We also found decreased CD40-CD40L and P selectin expression in
Chol+R group compared to Chol group. In plasma, sCD40, interleukin-6 (IL-6) and
platelet factor-4 (PF4) levels were found to be higher in Chol and Chol+R groups
compared to C, A and R groups. Serum lipid peroxidation markers (thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) and oxidized low density lipoprotein (oxLDL))
levels were found to be increased while paraoxonase-1 (PON1) activity is decreased
in all the study groups compared to controls. Compared to control group,
lysophosphatidic acid (LPA), hydrogen peroxide (H»O.) and nitrotyrosine (NT)
levels were increased in Chol and Chol+R groups while NT and LPA levels were
decreased in Chol+R group, compared to Chol groups. In liver homogenates, the
activities of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), glutathione reductase (GR)
and glutathione-S-transferase (GST) and the levels of reduced glutathione (GSH),
oxidized glutathione (GSSG), protein carbonyl (PC), nitrite (NO;), nitrate (NO;3), NT
and TBARS were increased in Chol group when compared to control group. When
we compared the liver oxidant and anti oxidant status of Chol+R group with Chol
group, we found that Chol+R animals had decreased G6PD, superoxide dismutase
(SOD), GR and GST activities and increased catalase and GSH-Px, activities than
the Chol animals. On the other hand, Chol+R group had decreased GSH, GSSG,
NO; NT and TBARS levels and increased PC and antioxidant levels than the Chol
group. The pathological analysis revealed that Chol group animals demonstrated
increased intimal width and area than the control group. We conclude that resveratrol
might be reducing intimal width and area via effecting decreasing platelet activation
through CD40-CD40L pathway and effecting the oxidant and antioxidant system in
favor of the antioxidants.

Key words: Hypercholesterolemia, resveratrol, platelet activation, CD40, CD40L, p-
selectin, antioxidant potential, protein oxidation, protein carbonyls, nitrotyrosine,
nitrite, nitrate, antioxidant enzymes, paraoxonase-1, glutathione, lysophosphatidic
acid, reactive oxygen species , liver, rat.
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GIRIS

Hiperkolesterolemi atherotrombotik bozukluklarda rol alan énemli bir risk
faktoriidiir. Hiperkolesterolemi, oksidatif ve nitrotiroziv degisikliklere yok agarak
mikrodolasimdaki  fenotipik  degisimleri  indiikler. Vaskiiler biitlinligiin
korunmasmda trombositlerin rolii goz oniinde bulundurulursa, hiperkolesterolemik
sartlarda trombosit disfonksiyonu goriilebilmektedir (1).

Trombosit disfonksiyonunun énemli bir markir1 trombosit aktivasyonudur ve
hiperkolesterolemi ile trombosit aktivasyonu arasinda iligski oldugu belirtilmistir.
Trombosit aktivasyonunu gostermek i¢in ¢esiti markilar kullamlmistir (1).
Hiperkolesterolemili hastalarda B-trombomodulin, p-selektin, CD40, CD40L ve
sCD40L gibi difer trombosit aktivasyon markirlarnmn diizeylerinin - arttify
belirtilmistir (2).

CD407 ve CDL™ knock-out farelerde yapilan cahgmalarda, CD40 ve
CD40L’in aterosklerotik plak olusumunda ve trombosit aktivasyonundaki roli
belirtilmigtir (3). CD40 ligand (CD154, CDA40L) trombositlerde bulunan ve
aktivasyonla eksprese olan transmembran bir glikoproteindir (4). CD40, TNF gen
ailesine iye fosforillenmis bir membran glikoprotein reseptdriidiir(5).
Trombositlerde CD40 ve CD40L ekspresyonunun varhigi trombosit aktivasyon
mekanizmalarmdan birini géstermektedir ve trombosit aktivasyon gOstergeci olarak
kullanilmaktadir (5).

CD40L’1n CD40 reseptdriine baglanmasi, enflamatuar sitokinlerin salimmna,
adezyon molekiilerinin ekspresyonuna, matriks metallopoteinaz aktivasyonuna ve
doku faktoriniin ekspresyonuna neden olur (6). Bunlara ek olarak, CD40-CD40L
etilesimi reaktif oksijen tirlerinin (7) olusumunu arttirarak endotel hiicre gogiine
neden olur (4).

Son yillarda yapilan calismalar, trombositlerin inflamasyon ve vaskiiler
hasarda rol aldigimi gostermislerdir. Uyarilan trombositler, CD40L ve interlokin-6 (8)
gibi proinflamatuar sitokinler, platelet faktor 4 (PF4) gibi proinflamatuar kemokinleri
salgilamaktadir ki tlim bu molekiilerin hiperkolesteroleminin aracilik ettigi
inflamatuar olaylarda rol almaktadirlar (9).

Interlokin-6, atherosklerotik plaklarda bulunan aktif hale gegmis monosit ve
makrofajlardan salimarak proinflamatuar ve prokoagililan olaylarda rol alir (10).
Platelet Faktor 4, 70 aminoasitlik 30.000 D molekiil agirliginda, anti heparin
aktivitesine sahip bir ptoteindir. PF4, aktive olmug trombositlerin a graniillerinden
salinir ve trombosit proteoglikanlan ile tetramerik bir kompleks olusturur (11).



Hiperkolesterolemiye bagli olarak serbest radikal iiretimi ve siiperoksit
olusumu artar. Siperoksit, bir ¢ok hiicresel sistem tarafindan sentezlenerek
metabolizmadaki ¢esitli reaksiyonlara girer ve hidrojen peoksit, peroksinitrit ve
oksidasyona ugrams disiik dansiteli lipoprotein (oxLDL) gibi serbest radikallerin
{iretildigi reaksiyonlara katilir. Bu nedenle, vaskiiler yatakta oksidan-antioksidan
dengeyi saBlamaya yonelik tedavilerin, hiperkolesteroleminin zararli etkilerini
kaldiracagy diistintilmektedir (1).

Saglikl: kontrollere kiyasla kalitsal hiperkolesterolemisi bulunan hastalarda
trombositlerin agregasyona yatkinhiimn arttig: belirtilmistir (12). Bunlara ilaveten,
trombositlerin LDL ile 5 dakika inkiibasyonu sonucu, LDL dozuyla dogru orantih
olarak trombositlerin agregasyonunun arttig1 gosterilmistir (13). Bir bagka calismada,
oksidasyona uframis diigiikk dansiteli lipoprotein (oxLDL) ile inkiibe edilen
trombositlerde sekil degisikligi ve yalanci ayak (pseudopod) olusumu sonucu,
trombositlerin endotel hiicrelere adezyonunun arttign gosterilmistir (14). Siess ve
arkadaglann (15) LDL oksidasyonu esnasinda olusan lizofosfatidik asitin (LPA)
trombosit aktivasyonunu tetikledigini ve kolesterol diisiiriicii bir ilag olan lovastatinin
LPA aracilikli yolaklan etkileyerek, oxLDL’nin trombositleri aktive edici etkisini
inhibe ettigini gdstermiglerdir.

Karaciger, kolesterol ve lipid metabolizmast bozukluguyla ilgili bir ¢ok hastalikta rol
oynar (16). Yiiksek kolesterolli diyetle beslenen rat modellerinde, karacigerde gesitli
oksidatif stres markirn diizeylerinin artifi ve antioksidan enzim aktivitelerinin
depistigi gosterilmistir (17). Farkli ilaglar ve bitki ekstrelerinin karaciger antioksidan
enzimleri {izerine olan etkileri gesitli makalelerde incelenmis olsa da, resveratroliin
hiperkolesterolemik ratlarda oksidan-antioksidan sistem iizerine etkisini inceleyen

makale sayis1 olduk¢a azdir.

Resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroksistilben), dogal olarak {iziimde ve farkli terapotik
bitkilerde bulunan bir polifenoldiir. Antioksidan ve Ostrojenik etkiye sahip
antiagregan bir bilesiktir. Yiksek kolesterollii yemle beslenen siganlarda total
kolesterol diizeyini digiirdigii belirtilmigtir (18). Bunun yamsira, resveratroliin
trombosit aktivasyonunu azalttigi gdsterilmis olmakla birlikte, trombosit aktivasyon
yolaklarindan biri olan CD40 - CD40L {izerinden olan etkisi ve hiperkolesterolemide
resveratroliin trombosit aktivasyonunu nasil etkiledigi ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanamamustir. Bu yiizden, bu arastirmada hiperkolesterolemik ratlarda,
resveratroliin trombosit aktivasyon markirlari olan trombosit CD40, CD40L ve p-
selektin ekspresyonuna, plazma IL-6 ve PF4 diizeylerine, serum lipidlerine, lipid
peroksidasyon markirlarma ve karaciger oksidan antioksidan sistemine etkilerini
aragtirmay: amagladik.



GENEL BIiLGILER

2.1. Ateroskleroz

Diinya saglik orgiiti (WHO) aterosklerozu ‘medial degisiklikler ile birlikte
arterlerin intimasinda lipidler, kompleks karbonhidratlar ve kan iirlinii birikmesi, bag
dokusu reaksiyonu ile kalsiyum oturmas1’ olarak tanimlamistir(19). Ateroskleroz,
atardamarlar1 (arterleri) etkileyen ve "damar sertlesmesi” olarak adlandirilan
arteriosklerozun bir tiiriidiir. Orta boy ve biiyiik arterlerde goriilen "aterom" veya
"plak" olarak adlandirilan yapisal bozukluklardan (lezyonlardan) olugur (20).
Ateroskleroz, i¢i yumusak, disi sert yapisindan dolayr Yunanca athero- (lapa) ve -
sclerosis (sertlesme) s6zciiklerinden tliretilmigtir. Aterom, damann yiizey tabakasi
kalinlagmig biiylk bir alaminin ortasinda bulunan, yumru gibi, yumusak sarims: bir
birikimdir. Arter liimenine yakin noktalarda makrofajlardan olusur. Bunun altinda
bazen kolesterol kristalleri ve ilerlemis lezyonlarin tabaninda kireglenme
(kalsifikasyon), hatta bazen kemiklesme de olabilir (21).

2.1.1. Arterlerin Yapisi

Aterosklerozun patogenczini anlamak igin oOncelikle normal arterlerin
yapisini kavramak gereklidir. Arterler; elastik (aorta, karotis, iliak arterler gibi bityiik
damarlar) ve miiskiiler (koroner, brakial, radial, femoral arterler gibi orta boyutlu
damarlar) olarak simiflandimlir. Ayrica biitiin arterler histolojik olarak 3 ayn tabakaya
sahiptirler (22). Bunlar;
Dintima
2)Media
3)Adventisya

Tunika intima (I¢ tabaka): Endotelyum ile internal elastik lamina
arasindadir. Media tabakasim koruyan elastin lifleri icerir. Igte endotel hiicre dizisi,
bunun altinda bazal lamina ve gevsek bir fibroelastik bag dokusundan olusan
subendotelyal tabakadan meydana gelir. Subendotelyal tabakamin dis kisminda
elastik fibrillerin yogunlagmasi ile membranda “internal elastik lamina™ meydana
gelir. Bu yap orta tip arterlerde belirgin bir sekilde goriiliir, ancak venler ve biiylik
tip arterlerde ayirt edilemez. Subendotelyal tabakada arasira diiz kas hiicreleri de
goriiliir. Bu tabakada hem bag dokusu fibrilleri hem de diiz kas hiicreleri boylamsal
olarak dlizenlenmistir (23).

Tunika media (Orta tabaka): Esas olarak dairesel bigimde diizenlenmis
diiz kas hiicrelerinden meydana gelir. Biiyime ve gelisme sirasinda bu hiicreler
yogun golgi aparati ve endoplazmik retikulum igerirler. B&ylece protein, kollajen,
elastin, proteoglikan sentezi ¢ok yofun olarak gergeklesir. Kas hiicreleri arasinda
daglmms farkli miktarlarda elastik ve kollajen fibriller ile proteoglikanlar bulunur.
Ekstraselliller matriks diiz kas hiicrelerince olusturulur. Bu tabaka arterlerde iyi
gelismistir. Elastik ve Miiskiiler arterler arasinda media tabakasin igerigi farklilik



gisterir. Kapiller ve postkapiller veniillerde bu tabakay: perisitler olusturur. Diiz kas
hiicrelerinden olusur. Yetiskinlerde bu hiicreler sessizdir. Kontraktil flamentler olan
aktin ve miyozin igerirler. Medianin 1/3 dis kismu adventisya kaynakli vaso-
vasorumlardan beslenir. I¢ tabakaya oksijen ve diger ihtiyac duydufu maddeler dis
tabakadan diflizyon yoluyla ve arter limeninden gegen kan akimindan dogrudan elde
edilir (24).

Tunika adventisya (Dis tabaka): En dis tabakadir. Daha cok uzunlamasina
diizenlenmis kollajen ve elastik fibrillerden olugur. Media tabakasmun yakiminda,
clastik fibrillerin yogunlagmasi ile dis elastik lamina olusur. Adventisya, venlerin
duvarlarinda en belirgin tabakadir. Bu tabaka cevre bag dokusu ile devam eder.
Biiyiik damarlarda adventisya i¢inde “vaza vazorum” olarak adlandinlan kiigiik kan
damarlan bulunur. Vaza vazorumlar limenden diffiizyonla beslenemeyecek kadar
kalin olan adventisya ve media tabakalarin1 besler. Arterlerde bu damarlar daha az
sayidadir ve sadece adventisya tabakasinda bulunur (25).

Intermsd slastik Jaeming

- “Tuniks
: | Fibrokoliajeni intima
! doku

- Diiz kas wee Tntika medys

Intnrnal alastil

doku

Taniks adventisyn

Sekil 2.1.1. Damar kesiti ve damar diiz kasimn damardaki yerlesimi. Damar diiz kas: hiicrelert
damarin medya tabakasinda hiicre-dis1 matriks i¢inde yerlesmis olarak bulunurlar (26).

2.1.2. Ateroskleroz Patogenezi

Aterosklerozun mikroskop altinda goriilebilen ilk asamas: "yag cizgileri"
olusumudur. Bunlar endotelin altinda bulunan, i¢i lipit dolu hiicre topluluklardir;
yag ¢izgileri gelip gecici olabilir. Arter damarlarinda hiicrelerin (6zellikle monosit
tiirevi makrofaj gibi lokositler) ve degisime ugramus lipoprotein birikmesine paralel
olarak arter yapisi degisime ugrar. Bunu izleyen yangi (enflamasyon), arterin intima
tabakasinda aterom plaklarimin olusumuna yol acar. Intima, damarda endotel ile
media arasindaki kisimdir. Bu plaklar agint yag, hiicreler, kollajen ve elastinden
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olugur. Liimen diye adlandirilan arter boglugunda baslangigta herhangi bir daralma
(stenoz) olusturmazlar (26).

Ateromdaki kolesterolin kaynag LDIL'dir. Dokulardaki kolesterolii
karacigere geri tasityan HDL miktar1 az ise bu LDL birikiminin baglattif siire¢ daha
da hzlanir. Kopiik hiicreleri dliince iclerindeki kolesterol ve diger lipitler ateromda
birikmeye baslar (27).

Koplk hiicreleri ve trombositler diiz kas hiicrelerinin hareketini ve
¢ofalmasim tegvik eder; diiz kas hiicrelerinin yerine kollajen gelir ve bu hiicreler de
kopiik hiicrelerine doniigtir. Lipit birikintileri ile damann intima tabakas: arasinda
koruyucu bir fibréz 6rtii olusur (28).

Sekil 2.1.2. Kalsifikasyonlu (mor boyanmis) bir aterom (Hematoksilin ve eosin boyalr) (29).

Fibro-lipit plak intimanin altinda biriken lipit yiiklii hiicrelerle tammlanir.
Kas tabakasi geniglediginden dolayr limen daralmamustir. Endotelin altinda bir
“fibroz 6rti" plagin merkezindeki gekirdegi kaplar. Cekirdekte lipit yiikli hiicreler
(makrofajlar ve diiz kaslar), hiicrelerin digindaki dokuda kolesterol ve kolesteril ester
orani yiksektir, aynica fibrin, proteoglikanlar, kollajen, elastin ve hiicre kahntilar
vardr. Ilerlemis plaklarda cekirdek bolgesinde &lii hiicrelerden salinmis kolesterol
birikimleri bulunur. Bu birikimlerde igne sekilli kolesterol kristallerinden olusmusg
kasimlar gériiliir. Bu plaklanin kenarlarinda yeni "képiigiimsii" hiicreler ve kilcal
damarlar bulunur. Yirtildiklann zaman kisiye en ¢ok zarar veren plaklar bunlardir
(30).

Fibroz plak da intimanin altinda yer alir, damar duvanmn kalmlagip
geniglemesine yol agar. Bazen kas tabakasimin kismen zayiflamasiyla beraber
liimende ufak bir daralma olarak da goriiliir. Fibroz plakta kollajen lifleri (eosinle



boyanan) ve kalsiyvum ¢okeltileri (hematoksin ile boyanan) ve ender olarak da lipit
yiiklii hiicreler bulunur (31).

Damar duvarinin igindeki ateromlar yumusak ve yirtilmaya miisaittir, fazla
bir esneklikleri yoktur. Arterler kalp atislanyla siirekli genisleyip biziiliirler, yani
nabiz atarlar. Ayrica ateromun dig kismiyla kas duvan arasmdaki kireglenme de,
aterom ilerledikce esneklik kaybina ve damann sertlesmesine yol agar (32).

2.1.3. Aterogenezde Rol Oynayan Hiicreler
_ Ateroskleroz olusumunda yer alan dort tip hiicre belirlenmistir. Bunlar
endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, trombositler ve makrofaj/monositlerdir (33).

Endotel Hiicreleri

Kan ve vaskiiler diiz kas arasinda bulunur ve vaskiiler liimende bulunan kan
icin bir bariyer olustururlar. Endotelyal sistem ileri derecede aktif bir endokrin
organdir. Endotel gevsetici (relaxing) faktdr gibi vazodilatasyon yapan maddeleri ve
endotelin gibl vasokonstriksiyon yapan maddeleri salgilayarak lokal vaskiiler
regiilasyona katkida bulunur (34).

Diiz Kas Hiicreleri

Aterogenezde yer alan temel mekanizma, intima iginde diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonudur. Bu hiicrelerin genellikle kontraksiyon fonksiyonu yaptif
diisiiniilmiigse de gergekte kontraktil durum ve sentetik durum olmak izere iki farkls
fenotipi vardir (35).

Monosit/Makrofajlar

Monosit/makrofajlar viicudun temizleyici hiicreleridir. Bazilant dolasimdan
ayrildiktan sonra, sabit doku makrofajlarn1 haline gelirler. Dolasimda kalan
monositler, ihtiya¢ halinde interldkin-1 (IL-I} dahil bir¢ok mediatdrle makrofaj olmak
igin uyanlir (36, 37). Makrofajlar uyanldiginda kemoatraktif ve mitojenik
bilesiklerin salimmini yaparlar. Bunun da diiz kas hiicrelerinin migrasyonu ve
proliferasyonuna etkisi vardir. Diiz kas hiicreleri gibi makrofajlar da lipoproteinlerin
tutulmasi i¢in LDL reseptorlerini olustururlar (36, 38). Bundan baska makrofajlar,
vag izlerinde kopik hiicrelerinin major kaynafidirlar. Ayrnica siliperoksitler ve
hidrolazlar gibi destriktif maddelerin salimomm da yaparlar. Bunlar da komsu
hiicrelerdeki hasar arttirabilirler (39).

2.2. Trombositler

Kan pulcuklan (trombositler) niikleus icermeyen, 2-4 um ¢apmda ve disk
bi¢iminde sitoplazma pargaciklardir (37). Bu yapilar kemik ilifindeki polipleid dev
hiicreler olan megakaryositler tarafindan iretilirler. Trombositler kanmn
pihtilasmasini uyarip, kan damarlarindaki gatlaklarin onarilmasim saglarlar ve kanin
damar disina ¢gikmasina engel olurlar. Her mikrolitre kanda yaklagik olarak 200.000—
400.000 kadar trombosit bulunur. Trombositler kan dolasimina girdikten sonra 8-10
glin kadar yagarlar (40).



Boyanmis yayma preparatlarda genellikle kiimelenmis olarak goriiliirler.
Trombositler soluk mavi renkte boyanan ve hyalomer adi1 verilen periferde seffaf bir
bodlge ile mor boyanan ve graniillerin yerlestigi graniilomer adi verilen merkezi
kisimlardan olusur (41). Trombositler, plazma zarimn sitoplazma igine dogru parmak
seklinde girmesiyle olusan ve ylizeye acilan kanalikiler sistem ad1 verilen bir kanal
sistemi igerir. Bu sistem, muhtemelen sitoplazmada depolanmus olan aktif
molekiillerin dis ortama atilmasinda oldukga biiyiik kolaylik saglayan fonksiyonel
yapilasmadir (42, 43). Trombositlerin periferik kisminda dairesel dizilim gosteren
mikrotubiillerin  kenar demeti bulunur; bunlar trombositlerin disk bi¢iminde
kalmalarim saglar. Hyalomer bolgesinde elektron yogun diizensiz tiiplerden olusan
ikinci bir kanal sistemi bulunur (44). Bu sisteme yogun tubuler sistem adi verilir.
Trombositlerin hyalomer bolgesinde membrana yakin olarak yerlesmig aktin igeren
mikrofilamanlar, trombosit hareketini ve trombositlerin birbirlerine yapismast
esnasinda filopod ve yiizey uzantilarimin olugmasiu saglarlar (45). Trombosit
membraninin dis yiiziinde glikozaminoglikan ve glikoproteinlerden zengin 15-20 nm
kalinlhiginda bir hiicre ortisii bulunur. Bu tabaka trombositlerin birbirlerine ve
yabanci yizeylere yapismasindan sorumludur (46). Merkezi granillomer bolgesinde
degisik Ozellikte graniiller, az sayida mitokondri ve glikojen partikiilleri bulunur .
Graniiller oldukg¢a farklidir. Yogun cisimler (delta granilleri) 250-300 nm c¢apa
sahiptirler ve kalsiyum iyonlan, pirofosfat, ADP ve ATP igerirler (47). Bu graniiller
plazmada bulunan serotonini (5-hidroksitriptamin) alarak depolarlar. Alfa graniilleri
biraz daha biiyilkk olup, 300-500 nm ¢apindadirlar. Bu graniiller fibrinojen, trombosit
kaynakli biiyiime faktorii ve trombositlere 0zgii baska bazi proteinleri igerirler.
Caplar1 175-250 nm arasinda olan kiiclik vezikiiller sadece lizozomal enzimler
igerirler ve lambda granilleri olarak isimlendirilirler. Istk mikroskobu ile
granilomerde gdzlenen graniillerin bitylik bolimii alfa graniilleridir (48).
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Sekil 2.1.3: Kan Hiicrelerinin Olusumu "Hemopoietik Agag" (49).



2.2.1. Trombosit Uretimi

Trombositler, kemik iliginin en biiyilk hiicresi olan megakaryositler
‘tarafindan {retilirler (50). Megakaryositler kemik iligini bir ag seklinde sarmis olan
vaskiller siniislerin {izerinde, eritroblastlar adaciklar halinde, graniilositler ise
metamyelosit agamasina kadar hematopoietik kordonlann ortalarinda yer alirlar (51).
Megakaryosit, poliploid bir hilcredir. Yani, niikleusu ikinin (diploidi) katlart kadar
deoksiriboniikleik asit igerir. Bu Ozellik, megakaryositopoez sirasinda sitoplazma
béliinmesinin eslik etmedigi ardisik cekirdek bollinmeleri (endomitoz) nedeniyle
ortaya ¢ikar (52). Endomitoz, megakaryositer seriye 6zgii bir boliinme §zelligidir
(53). Gen¢ megakaryositler ¢ekirdek/sitoplazma oranlan yiksek, bazofilik
hiicrelerdir. Olgunlastikca bazofili ve ¢ekirdek/sitoplazma orami azalir; asidofili,
sitoplazma biiyiikligl, ¢ekirdek lobulasyonu ve kromatin yoZunlugu artar.
Megakaryositler olgunlastikca gerek ¢ekirdek lobulasyonu, gerekse ploidi
artmaktadir. Ancak, Lob sayisindan ploidiyi belirlemek mimkiin degildir (54).
Maturasyonunu tamamlamig bir megakaryositin ¢apt 35-160 um arasindadir.
Elektron mikroskobide bu hiicrelerin en c¢arpict 6zelligi “demarkasyon membran
sistemi” denilen yaygin sitoplazmik membran agidir. Bu membran sisteminin
megakaryosit olgunlagmasi sirasinda sitoplazma membranimmn invajinasyonu
sonucunda olugtugu tahmin edilmektedir (55). Diger megakaryosit organelleri,
protein sentez elementleri olan endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi, mitokondri
ve olgunlasmamis sayisiz serbest ribozomlardir. Ayrica mikrotiibiiller, mikrofibriller,
glikojen graniilleri, yogun ve genig graniiller de izlenir. Megakaryosit sitoplazmast
icinde ileride serbestlesecek olan trombositlerin simirlarim segmek miimkiindiir.
Megakaryositer serinin morfolojik olarak taninabilen elemanlarinin gogalma
yetenekleri yoktur; yalnizca maturasyon ve trombosit tiretme 6zellikleri vardir. Bu
elemanlarin yenilenmesi, hem proliferasyon hem de maturasyon yetenekleri olan
multipotansiyel progenitér hiicrelerin farklilagmalar: ile miimkiin olmaktadir (56).
Promegakaryoblast olarak adlandirilan onciil hiicreler, gelisim siireci iginde
proliferasyon ve maturasyon yetenekleri olan prekiirsorler ile yalmzca maturasyon
dzellikleri olan olgun megakaryositler arasinda yer alirlar (57). Erken prekiirsdrlere
bzgll bir 6zellik olan proliferasyon yetenekleri oldukga azalmustir. Bu hiicreler
morfolojik olarak taninamazlar. Ancak megakaryosit ve trombositlere 6zgii trombosit
peroksidazi, glikoprotein ITb/IIla (GPIIb/Illa), von Willebrand fakt6rii (vWF) gibi
yiizey ve sitoplazmik isaretler tasimalar1 nedeniyle belirlenmeleri miimkiindiir (58).

Morfolojik olarak taminabilen, matiir megakaryositlerin 4 gelisim evresinden
gestikleri gbzlenir. Megakaryoblast (stage I) yiiksek bir ¢ekirdek/sitoplazma oranina,
dar ve bazofilik bir sitoplazmaya sahiptir. Promegakaryosit asamasinda (stage II)
hem sitoplazma voliimii hem de trombositlere dzgii graniiller artmugtir. Stage Il ve
stage IV graniiler megakaryositler bu serinin en olgun elemanlar olup, trombosit
tiretimi bu asamalarda izlenir. Stage IIT graniiler megakaryositlerde ¢ekirdek siklikla
perifere itilmistir. Sitoplazma oldukga genis ve yogun diizeyde graniilerdir. Elektron
mikroskobide demarkasyon membran sisteminin yayginlasmig oldugu izlenir. Isik
mikroskobisinde stage IV graniiler megakaryositlerin sitoplazma smrlarimn
diizensizlestigi goriiliir. Sitoplazma, tam olarak saptanamayan bir mekanizma ile
trombositler olusacak sekilde pargalandiktan sonra geriye kalan ciplak niikleus
makrofajlar tarafindan fagosite edilir (8, 59, 60).
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Megakaryosit sitoplazmasinin trombositlere doniismesi konusunda degisik
hipotezler ileri sirilmiistiir. Daha ¢ok kabul edilen akim modelidir. Buna gére in
vitro kiiltiirlerde megakaryositlerin ince uzantilar olusturduklari ve bu sirada
demarkasyon membran sisteminin kayboldugu gbzlenmistir (61, 62). Bir¢ok bogum
yapan bu uzantilara proplatelet adi verilmis, bogumlarm trombosit simrlarim
olusturduklan distiniilmiigtiir. Megakaryositlerin, in vivo sartlarda kemik iligindeki
vendz siniislerden igeriye dogru uzanan benzer yapilar olusturduklar saptanmugtir.
Kan akimimn etkisiyle proplateletlerin bogum bélgelerinden kopmalar meydana
geldigi ve bu sekilde serbest kalan trombositlerin dolasima katildiklan ileri
stirtilmiigtiir (63, 64). Demarkasyon membran sisteminin bir trombosit membran
rezervi oldugu diisiiniilmekle birlikte, trombosit membran yapisina nasil katkida
bulundugu heniiz anlagilabilmis degildir. Megakaryosit sitoplazma zar1 ve onun
invajinasyonu sonucunda olustugu diigiinilen demarkasyon membran sisteminin
yapilarimn trombosit membran yapisindan farkli oldugu gosterilmistir. Bu yiizden,
trombosit membrammin  direkt olarak bu membran yapilarindan olusmadig
diistiniilmektedir. Megakaryosit ve proplateletlerin de periferik kana ¢ikabildikleri,
burada ve pulmoner dolagimda fragmente olup trombosit iiretebildikleri
gbsterilmistir. Ancak, kemik iligi disina ¢ikan megakaryositlerin trombosit
iiretimindeki relatif katkilari hentiz aydinlatilamamastir (65, 66).

2.2.2. Trombosit Uretimi’nin Diizenlenmesi

Birgok sitokinin megakaryositopoezde rol oynadig1 gdsterilmistir. Etkileri
megakaryositer seriye spesifik olmayan interldkin-3 (IL-3), interlékin-6 (IL-6),
interlokin-11 (IL-11), graniilosit-makrofaj koloni uyanci faktdér (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor, GM-CSF), lésemi inhibe edici faktor
(leukemia inhibitory factor, LIF) ve stem hiicre faktdriiniin (stem cell factor, SCF)
megakaryositopoez iizerinde sinerjistik katkilart oldugu bilinmektedir (67). Bu
sitokinler yalmizca megakaryositopoezin erken evrelerine etki etmekte ve/veya
trombopoietin  yoklugunda morfolojik olarak normal yapida megakaryositler
iretememektedirler (68, 69). Megakaryositer serinin 6zgiil sitokini olan
trombopoietinin esas yapim yeri karacigerdir. Sabit bir hizda sentezlenen bu sitokin
hedef hiicreleri olan megakaryosit ve trombositler tarafindan metabolize
edilmektedir. Trombopoietin, diger sitokinlerin etkilerinin nétralize edildigi sartlar
altinda bile megakaryositopoezin biitiin agamalarini uyarabilmektedir (70, 71).

2.2.3. Trombosit Aktivasyonu
Trombosit aktivasyonunun ti¢ asamada gergeklestigi kabul edilir:

1) Uyan: Genellikle agonistlerin ortaya ¢ikmasma yol agarak trombosit
aktivasyonuna neden olan bir olay vardir. Agonistlerin trombositlere baglanmasi
bu hiicrenin aktivasyonunu baslatir.

2) Hiicre igindeki ikincil mesajcilarin uyariys iletmeleri.

3) Cevap: Trombosit iskelet yapisinin degismesi, trombositlerin fibrinojen aracilif
ile yapisip kiime olusturmalari ve graniil sekresyonudur.

Trombosit aktivasyonunu baglatan agonistler zayif ve giiglit olarak simiflanirlar.

Giiglil agonistler (kollajen, trombin vb.) agregasyonun engellendigi sartlarda dahi
(6. Glanzman trombastenisi} graniil sckresyonunu uyarabilirler. Zayif agonistler
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(ADP, epinefrin vb.) ise yalmz baglarina graniil sekresyonunu uyaramazlar; ancak
agregasyonu uyarabilirler. Agregasyon neticesinde sekresyon gergeklesebilir (72).

Trombosit agonist reseptorleri, ¢ofunlukla transmembran uzantilarni da olan
plazma membran proteinleridir. Tam anlamuyla karekterize edilebilen reseptorlerin
¢ogu “G proteinleri ile iligkili reseptdrler” gurubundandir (Tablo 3).

Tablo 2.2.1. Trombosit agonist reseptdrleri (73)

Agonist Reseptir Reseptoriin Tipi
Trombin Trombin reseptorii G proteinleri ile asosiye
Tromboksan A2 Tromboksan A2 reseptdrii | G proteinleri ile asosiye
Epinefrin alfa2-adrenerjik reseptdr G proteinleri ile asosiye
Platelet activating factor (PAF) | PAF reseptorii G proteinleri ile asosiye
Vazopressin V1 reseptor G proteinlerd ile asosiye
ADP ? ?

Kollajen GPJIa/Ilab Integrin

Bu reseptorlerin ortak Ozellikleri, yedi adet transmembran kivrimi olan tek
bir polipeptid yapisinda olmalan ve olusturduklar: uyariy: ikincil mesajcilara ileten,
G proteinleri olarak adlandinlan adaptdr proteinler kullanmalandir (74). Trombosit
aktivasyonu genellikle birden fazla ikincil mesaj sisteminin uyarilmasi ile sonuglanir.
En iyi bilinen iki ileti sistemi fosfoinozitid hidroliz yolu ve eikozanoid yoludur.
Fosfoinozitid hidroliz yolu, G proteini tarafindan aktive edilen fosfolipaz C’nin
trombosit membrammn i¢ ylizeyinde bulunan fosfotidil inozitol 4, 5-bifosfat’s (PIP2)
pargalamast ile baglar (73). Agiga ¢ikan inozitol trifosfat (IP3) ve diagil gliserol
(DAG) ikincil mesajct olarak gérev yaparlar. IP3 yogun tiibiiler sistemi etkileyerek,
buradan sitoplazma ic¢ine kalsiyum salinmasim saglar. Sitozolik serbest kalsiyum
diizeyinin artmas1 ve DAG’un direkt etkisi ile bir bagka sinyal sistemi olan protein
kinaz C (PK.C) sistemi de uyarilir. PKC sinyal sisteminin trombositlerdeki rolii hentiz
tam anlamuyla anlagilamamigtir (75). Sitozolik serbest kalsiyum diizeyinin artisinin
bir diger neticesi ise, eikozanoid yolunun aktivasyonudur. Kalsiyum diizeyinin artisi
ile uyarilan sitoplazmik fosfolipaz A2, yogun tiibiiler sistem membramindan ve belki
de sitoplazma zarindan aragidonik asit ayrilmasmu saglar.  Aragidonik asit
sitoplazmada baglica tromboksan A;’ye (TxA;) metabolize edilir. Hiicre digina
salnan TxA,, civardaki trombositleri de uyararak trombosit aktivasyonunun
amplifiye olmasim saglar (76).

Glikoprotein-Ib’nin de yiksek afinite ile trombin baglayabildigi
gdsterilmistir. Ancak fonksiyonel bir reseptdr oldugu heniiz kanitlanamamstir.
GPIa/lla’nin kollajen bagladigy gosterilmistir. Ancak fonksiyonel bir reseptor oldugu
hentiz kamtlanamamistir. GPIIb/IITa ve GPIV de kollajen baglayabilmektedir (77).

Trombosit reseptdr uyarilmasi ve G proteinleri aracihig ile ikincil mesajci
sistemlerin aktivasyonu ile trombosit aktivasyonunun nihai sonuglan olan sekresyon
ve agregasyon asamalart arasinda, hiicre iginde ne cereyan ettifi ¢ok 1iyi
anlastlamamustir. Sitozolik serbest kalsiyum diizeyinin artmasi1 ve PKC sisteminin
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aktivasyonu neticesinde inaktif durumda bulunan bazi trombosit enzimlerinin aktif
duruma gectikleri tahmin edilmekte, ancak bu enzim aktivasyonlarimin nasil bir
mekanizma ile graniil ekzositozuna, agregasyonu miimkiin kilan aktin iskeleti
reorganizasyonuna ve fibrinojen reseptér aktivasyonuna yol agtiklan
bilinmemektedir. Son yillarda trombosit aktivasyon mekanizmasi konusunda yeni
bilgiler elde edilmigtir (78):

1) Trombosit aktivasyonu neticesinde sitozolik kalsiyum diizeyinin artisi ve PKC
yolunun uyarilmasi ile sonuglanan fosfoinozitid hidroliz yolu aktivasyonu disinda,
fosfoinozitid sentezi de uyarilmaktadir. Bu yolun iiriinleri olan PIP2’1 ve fosfatidil
inozitol 3, 4, 5-trifosfat’in aktin filament reorganizasyonunda direkt olarak rol
oynadiklar1 gosterilmigtir (79).

2) PKC sinyal iletim sisteminin uyarilmasinin fibrinojen reseptori olan GIIb/IIla’nin
aktivasyonu ile sonuglandigma dair yeni deliller elde edilmistir (80).

Ozetlenen bu iki mekanizma trombosit morfolojisinin degismesi ve fibrinojen
baglanmasi ile sonuglanmakta, dolayist ile agregasyon ortaya ¢ikmaktadir. Gerek
fosfoinozitid sentez sistemi yolu ile aktin iskeleti reorganizasyonunda, gerekse PKC
sistemi yolu ile GPIIb/IIla reseptor aktivitesinin ayarlanmasinda plekstrin ad1 verilen
bir protein onemli diizenleyici roller oynamaktadir (81). Ilging olarak, sinyal
iletiminde ve trombosit iskelet yapisinda rol oynayan birgok proteinin plekstrin ile
homolog motifler igerdikleri saptanmustir. Plekstrin homoloji bolgeleri olarak
adlandirilan bu iinitelerin gérevleri heniiz anlagilamamistir (82).

2.2.4.Trombosit Agregasyonunun Molekitler Temelleri

Trombosit agregasyonu enerji harcanan bir sliregtir. Agregasyonun gergeklesmesi
i¢in intakt trombositler haricinde mutlaka olmas: gereken iic komponent daha vardir
(83):

1. Trombosit agonisti: In vivo trombosit agonistleri Tablo 2.2.1°de gosterilmistir.
Agonist ile uyarilmay: takiben ilk anda trombositler diskoid yapidan sferik forma
doniigir. Bu sirada, agregometre turbiditede hafif bir artis kaydeder. Bu
transformasyon trombosit agregasyonu igin sart degildir. Omegin, epineftin
kaydedilebilen bir sekil degisiklifine neden olmadan agregasyon olusturur (73).

2. Divalan katyonlar: Trombosit agregasyonu igin milimol diizeyinde
konsantrasyonlarda kalsiyum ve magnezyuma ihtiyag vardir. Kalsiyum
GPIIb/Illa’mn ligandlarina baglanabilmesi igin gereklidir (84).

3. Fibrinojen: Fibrinojen, fibrin olusturmasi ve trombosit agregasyonunu
destcklemesi dolayisiyla trombus olugumunda iki ayr role sahiptir. Uyarilmamisg
trombositlere ¢ok az miktarda fibrinojen baglanabilirken, ortama agonist eklenip
uyartldiklarinda hiicre basina 40.000 fibrinojen molekiilii baglanabilmektedir.
GPIIb/IIla reseptoriiniin latent durumdan, fibrinojen baglayabilecek aktif duruma
gegmesi biitiin agonistlerle olan trombosit aktivasyonunun ortak bir sonucudur.
Ortamdaki divalan iyonlar uzaklagtinlinca, fibrinojenin artik trombositlere
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baglanamadig: izlenir. O halde agonistler fibrinojen reseptoriini indiklemekte,
fibrinojen ile GPIIb/IIla’nin baglanmasi iginse kalsiyum gerekmektedir (85).

Dimerik bir protein olan fibrinojenin komsu iki trombositin GPITb/IIIa reseptorleri
arasinda  koprii  olusturmak suretiyle trombosit agregasyonunu sagladigi
diigtiniilmektedir. Fibrinojen ile GPIIb/Illa baglanmas: baslangigta tersinebilir bir
reaksiyondur. Divalan iyonlarin ya da agonistlerin ortadan kalkmasi ile fibrinojen
reseptrinden aynlabilir (86). Trombosit sekresyonunu uyaramayacak kadar digiik
konsantrasyonda ADP veya epinefrin kullamilarak ya da sekresyon bozuklugu olan
trombositlerle agregasyon incelendiginde kiiglik bir agregasyon dalgasi ortaya
cktifn, ancak agregasyonu amplifiye edecek yogun ve granill igerikleri
salmamadigindan dolayr trombositlerin fibrinojen molekiillerinden ayrilarak
¢oziindiikleri (disagregasyon) izlenir (87). Uygun sartlar altinda fibrinojen ile
GPIIb/IIla arasmdaki baglanma stabilize olarak tersinmez hale gelir. Bu doniisim
kalic1 trombosit agregasyonuna yol agar. Kalici trombosit agregasyonunun molektler
mekanizmasi iyi bilinmemektedir. Bu agamada, GPIIb/IIla-fibrinojen kompleksinin
trombosit iskeletine baglandig ileri siiriilmektedir (88).

2.2.5. Aterosklerozda Trombositlerin Rolii ve Aktivasyonu

Aterogenezin hemen her agamasinda lezyon iizerinde trombosit kiimeleri veya
mural trombiisler goriilebilir. Trombositler, cekirdeksiz hiicreler olduklarindan
protein iiretememelerine karsin, icerdikleri graniillerde ¢ok sayida degisik mitojenler,
sitokinler ve vazoaktif maddeler tasirlar. Endotel hasarinda oldugu gibi, herhangi bir
bicimde tetiklenen trombosit aktivasyonu ve agregasyonu, sonugta degraniilasyona
ve bu maddelerin sahiverilmesine neden olur. Bu mekanizma aterogenezde rol
oynamaktadir. Yiiksek kolesterol diizeyinin, stres ve sigaramin trombosit
agregasyonunu arttirarak, bu mekanizmayr hizlandirdifn diigtiniilmektedir (89).
Trombosit aktivasyonu aterosklerozun farkl safhalarinda goriilebilir. Dolagimdaki
aktive olmus trombositler, aterosklerozun trombotik olaylariyla iligkilidir (90).

Aterosklerozda trombosit aktivasyonundan sorumlu molekiiler mekanizma
bilinmemektedir., Aktivasyonla birlikte trombositlerden bir dizi adeziv ve
proinflamatuar bilesikler salimir. Bu salinum olaylarinda o-graniiller ve yogun tiibiiler
sistem yer alir. Bunlardan o-graniiller, inflamasyona aracilik eden adeziv peptit ve
proteinleri depolar. Bu bilegiklerden ¢ofu inflamasyon ve aterosklerozla
ilgilidir. a—graniillerden salinan IL-18 ve CD40 ligand1 (CD40L) son yillarda ilgi
odag1 olmustur (91).

2.3. CD40 sinyalizasyon yolag

2.3.1. CD40

CD40, 45kD agirliginda transmembran bir glikoproteindir ve monomer
olarak bulunur. CD40, TNF gen ailesine iiye fosforillenmis bir membran glikoprotein
reseptoriidiir(5). Bu ailenin diger tyeleri arasinda TNFR tip I (p35-TNFR ve
CD120a) ve tip II (p75-TNFR ve CD120b), digiik-afiniteli sinir bilyiime faktori
reseptérii, CD27, CD30, CD95 (Fas/Apo), Ox40, DR-3/4/5, RANK, ve 4-1BB.99
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vardir. Genin {iranskripsiyonu 277 amino asitli ve 48-kDa agirhkta tip I
transmembran proteini olugturur, Niikleer faktdr (NF)-xB ve STAT baglayic
kisimlardaki promotor bolgelerin aktivasyonu sonucu gen transkripsiyonu gergeklesir
. Son caligmalar, CD40 expresyonuna RelB’nin dogrudan katildifim gdstermistir.
Amino asit diizeyinde insan ve kemirgen CD40 lar1 %62 genel sekans benzerligi
sergilerken, intraselliiler bolgede ve C-ucunda bulunan 32 rezidide sirasiyla %78 ve
%100 benzerlik saptanmustir. Ekstraselliler bdlgesinde yapilan {i¢ boyutlu
analizlerde CD40 ile TNFR arasinda giiglii yapisal benzerlik saptanmistir.

CD40, B lenfositlerin yam sira, bir ¢ok bagka hiicrede de eksprese edilir.
Tablo 2.3.1 de CD40 eksprese eden hiicre tipleri gosterilmistir.

Tablo2.3.1. CD40 ve CD40L eksprese eden hiicreler.

Hiicre tipi

B lenfositler

CD34" progenitor hiicreler

T lenfositler (CD4", CD8", CD4'/8" ,TCR")

Polimorfoniikleer graniilositler (bazofiller, eosinofiller)

CD40 Mononiikleer fagositler (monositler, makrofajlar)

Dendritik (langerhans) hiicreler

Epitelyal hiicreler

ECs

SMC (vaskiiler, brongiyal)

Keratinositler

Fibroblastlar

B lenfositler

T lenfositler (CD4™, CD8", CD4"/8" , TCR", CD45RO",
CD45RA", ThO", Th1®, Th2", Tcl®, Tc2™)

Polimorfoniikleer graniilositler (bazofiller, eosinofiller)

CD40L Mononiikleer fagositler (monositler, makrofajlar)

Dendritik (langerhans) hiicreler

Epitelyal hiicreler

ECs

SMC (vaskiiler, brongiyal)

Mast hitcreleri

Naturel Killer (NK) hiicreleri

Trombaositler

Tim bu hiicreler, CD40’1 in vitro ortamda ve saghikli dokularda eksprese
eder. Inflamatuar sitokinler varhigmmda (érnegin: IL-1, IL-3, TNF-a, GM-CSF ve
ozellikle IFN-y) in vitro CD40 ekspresyonu artar.

Trombositlerde CD40 ve CD40L ekspresyonunun varlifi trombosit
aktivasyon mekanizmalarindan birini gdstermektedir ve trombosit .aktivasyon
gostergeci olarak kullanilmaktadir (5).
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Sekil 2.3.1. CD40’1n trombus olusumundaki rold (92).

CD40L’1n CD40 reseptdriine baglanmasi, enflamatuar sitokinlerin salimmna,
adezyon molekiillerinin ekspresyonuna, matriks metalloproteinaz aktivasyonuna ve
doku faktériiniin ekspresyonuna neden olur (6). Bunlara ilave olarak, CD40-CD40L
etilesimi reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumunu arttirarak endotel hiicre gégiine
neden olurlar (4).

Son yillarda yapilan g¢aligmalar, trombositlerin inflamasyon ve vaskiiler
hasarda rol aldigint géstermistir. Uyarilan trombositler, CD40L ve interldkin-6 (IL-6)
gibi proinflamatuar sitokinler, platelet faktér-4 (PF-4) gibi proinflamatuar
kemokinleri salgilamaktadir ki tiim bu molekiiller, hiperkolesteroleminin aracilik
ettigi inflamatuar olaylarda rol almaktadirlar (9).

CD40L, trimerik yapida bir transmembran proteinidir. CD40L istirahat
halindeki plateletlerin sitoplazmasinda bulunur ve aktivasyonla beraber ¢ok hizli bir
bigcimde yiizeyde sunulur (93). Yiizeyde eksprese olan CD40L dakikalar veya saatler
sonra ayrilarak, ¢ozimilir haldeki sCD40’lan olustururlar. Trombosit kaynakli
sCD40L ¢esitli inflamatuar cevaplar olusturabilir. CD40/CD40L yolagimin bloke
olmasi, aterosklerozu belirgin bi¢imde azaltnustir (94). CD40L’nin bu asamaya nasil
katkida bulundugu heniiz bilinmemektedir (91).
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2.4. Plazmada Olciilen Trombosit Aktivasyon Markirlar

2.4.1. P-selektin

P- selektin glikoproteini, trombositlerin alfa-graniillerinde bulunur ve
trombositlerin aktive olmasi ile ¢ok huzli bir bigimde hiicre yiizeyine transloke olarak
en az 1 saat trombositlerin yiizeyinde kalir. P-selektin ilk olarak aktive olmus
trombositlerin yiizeyinde teshis edildigi i¢in p-(platelet)-selektini olarak adlandirilir
ve trombosit aktivasyon markir: olarak kullamlir (95).
Daha o6nceki calismalarda kullamlan trombosit aktivasyon markirlar arasinda
kullanilan ve yine alfa-graniillerden salinan platelet faktér 4 (PF4) ve beta-
tromboglobulin bulunmaktaydi. Bu markirlarin yar1 Omiirleri ¢ok az ve &lgiim
araliklar1 ¢ok genistir (95).

2.4.2. Interlokin-6 (IL-6)

Interlékinler, ilk kez goriildiikleri beyaz kan hiicreleri olan lenfositlerce
eksprese edilen sinyal iletimine aracilik eden molekiiller olan sitokinlerin bir
grubudur. Adi, lenfositlerden “lokin” ve haberlesme anlaminda “inter”den gelir.
Interlokin-6 (IL-6), makrofajlar, TH2-hiicreleri, B hiicreleri, astrositler ve endotel
hiicrelerinde bulunur ve hedef hiicrelerdeki CD126 ve CD130 reseptdrlerine
baglanir. Hedef hiicreleri olan etkin B hiicrelerinde farkilagmaya, plazma
hiicrelerinde antikor salmmina, hematopoietik kok hiicrelerinde farkiliagsmaya ve T
hiicrelerinde akut faz reaksiyonuna neden olurken hematopoezis ve enflamasyonda
islev gosterdigi belirtilmigtir (96). TL-6’mn, hem hayvan hem de insanlarda trombosit
iiretimini arttirdigy gosterilmistir. Buna ek olarak, IL-6, trombositlerin fonksiyonunu
degistirerek onlarin trombin ve platelet aktive edici faktdr tarafindan aktivasyona
daha duyarh hale getirir. Sonug olarak IL-6, trombosit aktivasyonunu hizlandirir
(97).

2.4.3. Platelet Faktor 4 (PF4)

Platelet faktor 4 (PF4), gelismeckte olan megakaryositlerde eksprese olarak,
trombositlerin o-graniillerinde depo edilirler. Trombosit aktivasyonuyla dolagima
salinarak konsantrasyonu 25uM’a ulagir. PF4, viiksek afiniteyle heparine ve
glikoaminoglikanlara (GAG) baglanir. Her ne kadar PF4*iin biyolojik fonksiyonlari
bilinmiyor olsa da, biyolojik fonksiyonlarinin merkezini GAG’lara baglanmasinin
olusturdufiu sdylenilmektedir (98). PF4, diisik dansiteli lipoprotein reseptdriine
(LDL-R) baglanarak, LDL’nin reseptdriine baglanmasim ve dolayisiyla yikimim
engeller. Yikima uframayan LDL miktarn artarak oksidasyona ugrar. Bir bagka
calismada, PF4’iin oksidasyona ugramug LDL (0xLDL)’ye dogrudan baglanabildigi
ve dolayisiyla oxLDL’nin endotel hiicrelere, diiz kas hiicrelerine ve makrofajlara
baglanmasim arttirarak atherosklerozu tetikledigi gdsterilmistir (99).

2.5. Kolesterol

Kolesterol insan viicudunun baglica steroliidiir. Hiicre membranlanimn ve
plazma lipoproteinlerinin yapisal elemam oldugu gibi, steroid hormonlarin ve safra
asitlerinin sentezinde 6ncll bilesiktir. Kolesteroliin, plazmada tasimminda veya
metabolizmasindaki anormallikler, miyokard infarktiisii veya beyin sokuna sebep
olan damar sertlesmesi yani aterosklerozun gelisimi ile iligkilidir. Ayrica safra taglari
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da baslica kolesterolden olugurlar. Tim bu ciddi hastaliklar, bu hastaliklarin
Onlenmesi, teghisi ve tedavisi temelde kolesterol metabolizmasinin anlasilmasini
gerektirir (100).

Steroller, steroidlerin bir smifi olup Cs’de bir hidroksil grubu, Ci;’de de bir
hidrokarbon yan zinciri icerirler. Kolesterol, niikleusa eklenmis 20’den 27’ye kadar
numaralandirilan sekiz karbon atomlu bir hidrokarbon yan zincire sahiptir .(101)

ClHB C{‘a
o5 CH—Ckg—l-sz—C}-g—cEH
CHy

HO
Sekil 2.5.1. Kolesterol molekiiliiniin kimyasal yapisi.

2.5.1. Kolesterol Metabolizmasmda Karacigerin Rolii

Karaciger metabolizmanin merkezi kontrol orgamdir. Sindirim sistemi yolu
ile viicuda dahil olan besin maddeleri karaciferden gecerek metabolize edilir.
Karacigerde karbonhidrat ve proteinlerden asetil koenzim-A, asetil koenzim A’lardan
yag asitleri ve kolesterol, kolesterolden ise safra asitleri yapilir. Karaciger fosfolipit,
kolesterol ve bazi lipoproteinleri plazmadan alan, organizmanin enetji ihtiyaci
oldugu hallerde besinsel veya depo kaynakl yag asitlerini pargalayan organdir (102,
103).

Karacigerdeki total lipit miktari, bir taraftan vena porta yolu ile ve biyiik
dolasimla karacigere gelen ve karaciferin bizzat kendisinin karbonhidrat ve
proteinlerden yaptiga lipitlede ve yag asitlerinin yag depolarindan karacigere
gonderilmesiyle artar. Karacigerin %4 g. kadar olan normal lipit diizeyi, bu faktdrler
arasmda bir dengenin devami ile muhafaza edilir. Karacigerdeki lipitlerin 3’
fosfolipit, %4’ triagil gliserollerden ibarettir (104). Triagilgliseroller normal halde
karacigerde birikmez. Ancak bu faktdrlerden birinde veya digerinde artma veya
azalma, karacigerde fazla miktarda triacilgliserol birikmesine neden olur. Bu duruma
karacifer yaglanmasi denir. Fazla miktarda yag yenmesi, karbonhidrattan agiri
miktarda yag yapilmasi, karacigerden depolara az yad gitmesi ve karacigerde yag
sarfiyatinin azalmasi karaciger yaglanmasmin sebepleridir (105).

2.5.2. Kolesterol Biyosentezi

Insan dokularinda kolesterol; aminoasit, karbohidrad veya ya§ asitlerinin
anahtar metabolik ara iiriinii olan asetil KoA’ dan sentezlenir. Karaciger, kolesterol
sentezinin yapildig dokudur. Ancak steroid hormonlarin yapildif1 adrenal korteks,
testis ve over gibi dokular da kolesterol sentezleme kapasitesine sahiptirler (106).

16



Kolesterolin yapildign isoprenoid biyosentez yolu ¢ok sayida dallanma
noktasi icerir. Her bir dal biyolojik 6nemi olan bilegigin sentezine gider. Memelilerde
bunlar; farnesil pirofosfat, geranilgeranil pirofosfat, ubikinon, dolikol ve tRNA’ lara
eklenen isopentenil gruptur. Tim bu maddeler dalli zincirli bes karbon atomlu
isopiren birimlerden olugur (107)

Kolesterol sentezi {i¢ basamakta izlenir. Birinci basamakta, asetil-KoA alti
karbonlu tiyoester ara iiriine doner; 3-hidroksi-3 metilglutaril KoA (HMG-KoA).
{kinci basamakta HMG-KoA 30 karbon atomlu halkasal olmayan hidrokarbonlardan
olusan squalen’e doner (108).

Usglincli basamakta ise squalen halkalasir ve 27 karbon atomlu sterol olan
kolesterole doner. Squalen’ in kolesterole doniligimii endoplazmik retikulunda
gergeklesir. Sentezin son agamasinda yer alan ara iriinler, sitoplazmada sterol
tagiyict proteine bagh bulunurlar (109).

Normal kan plazmasinda ortalama %200 mg. total kolesterol bulunur. Bunun
2/371 ester kolesterol 1/3’1 serbest kolesterol halindedir. Kan plazmasinda kolesterol
lipoprotein halinde tagimir. Kolesterol en ¢ok karaciferde olmak iizere, hemen her
dokuda enzimatik reaksiyonlarla sentez edilir. Karaciger serbest ve ester kolesteroliin
baslica kaynaidir. Kolesterol karacigerden ozellikle safra ile salgilanir, bagirsaklara
gecer ve emilir. Emilen kolesterol, lenf ve kan yolu {lizerinden karacigere gelir ve
tekrar safra ile salgilanir. Yani kolesteroliin bagirsak karaciger arasit bir dolammi
vardir (110).

Bazi patolojik hallerde kandaki kolesterol miktart artar. Bu duruma
“hiperkolesterolemi”, azalmasina ise “hipokolesterolemi” denir (111).

2.5.3. Kolesterol Sentezinin Kontrolii

2.5.3.1. Feed Back Inhibisyon

Diyetle alinan kolesterol, karacigerdeki kolesterol sentezi ilizerine kuvvetli
feed-back inhibitor etkiye sahiptir. Bu etki, kolesterol sentezindeki hiz kisitlayica
basamaktaki HMG — KoA rediiktaz enziminin regiilasyonu ile ger¢eklesir (112).

Karacigere diyet kolesterolii silomikron artifindan gelir. Sentezi azaltic1 etki
ile ( down regiilasyon ) hepatositlerdeki HMG-KoA rediiktaz icerifi degisir. HMG
KoA rediiktazin yart 6mrii iki saattir. Enzim sentezinin, gen transkripsiyonun
inhibisyonu ve protein yikiminin uyarilmasi ile yavaglamasi, hepatositlerde bu enzim
aktivitesinin birka¢ saatte diismesine neden olur. Silomikron artiklan, hepatosit
yiizeyindeki reseptérlerine baglanip, endesitoz ile hiicre igine gegerler. Bu arada
kolesterol esterleri lizozomal asit lipaz ile hidroliz olurlar. Boylece, hiicredeki
kolesterol igerigi artarken, HMG KoA rediiktaz aktivitesi diiger. Bu enzim, sentezde
hiz kisitlayici enzim oldugu igin, kolesterol sentezi yavaslar (113, 114).
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2.5.4. Kolesterol Transportu

Diyetle alinan kolesterolin %85-90°1 da bagrsak mukoza hiicresinde tekrar
esterlestirilir. Barsakta sentezlenen kolesterol, silomikron ve VLDL igine inkorpore
olarak lenf yolu ile kan dolagimuna oradan karacigere tasinir. Plazmada iken %70-80
oraminda esterlesmistir (115). Karacigere ulasmca ester formu kolesterol ester
hidrolaz ile hidrolize ugratilarak serbest kolesterol halinde hiicreye alimr (104).
Karacigerde sentezlenen VLDL ve plazmada VLDL’den liretilen LDL, kolesteroliin
bliyiik bir kismuu tagiyarak hedef dokulara ulagtirir. Diyetle alinan kolesterol
esterleri, barsakta serbest kolesterole doniiglir. Diyetle alinan kolesterol ve
enterohepatik dolagimla gelen kolesterol, barsak mukoza hiicrelerine alinir. Ayrica
bu hiicrelerin sentezledigi kolesterol de buna katilir. Serbest kolesteroliin ¢ogu,
burada kolesterol esterine gevrildikten sonra silomikronlarin yapisina katidir.
Silomikronlar lenf yolu ile dolasima ulasir. Dolasimda iken lipoprotein lipazin etkisi
ile bilesiminde bulunan serbest kolesteroliin ve fosfolipidlerin bir kismuima HDIL. ye
verir. Geri kalan kisma silomikron kalintis1 denir. Bu gilomikron kalintis1 karaciZere
gelir. Karacigerde sentezlenen VLDL’nin yapisinda olan kolesterol ve kolesterol
esterleri plazmada tekrar lipoprotein lipaz ve hepatik lipazin etkisi ile IDL ve LDL
lipoproteinleri iginde periferik hiicrelere veya kismen LDL reseptérleri ile tekrar
karaciger hiicrelerine tasinar (116).

Ozetle, kolesterol ve kolesterol esterleri kanda plazma lipoproteinleri olarak
tasimirlar. Lipoproteinler farkli lipid ve protein kompozisyonuna sahiptir. Bundan
dolayr her birinin dansitesi farklidir. Diyetle almman lipidler silomikron iginde
tasiirlar. Lipoprotein lipaz enzimi ile silomikronun trigliseridi yapidan aynlir.
VLDL karacigerden kolesterol, kolesterol esteri ve trigliseridi diger dokulara tagir.
Triagilgliserol lipoprotein lipaz ile yikilir ve béylelikle VLDL, LDL’ye donisir.
LDL, kolesterol ve kolesterol esterleri agisindan zengindir. LDL, VLDL kalintilan,
silomikron remnantlart hiicreye reseptdr aracili endositoz ile almur. HDL
ekstrahapatik dokulardan kolesterolil, karacigere tasir (116).

Diyet durumu veya genetik defektler kolesterol metabolizmasim etkiler ve
atheroskleroz ve kalp hastaliklarma yol acar. Karacier tarafindan kolesteroliin
elimine edilmesi su sekillerde olur; safrada degismemis kolesterol olarak, periferik
dokulara gonderilen plazma lipoproteinlerinin bileseni olarak veya barsak lumenine
salgilanan safra tuzlart olarak. Plazmadaki kolesteroliin 2/3’iinden fazlasi ester
formundadir. Baglica esterler kolesterol linoleat ve kolesterol oleattir. Kolesteroliin
plazmada esterlesmesinde lesitin kolesterol agil transferaz (LKAT) karaciger ve ince
barsakta esterlesmesinde ise agil kolesterol agil transferaz (AKAT) enzimleri rol
oynar. HDL, dokulardan aldig1 serbest kolesterolil esterlestirmek igin LKAT’i
kullanir. Hiicre igindeki kolesterol bazi yapisal ve sentezsel amaglar igin hemen
gerekli degilse AKAT tarafindan esterlestirilir (117).

2.5.5.Kolesteroliin Yikinn

Kolesterol esterleri, pankreatik kolesterol esteraz yardimu ile yag asidi ve
serbest kolesterole pargalanirlar. Halka yapisi H,O ve CO:’ye kadar mefabolize
edilemez. Kolesteroliin steroid niikleusu insan vicudunda yikilamaz. Bu yiizden
kolesterol ya safra igine salgilanir ve bdylece kolesterol atilmak iizere barsaga tagimr
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ya da kolesterol safra asitlerine doniigiir ve boylece feges ile atilir. Barsaktaki
kolesteroliin bir kismi atilmadan 6énce bakteriler tarafindan degistirilir. Bu sekilde
olusan bilesikler koprostanol ve kolestanol’diir. Bu iki izomer arasindaki tek fark A
ve B halkalar arasindaki H atomlarinin konumlandir (118, 119).

2.5.6. Karaciger Dis1 Dokularda Regiilasyon

Karacigere benzer sekilde bir ¢ok dokuda, plazmadan dokuya gegen
kolesterol miktar: ile uyumlu, sentezi azaltict etki ( down regiilasyon ) vardir. Fakat,
lipoproteine baglh olarak, karacigerdeki feed—back inhibisyondan farklidir (120).
Karaciger disi dokulara kolesterol, kolesterol esterinden zengin LDL ile tagmur.
LDL, hiicre yiizeyinde bulunan ve LDL reseptor denilen spesifik proteine baglanip,
hiicre i¢ine kolesterolil birakir. Bu da HMG KoA rediiktaz aktivitesini inhibe edip
kolesterol sentezini azaltir. Bunun diginda goriilen inhibisyonlar su sekildedir (121);
o HMG KoA rediiktazin kovalent modifikasyonu
» Sirkadian ritm
¢ Hormonal kontrol
¢ HMG KoA rediiktaz inhibitdrleri

2.5.7. Kolesteroliin trombosit Aktivasyonuna Etkisi

Serum kolesterol diizeyinin artmasi ile trombosit aktivasyonu arasinda dogru
orant1 belitilmistir (122). Buna ilave olarak kolesterolle inkiibe edilen trombositlerde
CD40L ekspresyonunun ve CD40L aracilikli prthtilagmanin arttig1 belirtilmistir (123).
Nofer ve arkadaslan (124) hiperkolesterolemiye bagli olarak trombosit membraninda
Na'/K* antiportunun inhibe oldugunu ve trombositlerin bu mekanizmayla aktive
oldugunu belirtmiglerdir.

Diyetle alinan kolesterol karaciger metabolizmas: {izerine negatif etki eder.
Kolesterol metabolize olurken karacifer hiicrelerince alinir, bu esnada bilyiik Slciide
reaktif oksijen tiirleri meydana gelir. Bu siire¢ sonucu, oldukga toksik liriinler olan
lipid peroksitlerin aldehit, epoksit ve karbonil tiirevleri iiretilirken antioksidanlar da
(enzimatik ve non-enzimatik) ¢ok hizli bir bigimde tiiketilirler (125, 126).

2.6. Lipoproteinler

Lipoproteinler dnemlidir, ¢linkii farkli organlar ve dokular arasindaki lipid
transportuna aracilik ederler. Klinik 6nemleri, ateroskleroz gelismesinde oynadiklar
rolden ileri gelmektedir. Ateroskleroz, koroner arter hastahfi ve inme gibi
kardiyovaskiiler sistemi etkileyen cesitli hasarlarin temelini olusturur (127).

Lipoprotein partikiilii kolesterol esterleri ve trigliseritlerden olusan hidrofilik
merkeze sahiptir (128).

Amfipatik fosfolipidler ve serbest kolesterol, proteinlerle birlikte (apoprotein)
dis tabakay: olustururlar. Apoprotein B gibi (Apo B) bazi proteinler partikiile iyice
gdmiilmiigtiir. Apoprotein C (Apo C) gibi baz1 proteinler yiizeye daha gevsek tutunur
ve farkli partikiiller arasinda degis tokusg yapilabilir (128, 129).
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Sekil 2.6.1. Lipoproteinlerin genel yapis1 (128)

Lipoproteinler, ayn1 zamanda elektroforetik hareketliliklerinden dolayr da
karakterize edilebilirler. Elektroforez iizerinde o-lipoproteinler (HDL) en uzaga
gider. Lipoproteinlerin elekiroforezle ayrimi dislipidemiyi bes tipe ayiran fenotipik
siniflandirmamn simdiki klasik temelini olusturmustur. Unutulmamalidir ki, lipid
bozuklugu cesitli fenotipik bi¢imde olabilir. Son yillarda lipid bozukluklar ya
genetik bozukluklar seklinde ya da kolesterol, trigliserit ve HDL kolesteroliin plazma
diizeylerine bagh olarak tayin edilmektedir (130).

Lipoprotein partikiilleri plazmada gesitli yapt ve dansitede bulunurlar.
Dansitelerine gore simflandinlacak olurlarsa; silomikronlar; VLDL, artik partikiiller
(bunlar arasinda IDL (intermediate density lipoprotein}), LDL ve HDL yi sayabiliriz.
VLDL ve artik partikiiller trigliseritge zenginken, LDL kolesterolce zengindir (129).

Silomikronlardan VLDL’ye ve artik partikiiller, IDL ve LDL’ den HDL’ ye
gittikce agirliklart artar. Trigliserit icerifi azaldik¢a lipoprotein partikiillerinin
dansitesti artar (131).

Tablo 2.5.1. Lipoproteinlerin biiyiikliiklerine gore simflandirilmasi (132).

Partikiil Dansite Bashca bilesen | Apoproteinler | Cap (um)
Silomikronlar <0.95 T.G. B 48 (A, C,E) 75—1200‘
YLDL 0.95-1.006 T.G. B 100 (A,C,E) | 30-80
IDL 1.006-1.019 | T.G.ve Kol. B 100, E 25-35
LDL 1.019-1.063 | Kol B 100 18-25
HDL 1.063-1.210 | Protein AT A2 (CE) |5-12
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2.6.1. Lipoproteinlerin Tasinmasi ve Metabolizmasi

Diyette fazla karbonhidrat bulundugunda, karacigerde trigliseritlerin sentezi
artmaktadrr. Karacigerde karbonhidratlardan elde edilen yag asitlerinin gliserol ile
esterlesmesi sonucu olusan trigliseritler, cok diisiik dansiteli lipoproteinlerin (VLDL)
yapisindan plazmaya saliverilmektedirler. Karacierde yapilan trigliseridlerin baglica
tasiyicilart olan VLDL molekiilleri, karaciger tarafindan salinmaktadirlar. Doku
kapillerine tasinan ve lipoprotein lipaz enzimi ile etkin hale gegen VLDL
pargaciklarimn  ¢ekirdegindeki trigliseridler ve yag asitleri, yag dokusundaki
trigliseridlerin sentezi igin kullanmilmaktadir (133).

Bir kismu karaciger tarafindan katabolize edilen VLDL artiklarindan geriye
kalan trigliseridlerin hemen hepsi uzaklastinlarak, yerlerine kolesterol esterleri
konmaktadir. Bu déniisiim slresince, apoprotein B disindaki tiim proteinler
uzaklastirilmaktadir. Sonugta VLDL artik parcacigi, kolesterol igerifi zengin, diigik
dansiteli lipoproteinlere (LDL) degismektedir. IDL molekiillerinin yaris1 karaciger
tarafindan tutulmakta, diger yarisi ise LDL molekiiliine doniismektedir (134).

LDL, LDL reseptorii yolu ile metabolize edilmektedir. Karacigerdeki LDL
reseptérleri, dolastmdaki IDL molekiillerini de tutmaktadir. Hiicreler kolesterol
gereksinimlerini disaridan, LDL-reseptorii aracilift ile (LDL-reseptdér yolu),
karsilamakta veya kendileri sentez etmektedir. Hiicreye giren kolesterol fazla ise

hiicrenin kolesterol sentezi HMG-CoA rediiktaz agamasinda inhibe edilmektedir.
 Ayrica yeni reseptdr yapimi azaltilarak hiicrenin kolesterol homeostatik dengesi
saglanmaktadir. LDL molckiiliiniin reseptére yapigmasi ile meydana gelen LDL-
reseptor kompleksinin bulundugu bdlgede bir ¢okiintii meydana gelmekte ve hiicre
icinde bir vakuol olugmaktadir. Bu vakuol, sitoplazmada membran ile gevrilmis bir
vakuol olan ve i¢inde degisik sindirim enzimleri bulunan lizozom ile birlesmektedir.
Iki vakuoliin birlesmesi sonucu lizozomda bulunan enzimler, LDL kolesteroliin
protein kilifim pargalamakta ve hiicre igin gerekli olan kolesterol agiga ¢ikmaktadir.
Boylece LDL-K, membrandan hiicre igindeki lizozoma kadar LDL reseptori
tarafindan tasinmaktadir. Proteaz etkisi ile apoproteinden ayrilan kolesterol esterleri
serbest kolesterole gevrilmektedir. Serbest kolesterol, hiicre i¢i kolesterol sentezini
hidroksimetil glutarili KoA (HMG-CoA) rediiktaz enzimini inhibe ederck
engellemektedir (133, 135).

LDL-reseptor yoluna ek olarak LDL pargalanmasimnda, retikuloendotelyal
sistemdeki fagositik hiicreler olan ¢bpgii hiicreler (scavenger cells) tarafindan
temizlenmektedir. Bu yolak, plazmada yiiksck diizeylere ulasan lipoproteinlerdeki
LDL molekiillerini pargalamak i¢in kullanilmaktadir (136).

Trigliserit igerigi zengin silomikronlar ile VLDL molekiillerinin pargalanmasi
sirasinda agiga ¢ikan apoproteinler ve fosfolipidlerden HDL olusmaktadir. Bu
lipoproteinlerin lipoprotein lipaz (LPL) ile hidrolizi sonucu IDL ve HDL; elde
edilmektedir. Serbest kolesterol igerigi fazla HDL fraksiyonu olan HDL;
molekiiliinden, LKAT enziminin efkisiyle daha biiyllk olan HDL, meydana
gelmektedir. Lipoprotein lipaz aktivitesiyle kandaki HDL konsantrasyonu arasinda
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pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. HDL veya apo E bulunan HDL alt grubu ile
LDL arasinda hiicredeki reseptér bazinda bir yarisma bulunmakta ve bdylece
periferik hiicreler tarafindan LDL alinabilmesi azalabilmektedir (137, 138)

2.6.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein (VLDL)

VLDL, trigliseritleri karacigerden perifere tasir. VLDL’ nin baglhca
apoproteini B-100’diir, ayn1 zamanda apo C ve E de icerir. VLDL trigliseritlerini
kaybedince IDL’ye doniigiir. [IDL de ya karacigere alir, ya da LDL’ye transforme
olur. Her iki transformasyon da trigliserit kayb1 ve apo B-100 disindaki tiim
apoproteinlerin kaybi ile olusur (139). Trigliseritlerin ayrilmas:, partikiil boyutunu
kiiciiltirken dansiteyi arttirir. Bu partikiillerin boyut ve seklindeki degisme,
yiizeylerindeki apoprotein konformasyonunu etkiler. Bu da déniigiimli olarak
bunlarin metabolizmasim etkiler. Ornegin digerlerine gore biiyilkk olan VLDL
partikiiliinde apo B-100 ve apo E yiizeyde yogZundur ve reseptdre baglanmamig
durumdadirlar. VLDL artik partikiile doniismek igin kiigllince (VLDL artifx ve
IDL), apo E’ nin LDL’ ye baglanabilecek konformasyona geldigi diigiiniiliir. Artik
partikiiller de bu sekilde karaciger tarafindan alinabilir. Benzer bi¢imde IDL, LDL’
ye doniisitken LDL reseptdrine baglanmayr saflayan, apo B-100
konformasyonundaki degismedir (140).

2.6.3. Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)

LDL, plazmamn kolesterol tasiyan lipoproteinidir. Total plazma
kolesteroliiniin yaklagik %70’i LDL’ dedir. LDL’ nin yaklasik %701 lipid (%35
kolesteril esteri, %10 serbest kolesterol, %10 trigliserit ve %20 fosfolipid) ve %25’
proteinden olugmustur. Apo B-100 bu partikiillerin temel proteinidir, eser miktarda
apo-E bulunur. LDL’ nin beta elektrik mobilitesi vardir, bu nedenle daha 6nceden
beta lipoproteinler olarak adlandirilmiglardir (141).

LDL ler, lipaz aracilikli VLDL hidrolizinin son {iriinleridir. Bunun yamsira,
daha biiylikk VLDL partikiillerinin, trigliseritge zengin merkezi uzaklagtinlmistir.
Yiizey lipidleri ve proteinleri yeniden sekillendirilmigtir ve yiizeyde bulunan
fazlaliklar HDL’ vye aktarnlmugtir. Sonucgta olusan, apo B-100 diginda tiim
apolipoproteinlerden arindinlmug, kolesterolce zengin, kiigiik LDL partikiiliidir
(142).

LDL’ nin yaklasik %75’i hepatositlerce alimr. Diger dokular daha az
miktarda LDL alirlar. Aliman LDL’ nin yaklasik tigte ikisi LDL reseptori
aracihifiyla, kalan kisim ise reseptdr digt prosesler iledir. LDL aterojenik olarak
nitelendirilir (143).
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Sekil 2.6.2. LDL’ nin yapis: (142)

2.6.4. LDL’ nin Oksidasyon Mekanizmasi (oksLDL)

Diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL), kolesterol ve diger lipidleri, periferal
hiicrelere dagitmada 6nemli fizyolojik rol oynar. Oksidasyon sonrasi, aterosklerotik
lezyonlarin patogenezine katilirlar. Okside LDL’ler (oxLDL) &érnegin aktivasyon
aracilikli sinyalleri indiikleyerek biiylime faktorlerinin, adezyon molekiillerinin ve
doku faktorlerinin ekspresyonunu degistirir, bdylece bunlarin vaskiiler diiz kas
hiicrelerine mitojenik olmasina neden olarak monosit ve T-hiicre migrasyonunu
tetiklerler (144) .

LDL oksidasyonu progresif bir iglemdir ve ilk olarak kismen okside olmug
LDL’ ler olusur. Bunlar, az miktarda lipid peroksidasyon tiirevleri ¢ok az
apolipoprotein B (apoB) modifikasyonuna sahiptirler. Asir1 okside LDL’ ler yiiksek
ditzeyde lipid peroksidasyon frlinleri igerir ve agir1 apoB degisimi gOsterirler.
Aterosklerotik lezyonlarda bulunan hiicreler (endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri,
makrofajlar, lenfositler) LDL oksidasyonuna aracilik edebilirler. LDL oksidasyonu,
hiicresel serbest radikaller varlifinda reaktif oksijen tiirleriyle, demir ve bakar gibi
gecis metalleriyle, tiyol bilesikleriyle, H;Oz/myeloperoksidaz/HCIO ve tirozil
radikalleriyle arttirilabilir (145).

Bir ¢ok galigma LDL oksidasyonunun aterogenezin baglamasinda anahtar rol
oynamaktadir, LDL hiicre bulunmayan ortamda demir ve bakir gibi gegis
metalleriyle oksidatif olarak modifiye olabilir (146). LDL oksidasyonu igin benzer
mekanizmalar arastirilmaktadir. Cesitli galismalar, siiperoksit, myeloperoksidaz, 15-
lipoksijenaz, peroksinitrit, ve tiyollerin farkli istemlerde LDL oksidasyonuna aracilik
ettigini 6ne siirmiiglerdir . Hem glukozun oto oksidasyonu hem de LDL glikasyonu
LDL oksidasyonunu arttirabilir. LDL’ nin okside olabilirligi biiytkligine de
baglidir. Kiigiikk, yogun LDL’ ye sahip dencklerde daha biiylikk LDL’ ye sahip
bireylere gore daha yiiksek koroner arter hastalif riskine sahiptir (145). Bir gok
laboratuvar c¢aligmalart gostermistir ki kiicik, yogun LDL, oksidasyona daha
yatkindir (147).
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LDL oksidasyonunun baslica arteryal intimada gerceklesir. LDL’ nin
oksidasyonu serbest radikal aracilikli bir prosestir ve poliansatiire yad asitlerinin
(PYA) peroksidatif modifikasyonunu igerir. LDL oksidasyonu, reaktif oksijen
tiirlerinin poliansatiire yag asitlerinin yiizeyindeki fosfolipidlerde bulunan c¢ifte
baglardan hidrojen atomu koparmasiyla baglar. Ardindan molekiiler diizenleme ile
konjuge dien olarak adlandirilan, konjuge ¢ifte baglar olusur. Oncelikle, oksidasyon
hiz1 oksidasyonun gerileme fazimi olugturan endojen antioksidanlar ile baskilanir.
Gerileme fazim tuzli ilerleme faz1 takip eder ki bu fazda bir bagka poliansatiire yag
asitinden hidrojen koparilmasim gerektirir, sonugta lipid peroksitleri olugur. Ilerleme
fazim, dekompozisyon fazi takip eder. Burada ¢ifte baglar koparilarak
hidroksinonenal, heksanal ve malondialdehit gibi aldehitler olusur. Okside LDL’ nin
dikkati ¢eken bazi 6zellikleri sOyledir: serbest yag asitlerindeki indirgenme, lipid
peroksitlerinde artig, oksisterol miktarimn artmasi, apolipoprotein B100 negatif
ylikiinde artis, lizolesitin miktarinda artis, apolipoprotein B100 parcalanmasinda
arhiy, LDL reseptériince uptake’ in azalmasi ve ¢Opgii reseptér mekanizmasiyla
uptake’ te artig (148).

Okside LDL’ ler, 1si-sok proteinleri ve viral proteinler gibi spesifik
antijenlerin varlifn atheroskleroz patogenezinin anlagilmasinda 11k tutucudur. Bu
molekiiller arasinda oksLDLler son zamanlarda ilgi toplamustir. Aslinda
aterosklerotik plaklarda, monositler varlifinda oksLDL leri tamyan T-hiicre
kolonilerine rastlanmigtir. OksLDLlerin sivisal immiiniteyi indiikledigi bulunmustur.
OksLDL antibodilerinin bulundugu hiperkolesterolemik tavsan modelinde ve
aterosklerotik hastalarda gosterilmistir (147).

2.6.5. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

HDL kiiciik partiktildiir. Buytikliigi 70 ve 120 A° ve dansiteleri 1.063 ve
1.21 g/ml arasindadir. Iki biiyiik altsimfi meveuttur: HDL, ( d = 1.063 ve 1.125 g/ml
aras1) ve HDL; ( d = 1.125 ve 1.21 g/ml aras1). HDL yaklasik olarak %50 lipid, (%25
fosfolipid ve %15 kolesteril esteri, %5 serbest kolesterol, %5 trigliserid) ve %50
protein icerir. Baglica apolipoproteinleri; apo A-I (%65), apo-All (%25), ve daha az
miktarda C apolipoproteinleri ve apo-E dir. HDL’ nin temel bilesenlerinde apo-E
yoktur ve bu nedenle, LDL reseptoriiyle etkilesemez. HDL apo-E igin rezervuar
gorevi gorir, HDL alfa-clektroforetik mobiliteye sahiptir ve bu nedenle alfa
lipoproteinler olarak adlandirilmistir (149-151)

Yiksek HDL diizeylerine sahip hayvan modellerinde aterosklerotik yag
kalintilarina karsi koruyucu etki saptanmigtir (152). Bilindigi gibi, HDL
antiaterojeniktir. Ciinkii, HDL periferal dokulardaki fazla kolesterolii karacigere
tagir. Bu isleme ters kolesterol transportu denir (153).

Bunun yam sira, son yillarda yapilan galigmalar HDL’ nin aterosklerotik
etkisinin kolesterol akisimn yamisira, bir ¢ok hiicresel prosesleri etkileyerek
kardiyoprotektif oldugunu belirtir. HDL, E-selektin, vaskiiler hiicre adezyon
molekiilii-1 (VCAM-1) ve intraselliiler adezyon molekiilii-1 gibi adezyon
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molekiillerinin sitokin-aracilikli ekspresyonunu inhibe eder. Bunun yamsira, HDL
LDL-aracilikli monosit gé¢ilinii inhibe eder (154).

Sekil 2.6.3. HDL’ nin yapis1 {151).

2.7. Lizofosfatidik Asit (LPA)

Hiicre membranlan, bashca yag asidi ve gliserolden yapiloms
fosfolipidlerden meydana gelmiglerdir. Gliserol, hidrofilik fosfat gurubu ve lipofilik
yag asidi kuyrufuna baghdir. Bu sayede fosfolipidler amfipatik 6zellik kazamir,
Ornegin, hem hidrofilik hem de hidrofobik bélgeye sahiptirler. Iki tabakadan olugan
fosfolipidler sulu ortamda kuyruk kuyruga birleserek lipid ¢ift tabakasim olustururlar
ki bu hiicre mambramimin temel yapisidir (155). Her ne kadar baslangicta yalnizea
hiicre membraninin temel taglarini olusturmas: biliniyorsa da, giinlimiizde dnemli
hiicre sinyalizasyon molekiilleri olarak gériilmektedir (156) 1989°da van Corven ve
arkadaslan (157) Lizofosfatidik asit (158) ve diger fosfolipidlerin hiicre
membraninin basit birer bileseni olmadigini, bunun yaninda biyolojik mediyatdrler
olduklarim kamtlamislardir. Biyolojik olarak aktif fosforik asit lipidlerinin kesfi
1949 da gergeklesmistir. 1978°’de LPA biyolojik aktif bir bilesik olarak
tammlanmistir. 1989°da LPA’min bityime faktdri ozellikleri kesfedilmistir ve
1996°da LPA reseptor genleri tammlanmistir (159). Lizofosfatidik asit (LPA; 1-acyl-
sn-glycerol-3-phosphate), fosfolipid yapidadir ve bir ¢ok farkl fizyolojik olayda rol
alir.

2.7.1. Lizofosfatidik Asit Biyokimyas1

LPA, en basit gliserolipiddir. 3 alt yap1 elemanina sahiptir. Fosfat basg
gurubu, baglanma bélgesi (gliserol) ve lipofilik kuyruk (yag agil zinciri)(160). LPA
dogal olarak (R) konfigiirasyonda bulunur. Yag agil zincirt degigebildigi i¢in, LPA
birgok farkli molekiiler bicimde bulunabilir. Xie ve arkadaslarina (161) gore, LPA
terimi, tek bir kimyasal yapr vyerine bir ¢ok farkli lipid metabolit smnifim
kapsamaktadir. Gliserol omurgasi iizerinde 1 ve 2 pozisyonunda konjuge yag asitleri
bulunabilir. Bunlara ek olarak, zincir, ¢esitli kimyasal baglarla gliserol omurgasina
baglanabilir. Gliserol omurgasina agil, alkil veya alkenil baglan 1- pozisyonundan
baglanabildigi gibi 2-pozisyonundan da acil bag1 olusturulabilir. LPA’nin bu farkli
formlarimn olma nedeni heniiz bilinmemektedir. Zincirde agil bagi, 18 karbonlu yap1
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ve tek ¢ifte bagh doymamug yapr deneylerde en sik kullamilan ve piyasada mevcut
LPA formudur. Bu forma aym zamanda oleil-LPA veya 18:1 LPA *da denir. Bu LPA
diger uzun zincirli fosfolipidlere gore suda daha ¢ok ¢oziiniir. Cunkii serbest
hidroksil ve fosfata sahiptir (161, 162). Eger aksi belirtilmemigse sézi edilen LPA
formu genellikle bu formdur.

Baglanma bilgesi
*)

Bas grubu Lipofilik kuyruk

Sekil 2.7.1. Ug alt bélgeye sahip LPA kimyasal sekli: fosfat bas grubu, baglanma bolgesi ve
lipofilik kuyruk (163).

2.7.2. Lizofosfatidik Asit Uretimi, Sahnimi ve Yikimi

Reseptér bagimli biyolojik cevaplarin indiklenmesi icin LPA extraselliiler
alanda kritik konsantrasyonlarda bulunmalidir. TPA sentez, tasinma ve
degredasyonundan sorumlu enzim ve proteinlerin  kontroli LPA’nin
biyoyararlamimint etkiler. Sekil 2.7.2. de LPA sentez ve yikimmu igin olas1 yolaklar
gosterilmistir. Kronolojik olarak; LPA ilk 6nceleri gliserofosfolipidlerin sitozolik
biyosentezinde gorevli araci molekil olarak diislintilmiistir. Bir ¢ok ¢alisma
fosfatidik asitin (PA), fosfolipaz A (PLA) aracilifiyla degrade olmasi sonucu
olustuunu gdsterse de, biyolojik yolaklar heniiz tam aydimlatilamamistir. Bu yolak
LPA iiretimi i¢in en basit yolaktir ¢iinkii fosfatidik asit (PA) aktive olmus hiicrelerde
siklikla firetili. Membranéz mikrovezikiillerde zengin olan PA’nin serbest
kalmasiyla LPA sentezinin basladigma inamlmaktadir(164). Fosfolipaz C (PLC) ve
diagil gliserol (DAG) kinaz etkileriyle PA olusur . DAG’nin bir lipaz etkisiyle
monoagcil gliserole (MAG) deagile oldugu one siiriilmektedir, bu sayede daha ileri bir
deagilasyon veya fosforilasyona ugrayarak LPA olusmaktadrr (165). Plazma
membranindaki fosfolipidlerin dagilimi degistiginde sekretuar non-pankreatik tip II
PLA; (sPLA;) etkisiyle gliserofosfolipidler degrade olabilmektedir. Fosfolipid
dagiimindaki bu degisim plateletlerin aktivasyonuna, hiicre yaslanmasina veya
apoptoza bagl olabilir (164). Fosfolipidler plazma membraninda i¢ tabakadan dis
tabakaya dogru go¢ ederler. Bunlanin yamsira, SPLA; normal fosfolipid dagilimi
gosteren saglikli hiicrelerde daha az aktiftir. Diigiik miktarlardaki LPA, yine de tim
hiicrelerde membran biyosenteziyle akla gelir (166). LPA sentezi igin bir bagka
olasilik dogrudan fosfolipaz D (PLD) etkisiyle PA’ten sentezdir. Bakteriyal PLD
hedef hiicrelerinin diy membran tabakasinda, lizofosfatidil kolinden LPA
sentezlerler. Normal huicrelerde LPA olusumu fiziksel karmasa durumunda veya
plazma membran reseptdrlerinin ya da diger yilizey proteinlerinin uyarilmasiyla
baslar ve fosfolipazlar gibi kritik enzimler aktive olur. Bunlarin aksine timor
hiicreleri kendiliginden LPA sentezleyebilir. LPA mn belirli hiicre tiirlerinden (epitel
hiicreler, fibroblastlar, makrofajlar ve bazi tumor hiicreleri) aktivasyona bagli olarak
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salindifi gOsterilmistir. Ama, fibroblastlarda ¢ok az miktarda ekstraselliiler siviya
salinmaktadir(167). Trombositler en iyi tammlanmis LPA  kaynagmi
olugtururlar(168). Hidrofilliine bagli olarak, LPA olustuktan sonra membran
iizerinde membrana bagl olarak kalmak zorunda degildir (169).

Aktive olmug trombositler belirli oranda ekstraselliiler LPA olusturabilirler ki
kandaki LPA’min baghca kaynagi bu yolladir. Serum LPA konsantrasyonu
mikromolar diizeydedir. Eichholtz ve arkadaslammin (170) calismasi Sano ve
arkadaglar tarafindan elestirilmistir ve LPA konsantrasyonunun kesin bir miktar
tayini olmadifim belirtmistir. Sano ve arkadaslarn (171) trombositlerce iretilen
LPA’nin g¢ogunlugunun trombositlerin dis kisminda meydana geldigini ©ne
surmektedirier, Bu aragtirmacilara gbre, LPA’nimn az bir miktar1 trombositlerde
olugsmaktadir. LPA {iretiminin bilyiikk bir kismi membran ve serum fosfolipidlerinin
PLA1, PLA2 ve lizofosfolipaz D (LysoPLD) aracilifiyla olmaktadir (171). Lyso
PLD, kolin tiirevi fosfolipid mediyatorlerini lipid fosfat tirevi mediyatdrlere
doniistiiriir, Boylece, lysoPLD, periferal dokulara LPA saglayabilir.

Cok yakin bir zamana kadar lysoPLD min 6zellikleri saptanamamugti. Fakat
glinlimiizde lysoPLD ile ekspresyonu yaygin bir transmembran ektoenzimi olan
ototaksin 6zdes gibidir (172); Umezu-Goto ve arkadasiart, (173). LPA ayni zamanda
hiicre iginde gliserol-3-fosfattan, mitokondri ve endoplazmik retikulumda yerlesmis
olan gliserol-3-fosfat-acil transferaz etkisiyle, a¢ilasyon sonucuyla da meydana
gelebilir (174). Yine de bu LPA’min ekstraselliler LPA’ya katkisi henlz
bilinmemektedir.
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Sekil 2.7.2.. LPA sentezi ve yikimi i¢in olas: yolaklar (T AG=triagilgliserol) (173).
LPA hiicre igindeki ve disindaki lipid baglayici proteinlere baglamr ve
tagimir. Proteinlere baglanmasi serbest LPA konsantrasyonunu regule eder, boylece

toksik diizeyler Onlenmis olur (176). Plazma LPA biiyiik o6l¢lide albumin ve
lipoproteinlere bagh olarak bulunur. Albumin, LPA icin yiiksek-kapasite ve diislik-
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afiniteli bir depodur. Bu sekilde, hiicre dis1 serbest LPA havuzu bdlgesel olarak veya
dolasimdaki kan aracihiiyla hiicreleri aktive eder. Albumine baglanmak suretiyle
LPA, serum fosfolipazlarinca sindirilmekten kurtulmus olur. Dolayisiyla, albumin
kan dolagiminda LPA’y1 tasir ve fizyolojik yari 6mriinii uzatir. Olasi yikim yolaklari
arasinda lizofosfolipaz araciliiyla deagilasyonu ve lizofosfataz ile defosforilasyonu
sayilabilir. Bu enzimler, yeni potansiyel sinyal molekiillerini olusturabilir. LPA,
LPAagil fransferaz ile PA’ya, fosfotidat fosfohidrolaz ile monoagilgliserole ve
lizofosfolipazlar ile gliserol-3- fosfata hizli bir bicimde doniisebilir (174).

2.7.3. LPA’nun Biyolojik Cevaplar:

Her ne kadar baglangigta fosfolipid sentezi i¢in araci bir molekiil olarak tarif
edilmigse de, LPA giiniimiizde hiicrelere uygulandiginda ¢esitli cevaplar uyandiran
bir hiicre dis1 sinyalizasyon molekiiliidiir. Insan epidermoid kanser hiicrelerine 0.2
nM LPA uygulanmast kisa siireli Ca** artisimn %50°lik maksimal etkisine (ECso)
ulagilmis, oysa rat fibroblastlaninda mitogenez i¢in gerekli ECsy degeri 10-15puM’dix
(177). Araligin bu bigimde genig olmasiin nedeni sinyalizasyonda farkh bir ¢ok
reseptor olmasindan ve LPA’min hiicre aktivasyonundan once yikilmis olmasina
baglidir. Bunlara ilaveten, prekiirsérlerin diizeyleri, LPA fiireten ve yikan enzim
aktiviteleri ve LPA baglayici proteinlerin kapasitesi LPA konsantrasyonunu etkiler.
Viicut sivilarinda ve hiicre yizeyinde agirn LPA {iretiminin olmasi istenmeyen
durumlara neden olabilir (178). Yakin zamana kadar canli hayvanlarda, LPA
reseptoriniin ve LPA sinyalizasyonunun fizyolojik kamti yoktu. Omegin LPA1
geninin kopeklerde yok edilmesi sonucu %50 neonatal mortaliteye rastlanmistir
(179).

2.7.4. Kardiyovaskiiler sistemde LPA

Trombositler 2-4 pmetre ¢apmndaki hiicrelerdir ve kanda 10 giin dolagirlar.
Kemik iligindeki megakaryositler trombositleri olusturmak ig¢in trombosit ve
sitoplazma pargalarim1 birlestirirler. Bu nedenle de bir ¢ok graniil icerirken,
cekirdeksizdirler. Normal sartlarda dolasimdaki kanin 1 mikrolitresinde 125.000-
340.000 trombosit vardir. Damar duvar1 hasara ugradiginda trombositler, integrinler
vasitasiyla duvarda bulunan faktorlere baglamir. Kollajene baglanma sonucu
trombositler aktive olur ve sekilleri degisir, granil igerigi bosahr ve diger
trombositlere agregasyon yaparlar. o-graniiller, pthtilagma faktorleri ve trombosit
kaynakli biiylime faktorlerini igerirken, yogun graniiller ADP, ATP, Ca” ve
serotonin igerir. Aktive olan trombositler serotonin ve tromboksan A, (TXA;) gibi
bilesikleri ortama birakirken vaskiiller diiz  kas hiicrelerinde (SMC)
vazokonstrilksiyon yaparak kan kaybim Onlerler. Diiz kas hiicreleri 30-200 pmetre
uzunlugunda oval, ¢ekirdegi merkezde bulunan ve nonregiiler yapida bir ¢cok belirgin
iplik¢ige sahiptir. Vaskiiler SMC’lerin proliferasyonu aterosklieroz, hipertansiyon ve
kan damar duvarlarinda kalinlagsmaya neden olabilecegi i¢in lizerinde yogun gahigilan
yapilardir (180).

2.7.5. Lizofosfatidik Asitin Yapi-Aktivite Iliskisi

LPA calismalarini kisitlayan en bilyiik etken reseptor alt tiplerine spesifik
antagonist ve agonistlerin olmamasidir. LPA etkinligi, i.v. enjeksiyon sonras1 farkli
tiirlerdeki hidrokarbon zinciri uzunluguna ve doymamisliga baghdir. Yakin zamanda
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yapilan bir ¢alismada LPA’nin anyonik fosfat gurubu ve reseptorii arasinda iliski ileri
siriilmiigtiir. ayrica, LPA’da sn-2 hidroksilince saglanan, fosfat gurubuna yakin
dissosiye olabilen proton varlifn optimal aktivite i¢in gereklidir. LPA’min basinda
bulunan hidrofilik gurup, LPA reseptoriniin tgiincii transmembran bdlgesindeki
amino ucu ile etkilesmektedir. Yine de, hidrofobik kuyruk ile reseptdr proteinin
hangi kismumin etkilestigi agik degildir. Ligandlarim hidrokarbon =zincirindeki
doymamuglik oramimin etkinlife katkist azdir. LPA3 reseptorii doymamus LPA
tiirevlerine daha segici olarak bilinir. Bununla birlikte, myeloma hiicrelerindeki DNA
sentezi LPA ile inkiibe edilmis ve a¢il zinciri uzadik¢ca ve doymanughk arttikca
LPA’mn antiproliferatif etkisi artngtir (181).

2.7.6. Lizofosfatidik Asitin Trombosit Aktivasyonuna Etkisi

Lizofosfatidik asit (LPA; 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate), fosfolipid yapida
olup bir ¢ok farklhi fizyolojik olayda rol alir (182). Baz:i arastirmalar, LPA’mn
potansiyel aterojenik ve trombojenik bir molekiil oldugunu gostermistir. Intravendz
LPA uygulanmasi sonucunda kedi ve tavsanda hipotansiyon, ratlarda ve kobaylarda
hipertansiyon olustugu gosterilmistir (183). Ateroskleroz, korneal yaralanma, akciger
hastalip, over kanseri ve yara iyilesmesi gibi durumlarda, dokulan gevreleyen
stvilarda LPA konsantrasyonunun arttigi goriilmiistiir (184). Trombin gibi agregasyon
faktorlerinin, trombositlerde LPA tiretimini arttirdigy gosterilmigtir (175). Saghikl
insanlarda taze aynlan kan veya trombositce az plazma, ¢ok diisiik diizeyde LPA
igerir. Bunun aksine, LPA serumda mikromolar diizeydedir. Aktive olmus
trombositlerden LPA salinmasi, serumdaki LPA’min plazmadan daha yiksek
oldugunu agiklamaktadir. LPA primer trombosit aktive edici bir lipiddir ve
atherosklerotik plaklarda birikir. Trombositlere baglanmak i¢in LPA ile yansa
girecek inaktif LPA analoglarinin sentezi ve kullamilmasi atheroskleroz tedavisinde
kullamlabilir (185).

2.8. Protein Oksidasyonu

2.8.1. Protein Oksidasyonunun Tarihg¢esi

Protein oksidasyonu reaksiyonlar1 ilk defa Swallow, Garrison ile Shuessler
ve Schilling adli aragtirmacilarin ¢aligmalanyla aydinlatilmaya baglanmugtir (186,
187). Bu aragtirmacilar protein oksidasyonuna yol agan ana mekanizmanin polipeptid
omurgasindaki cesitli amino asitlerin o-karbon atomlarindan hidroksil radikalinin
etkisiyle hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucunda bagladifini saptamuslardir.
Protein oksidasyonu XX. ylizyilin ortalarindan beri aragtirilmis olmakla birlikte, bu
reaksiyonlarn tirlinlerinin in vivo oksidatif hasarm spesifik, genel marker’lar1 olarak
kullarilmas1 son yillarda gergeklesmistir. Bunun nedeni, olusan firinlerin yapisinin
bilinmemesi ve bu friinleri biyolojik materyalde saptayacak duyarli metodlarin
meveut olmamasidir. Protein oksidasyonunun protein karbonil (PCO) gibi
marker’larinin in vivo protein oksidasyonunun derecesini gdsterecek bir ara¢ olarak
kullamlmas: ise nispeten daha uzun bir gecmise dayanmaktadir (188).

2.8.2. Protein Oksidasyonu ve Uriinleri
Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tlirevleri veya oksidatif stres
iiriinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir. Protein oksidasyonu,
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hipoklorik asit (HOCI), hidroperoksit, peroksinitrit, hidroksi ve peroksi gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) varliginda, direkt ve indirekt yolla gergeklesebilir. Protein
oksidasyonunun biyokimyasal sonuglart enzim aktivitesindeki azalma, protein
fonksiyonlarimin kaybi, proteaz inhibitér aktivitenin kaybi, protein agregasyonu,
proteolize artmig/azalmuis yatkinlik, reseptdr aracili endositozun bozulmasi, gen
transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki artig olarak siralanabilir.
Reaktif tiirevler tarafindan proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve
hastaligin etyolojisi ile ilerlemesinde rol oynar (189).

Protein oksidasyon iirlinleri arasinda, protein karbonil bilegikleri (PCC); 3-
nitrotirozin (3-NT), klorotirozin gibi yan zincir oksidasyon tiriinleri; ditirozin ve
protein ileri oksidasyon iiriinleri (advanced oxidation protein products; AOPP) gibt
capraz baglanma driinleri sayilabilir. Bunlarin igerisinde, PCC ve AOPP, daha
biiyitk protein fraksiyonlarim etkileyen global modifikasyon 6rnekleridir (190).

2.8.3. Protein Oksidasyonunun Mekanizmalari

Proteinlerde yapisal degisiklife yol agan baglica molekiiler mekanizmalar,
PCO olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol
(P-SH) gruplanimn kaybi, nitrotirozin (NT) ve ileri oksidasyon protein tirlinlerinin .
{AOPP) olusumu olarak siralanabilir (191).
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Sekil 2.8.1. Protein karbonil olugumuna yol agan modifikasyon reaksiyonlan (188).
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Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali (OH)) ile baglar. Diger
taraftan oksidasyon siirecinde O, ile birlikte, siiperoksit anyon radikali (O;), ve
siiperoksit radikalinin protonlanmig formu olan hidroperoksil (HO2)’in varhif da
gereklidir. Adi gegen bu reaktif oksijen tiirevleri amino asitlerin yan zincirlerinin
oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin olugsumuna ve protein omurgasinin
oksidasyonu yolu ile protein fragmentasyonuna neden olur (190).

2.8.3.1 Protein Karbonil Bilesikleri (Karbonil Stres )

Oksidatif stresin erken asamasinda olusan ve diger stres parametrelerine

gore, dolasimda daha uzun siire ve sabit kalabilen protein karbonil bilegikleri,
giivenilir bir marker olarak onerilmektedir (192, 193).
Protein yapisinda bulunan prolil, lizil, arjinil ve treonil yan zincirlerinin oksidasyonu/
peptid baglanmn oksidatif yikimi ya da sisteinil, histidil, lizil niikleofilik yan
zincirlerinin, lipid ya da karbonhidratlardan tlireyen prekiirsorler (reaktif kaebonil
bilesikleri-RCC) ile etkilesimi, protein {izerinde karbonil gruplarini olusturabilir. Bu
ikinci yol, protein iizerinde pentozidin gibi ileri glikasyon firiinleri (Advanced
glycation end products-AGE) veya MDA-lizin, 4-HNE-protein gibi ileri
lipoksidasyon tiriinleri (Advanced lipoxidation end products-ALE) olusumuyla
sonuglanir. Protein oksidasyonu igin; peroksinitrit varlifinda 3-NT ve HOCI
varliginda 3-klorotirozin, sensitif ve spesifik marker olarak kabul edilmektedir (190,
194).

Myeloperoksidaz-HOCl-aracili reaksiyonlarin oksidatif strese yol agan baglica
kaynak oldugunu desteklemektedir. Oksidatif strese maruz kalan baglica protein,
albiimindir. Ayrca, albiimin gibi plazma proteinlerinin, ayni zamanda ndétrofil
aktivasyonunu baglatan proinflamatuar mediyatérler olduklari ve inflamasyonun
siddetini arttirdiklar: belirtilmistir (193).

2.8.3.2. Nitrotirozin (NT) Olusumu

NT olusumu protein oksidasyonuna yol agan bir baska molekiiler
mekanizmadir. Peroksinitrit (ONOO-), nitrik oksidin (NO), O*7 ile in vivo
reaksiyonu sonucunda olusan sitotoksik bir tirevdir. Siiperoksit ve nitrik oksit
radikallerinin peroksinitrite gdre nispeten daha dayanikli olmalarina kargilik,
- peroksinitrit daha reaktif bir tiirevdir. Normal kogullarda, siiperoksit dismutaz, olugan
tiim siiperoksit radikallerini dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir. Fakat,
siiperoksit diizeyleri ¢ok artnugsa ya da fazla miktarda NO radikali meydana
gelmigse peroksinitrit olugur. Peroksinitrit olusumu, oksidatif protein hasarimn hem
ortaya gikigina, hem de ilerlemesine sebep olmaktadir ONOO-"in proteinler iizerine
atafinin ana Uriinii tirozinin orto pozisyonunda nitrolanmasidir, bu da NT olugumuna
yol agar (191, 195).
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(A) Oy +NO— ONOO
(B) ONOO +HO

CH,-CH.COOH —» HO@CH;-{Z}LCGQH
NHQ_ E\ZHE

NO,

Tirozin NT
Sekil 2.8.2, NT olusum reaksiyonu (193)

2.8.3.3. Protein Hidroperoksit’lerinin Olusumu

Proteinlerin molekiiler oksijen varliinda, reaktif oksijen tiirleri ile etkilesimi
sonucunda diger proteinleri, DNA’y1, antioksidanlar: ve lipitleri hasara ugratabilecek
protein hidroperoksitlerinin olugumu, sirasiyla karbon merkezli protein radikali (Pr.)
ve reaktif protein peroksil radikali (PrOO.) iizerinden meydana gelir. Protein
hidroperoksitieri, ge¢is metal iyonlarmin varlifinda bozunarak yeni serbest
radikalleri olusturur. Hiicresel antioksidanlar ile reaksiyona girer, glutatyon rediiktazi
inaktive eder, DNA’ya c¢apraz baglamur. Amino asit, peptit ve protein
hidroperoksitler; glutatyon peroksidaz, glutatyon ve askorbat tarafindan indirgenerek
dayarkl bir iiriin olan ve protein oksidasyonunun marker’1 olarak kullanilan alkol

tirevlerini olugturur (196).

2.8.3.4. Aminoasit Oksidasyon Uriinleri

Tablo 2.8.1. Oksidasyona yatkin olan amino asitler ve oksidasyon iiriinleri (197)

Amino asit Oksidasyon iiriinleri

Sistein Distilfitler, sisteik asit

Metionin Metionin stilfoksit, metionin siilfon

Triptofan 2-,4-,5-.6- ve 7-Hidroksitriptofan, nitrotriptofan, kiniirenin, formil ve
hiroksi kintirenin

Fenilalanin 2,3-Dihidroksifenilalanin, 2-,3-, ve 4-hidroksifenilalanin

Tirozin 3,4-Dihidroksifenilalanin, tirozin-tirozin ¢apraz baglar, Tyr-O-Tyr,
capraz bagl nitrotirozin

Histidin 2-Oksohistidin, asparagin, aspartik asit

Arginin Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-amino valerik asit

Lizin Lizin hidroperoksitleri ve hidroksitleri, a-aminoadipik semialdehit

Glisin Amino valerik asit

Prolin 2-Pirrolidon, 4- ve S-hidroksiprolin, piroglutamik asit, glutamik
semialdehit

Valin Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri

Loésin Losin hidroperoksitleri ve hidroksitleri,a-ketoizokaproik asit, izovalerik
asit ve aldchit

1zolbsin Tzoldsin hidroperoksitleri

Treonin 2-Amino-3-ketobiitirik asit

Glutamik asid Okzalik asit, pirivik asit
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2.9. Lipid Peroksidasyonu Uriinleri

2.9.1. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, poliansature lipidlerin oksidatif bozulmas:
reaksiyonudur. Serbest radikaller c¢esitli substratlar ile kimyasal reaksiyonlara
girerler. Bu reaksiyon baglama, g¢ogalma ve sonlanma seklinde tg¢ basamakta
gerceklesir (198).

Baslangic basamagi: Peroksidasyon, serbest radikallerin poliansatiire yag
asitlerinin yan zincirindeki metilen grubundan (-CH) bir hidrojen (H") atomunu
¢ikarmasiyla baglar. Bu atak sonucu karbon atomu iizerinde eslesmemis bir elektron
olustugundan karbon merkezli bir radikal (L) olusur. Bu lipid radikalinin aerobik
hiicrelerde en sik goriilen akibeti, bu radikalin molekiiler diizenlenme ile konjuge
dien sekline gevrildikten sonra molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek peroksill
radikalini (LOO") olusturmasidir.

Cofalma basamap: Olusan peroksi radikali, diger bir peroksi radikali ile
birlesebilir ya da membran proteinleri ile etkilesebilir. Fakat en 6nemlisi peroksil
radikallerinin membrandaki komsu vyan zincirlerden Thidrojen atomlarnm
¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalandir. Bdylece yan
zincirlerden hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ile her defasinda lipid hidroperoksitleri
(LOOH) ve yeni peroksi radikali (LOO") olusmaktadir. Peroksidasyon bir kere
basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve ylizlerce yag asidi zinciri
lipid hidroperoksitlerine gevrilebilmektedir.

LH +R°" — L +RH
L + 0 — LOO
LOO'+ LH —» LOOH+L’

Lipidhidroperoksitler de (LOOH) yikilarak LO've LOO" gibi radikaller ve
aldehitlerin (6rm. Malonildialdehit = MDA gibi) olusmasina neden olurlar.
Lipidhidroperoksitlerin yikilmas: ile olusan bu aldehit de oldukea toksik ve biyolojik
olarak aktif molekiillerdir. OrneSin MDA, membran komponentlerinin
polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina neden olmakta ve deformabilite, iyon
transportu, enzim aktivitesi gibi i¢ membramin bazi dzelliklerini degistirmektedir.
Aynca diffize olabildiginden, DNA’nin nitrojen bazlan ile reaksiyona girerek,
mutajenik ve karsinojenik etki gosterebilmektedir (199).

Sonlanma basamagi: Demir ve bakir iyonlart ya da bu iyonlarin fosfat esterleri ile
olusturdugu basit selatlan (Fe'*-ADP), hem, hemoglobin ve myoglobini de igeren
bazi demir proteinleri, lipidperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadar.
Bozunma reaksiyonlarimin sonucunda, pentan, etan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH,
RCOOH, ROH ve RCHO gruplan igeren kisa zincirli yag asitlerinden olugan
kompleks meydana gelir (200).
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Oksitatif stres ¢alismalarinda, organizmada serbest radikal firetimi artisinin
belirlenmesi i¢in ¢esitli biyolojik materyalde lipid peroksidasyonunun g¢esitli
uriinlerinin konsantrasyonlan sikhkla dlciilmektedir (199).

Serbest oksijen radikallerin baglattiZ lipid peroksidasyon zincir reaksiyonu
sonucunda lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge dienler olusur. Lipid
hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge dienler de daha sonra alkan aldehitler, alken
aldehitler, hidroksialken aldehitler, malondialdehit (MDA) ve ucucu hidrokarbonlar
olusturmak iizere parcalanirlar (200, 201).

Serbest radikal Uretimi arhigimin belirlenmesi igin lipid hidroperoksitlerinin
(LOOH) , konjuge dienlerin , MDA digindaki aldehitlerin , ugucu hidrokarbonlarin ,
lipid peroksidasyonu fluoresan iiriinlerinin ve malondialdehit (MDA) 6lciimi
yapilabilir. Her bir teknigin kendine goére zorluklar1 vardir ve hicbir metodun lipid
peroksidasyonunu tam bir dogrulukta 6l¢tiigli soylenemez. Ayrica, olugan {irtinlerin
miktar1 ¢esitli faktorlerden etkilenebildiginden, tek {irlin yerine birden fazla {irlini
6lemek idealdir (202, 203).

2.9.2. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), biyolojik sistemlerde serbest formda ve bir ¢ok doku
bilesenleri ile kompleks yapmis olarak bulunmaktadir. Metal katalizbrleri varliginda
amino asitlerin, kompleks karbonhidratlarin, pentozlarm ve heksozlarin oksidatif
dekompozisyonlarimin {riinleri arasinda serbest radikal iiriini ve prostaglandin
biyosentezinin yan Uiriinii olarak bulunmaktadir Ancak, bu molekiiliin biiylik bir
kismu ii¢ veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonundan meydana
gelir. Malondialdehit kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatéri olmamakla beraber, lipid peroksidasyonunun
derecesivle iyi korelasyon gdsterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA él¢iilmesi
lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir.

Olgiimii lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi igin en sik
bagvurulan testtir. MDA oOl¢limii en yaygmn olarak tiyobarbitiirik asit (TBA)
yOntemiyle yapilir. Bazi deneysel sistemlerde TBA ydnteminin esas olarak MDA'mn
kendisini 6l¢tiigii gosterilmistir. Ancak, ¢ogu sistemde bu test MDA igin spesifik
olmadifindan tiyobarbitlirik asit ile reaksiyon veren maddelerin (TBARS) 6l¢limi
seklinde ifade edilir. Saf lipidlerle yapilan ¢aligmalar ve hayvanlar iizerinde yapilan
denemeler, TBARS o6l¢limii ile lipid peroksidasyonunu 6lgen diger metotlar arasinda
iyi bir korelasyon oldugunu géstermigtir (204, 205).

TBARS o0l¢iimi{l ¢ok basit ve hizli olmakla birlikte biyolojik materyallere
uyeulanmasinda ¢esitli problemler vardir. Numunede mevcut ya da reaksiyon
sirasinda agifa ¢ikan pigmentler kolorimetrik Slglimii interfere edebilirler. Ayrica
MDA disindaki aldehitler de tiyobarbitiirik asitle renkli kompleks olusturmak lizere
reaksiyona girebilirler (204).
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Serbest MDA'min direkt tayini en giivenilir sekilde yitksek performans likit
kromatografisi (HPL.C) yontemiyle yapilir. HPLC ¢ok hassas ve hizli bir metottur ve
az numune gerektirir. Fakat teknik ¢ok dikkatli numune hazirligy gerektirir (200,
206).

2.10. Serbest Oksijen Radikallerine Karsi Antioksidan Savunma
Mekanizmalar

Serbest oksijen radikallerinin organizmadaki dilzeylerini arttiric: etkenler olarak,
ozellikle "oksidatif stres yapici nedenler” 'in ve risk faktdrlerinin iyi belirlenmesi ve
bunlardan uzak durulmasi, ilk yapilmast gereken girisim olmalidir. Serbest oksijen
radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin viicutta
birgok savunma mekanizmalan gelismistic. Bunlar "antioksidan savunma

sistemleri” veya "antioksidanlar'' olarak bilinitler.

PEROXISOME

Sekil 2.9.4. Antioksidan savunma mekanizmalar (76).

2.10.1. Enzimatik Antioksidan Savanma Sistemleri

Organizmada antioksidan savunmanin 6nemli bir kismum, siiperoksit anyon
radikali ve hidrojen peroksitin olugsmasim Gnleyen spesifik enzimler olusturur. Bu
enzimler siiperoksit dismutaz (207), katalaz (158), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon rediiktaz (GR) 'dir.

2.10.2. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PD)

Glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz ~ (G-6-PD)  (D-glukoz-6-fosfat; NADPT
oksidorediiktaz, E.C. 1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kontrol
enzimidir. Warburg ve Christian tarafindan, 1931 yilinda ilk kez at eritrositlerinde
tamimlanarak “Zwischenferment” olarak adlandirilan G-6-PD, 1936 yilinda bira
mayasindan kismi olarak saflagtinlmustir. Bu ¢alismadan 25 yil sonra, yine bira
mayasindan daha saf bir halde elde edilen enzim, g¢esitli mikroorganizma, bitki ve
hayvan dokularindan da saflastirilarak, yapisal, katalitik ve diizenleyici dzelliklerinin
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tanunlanmasi i¢in galismalar strdiirilmistiir. G-6-PD aktivitesinin 1931 yilinda
saptanmasindan sonra, Fritz Lipmann, Frank Dickens, Bernard Horecker ve Efraim
Racker, HMP santim tamimlamiglardir. G-6-PD, HMP sanfinin ilk ve diizenleyici
enzimidir ve agagidaki tepkimeyi katalizler (207).

G-6-PD
G-6-P+NADP* _—  ,  fosfoglukono-8-lakton + NADPH + H'

G-6-PD ile katalizlenen reaksiyon termodinamik agidan geri doniisiimlii olmasina
ragmen, D-G-6-P oksidasyonunun tiriindi olan D-glukonolaktonun hizli bir sekilde
hidroliziyle geri déniisiimsiiz hale gelmektedir. Bu hidroliz pH bagimlidir, pH 6.4 ve
28°C’de laktonun yar1 6mrii 24 dakika, pH 7.4’te ise yaklasik 1.5 dakikadir (208).

G-6-PD enziminin prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde dimerik, tetramerik,
hekzamerik veya oligomerik yapt gosterdigi, bunlarn aym tip monomerlerden
olustufu gdzlenmistir. Monomerlerin aminoasit siralarinda tiirler arasinda homoloji
olmakla beraber, primer, sckonder ve tersiyer yapilar arasinda farklhiliklar vardir
(209). Rediikleyici ekivalanlara olan talebin artmasi, G-6-PD enziminin NADP- ile
saturasyonurnu ve dolayis1 ile G-6-PD’1n intraselliiler aktivitesini artirir. Buna bagh
olarak HMP santi da hizlanir. Hiicrede oksidatif bir stresin olugmasiyla
NADP+/NADPH oram degisir ve sirastyla su degisiklikler olur (210):

-NADP+ konsantrasyonu artar.

-NADPH’1n inhibitdr etkisi kalkar.

-Enzimin Vm degeri aniden yiikselir.

-HMP santina metabolik akim ¢ok hizlanir.

-G-6-P konsantrasyonu azalir.

-Hekzokinaz uyarilarak daha fazla glukoz, G-6-P’a doniisiir.

Bu degisimler sonucu, glukozun heksoz monofosfat santi iizerinden
metabolizmasi artarak, NADPH hizla rejenere olur. Eritrosit i¢in yeterli NADPH
olustugunda, G-6-PD aktivitesi inhibe olur ve HMP sant1 inaktif hale doner (209).
Boylece G-6-PD, glukoz metabolizmasinin HMP santina ydnelmesinde diizenleyici
rol alarak, oksidan stres kargisinda bu yola glukoz akimimn artmasim saglar (210).

G-6-PD aktivitesi beslenme, hormonlar ve 6zellikle NADPH konsantrasyonuna
bagli olarak defismektedir. Beslenmenin ve hormonlarin enzim iizerinde uzun siireli
etkisi kaba kontrol, NADPT/NADPH oram ile kontrol ise kisa siireli ince kontroldiir.
Ayrica, “Epidermal Growth Factor” ve “Platelet Growth Factor” hormonlar1 G-6-PD
aktivitesini %25-27 oraninda arttirmaktadir. Ayn sekilde “Nerve Growth Factor”iin
G-6-PD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini uyararak
hiicreyi H202’ye kars1 korudugu diistiniilmektedir (211).
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2.10.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD; siiperoksit: sliperoksit oksidorediiktaz, EC: 1.15.1.1),
ilk kez 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanumlanmis ve siiperoksit
anyon radikalinin daha az reaktif olan hidrojen perokside dismutasyonunu katalize
eden bir metaloenzimdir (212, 213).

SOD
0 + 0 + 2H" e e H,O, + O,

SOD, % 16.53 oraminda azot, % 1.05 oranminda kiikiirt ve az miktarda karbohidrat
icermektedir. Yapisinda az miktarda heksoz, heksozamin ve siyalik asit, fazla
miktarda aspartik asit, glutamik asit ve glisin bulunur (214).

2.10.3.1. Bakar ve cinko iceren dismutaz(Cu, Zn-SOD)

Okaryotik hiicrelerin sitozoliinde ve eritrositlerde bulunur. Bu enzim, mitokondri
matriksi disinda, Gkaryotik hiicrenin her organelinde bulunan bir dismutazdir. Genel
olarak hiicrede en bol bulunan bir izoenzimdir ve 21. kromozomda lokalizedir. Bakar
ve ¢inkonun rol aldig: bir dismutazdir. En yiiksek katalitik etkiyi gostermektedirler.
Dimerik yapida olup, her biri bir bakir ve bir ¢inko atomu igeren, molekiil agirhig: 16
kDa olan, benzer iki alt {initeden olusmaktadir. E.coli’den elde edilen yiiksek protein
konsantrasyonlarinda, monomerik formuna da rastlanmugtir. Enzimin etkinligi igin
bakir mutlaka gerekli iken, kobalt, civa ve kadmiyum, ¢inkonun yerini alabilit.
Dismutasyon, bakir ile sliperoksit radikali arasindaki etkilesimle gergeklesir (215).

Stiperoksit anyonu, Cu”* ve bir arjinin rezidiisiinin guanido grubuna baglantr,
Bu baglanma sonucunda, siiperoksitten bir elektron Cu*™ ye transfer olurken, Cu'"
ve molekiiler oksijen meydana gelir. Ikinci bir siiperoksit anyonu, Cu'" ‘den bir
elektron ya da baglanma ortagindan iki proton alarak hidrojen peroksiti olustururken,
enzim tekrar Cu®* formuna déniismiis ofur. SOD un fizyolojik fonksiyonu, oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksit radikallerinin etkisinden korumak ve olusan

lipid peroksidasyonunu inhibe etmektir (216, 217).

H
0" + SOD-Cu?* , SOD-Cu't--——--00H

SOD-Cu'*--—~00H + 0" SOD-Cu** + H;0;, + O,
—_—

2.10.3.2. Mn iceren dismutazlar (Mn-SOD):

Mn-SOD, prostetik grup olarak Mn igerir. Daha gok bakterilerde ve dkaryotik
hiicrelerin mitokondri matriksinde bulunur. Bakteriyel enzim esit biiyiiklikte iki alt
birimden olusur. Her alt {inite bir Mn*? atomu igerir. Molekiil aguhigt 40000
daltondur. Mitokondriyal enzim ise, molekiil agirlign 80000 dalton olan bir
tetramerdir. Enzim kloroform, etanol ve %2’lik sodyum dodesil siilfat tarafindan
inhibe olur. Siyaniiriin bu tip bir etkisi yoktur (218, 219).
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2.10.3.3. Demir ve mangan iceren dismutazlar (Fe-SOD, Mn-SOD)
Bazi1 bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri, biitiin prokaryotlarda
bulunan Mn-SOD olup, hiicre sitoplazmasinda bulunur. Bazi bakteriler (6rnegin,
E.Coli), periplazmik bélgelerinde demir i¢eren SOD (Fe-SOD) bulundururlar. Bu tip
mikroorganizmalarda, matriks enziminin (Mn-SOD endojen siiperoksit radikallerine
karsi, demir i¢eren enzimin (Fe-SOD) ise ¢evreden gelen radikallere karsi koruyucu
fonksiyon gordiigii tahmin edilmektedir (218, 219).

2.10.4. Katalaz (KAT)

Katalaz (KAT; hidrojen peroksit: hidrojen peroksit oksidorediiktaz, EC:
1.11.1.6), tetramerik yapiya sahip, molekil agirlign 240.000 dalton olan ve aktif
merkezinde 4 tane "ferrihem" grubu ihtiva eden bir hemoproteindir (220, 221).

KAT eritrositte, kemik iliginde, mukoz membranlarda, bobrek ve karacigerde
yogun olarak bulunur. Ayrica sigan kalbinin mitokondri matriksinde de
bulunmaktadir. Karacigerdeki KAT aktivitesinin yiksek olmasi, olusan peroksitlerin
etkisiz hale getirilmelerine katkida bulunur. Eritrositlerin metabolik lzlarnin daha
disik olmasina ragmen, buradaki yiiksek KAT aktivitesi, hemoglobin
oksidasyonunun onlenmesi i¢in gerckmektedir. Eritrositler, H»O»’1 su ve oksijene
geviren GSH-Px aktivitesine de sahiptir. Bu iki enzim birbirinin eksikligini
kompanse ettidi igin, eritrositler oksidatif hasara kars1 korunmaktadirlar (221).

KAT, hiicreleri HoO,’ nin zararh etkilerinden korumak i¢in, katalitik gérevini iki
degisik sekilde gerceklestirmektedir:

1. Hidrojen peroksidin dismutasyonu (katalitik tepkime)

ky
KAT-Fe (III) + H0;, - Bilesik I
k;
Bilesik I + H;0, - KAT-Fe (IIT) +
2H,.0 + O,
ZHzoz > 2H20 + 02

2. Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidatif tepkime)

ki

_—
KAT- Fe (ITI) + H,0, Bilesik I
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k;
_ >
Bilesik I + AH, KAT-Fe(Ill) + 2H;0 + A

2H;0- 2H, 0 + O,
-

AH, = Alifatik alkol
A = Aldehid

In vivo kosullarda KAT in peroksidaz aktivitesi daha baskindir (222).

KAT’in inhibitorleri; asetat, ascorbat, azid, siyanid, siyanojenbromid, 2,4-
diklorofenol, etanol, florid, format, hidroksilamin, metanol, monokloramin ve nitrittir
(223).

2.10.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; glutatyon; hidrojen peroksit oksidorediiktaz,
EC: 1.11.1.9), 1957 wyihnda tamimlanmug bir enzimdir. Hidrojen peroksitin
indirgenmesini saglayan ve molekiil agirligi 85 kDa olan tetramerik, 4 tane selenyum
(Se) atomu iceren sitozolik bir enzimdir (224).

Glutatyon peroksidaz asagidaki reaksiyonlan katalizler:

GSH-Px
H,0,; + 2 GSH » GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH " GSSG + ROH + H,0

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyuma bagunli ve selenyumdan bagimsiz
olmak tizere iki izomeri vardir: Selenyuma bagimli olan izomerin aktif merkezinde
enzime kovalent bagli selenosistein formunda selenyum bulunmaktadir. Selenyuma
bagimh olan enzim, substrat olarak hem hidrojen peroksidi hem de organik
peroksitleri kullanabilir. Buna karsilik, selenyumdan bagimsiz formu sadece lipid
hidroperoksitleri substrat olarak kullanabilir. Fosfolipid hidroperoksil glutatyon
peroksidaz olarak da adlandirilan enzimin, bu formunun molekil agirligt 20.000
dalton olup, monomerik ve sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid
hidroperoksitlerini alkollere indirger. Glutatyon peroksidaz’ in selenolat formu,
peroksit substratimi alkole indirgerken kendisi okside selenik asite donusiir.
Glutatyon, bu evrede reaksiyona katilarak selenosiilfiti olugturur. ikinci bir
glutatyonun selenosiilfite baglanmasi ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna
doniisiirken, okside glutatyon olugur (224, 225).
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2.10.6. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon reditktaz (GR; Glutatyon; NADP™ oksidorediiktaz, EC: 1.6.4.2),
okside glutatyonu (GSSG) B- nikotinamid adenin diniikleotide (NADPH) bagimh
olarak, rediikte glutatyona katalizleyen bir flavoproteindir (226, 227).

GR

2 GSH + NADP"

A 4

GSSG + NADPH +H'

Flavoprotein oksidoredilktaz ailesinin bir iiyesi olan ve ¢ok sayida farkh
organizmadan elde edilen bu enzim, 50 kDa subiiniteli ve homodimerik yapida
bulunmaktadir. Alt iinitelerde bulunan iki sistein rezidiisti arasinda bir disiilfid
képriisii kurulmas: sonucunda, okside glutatyon meydana gelir. Daha sonra bu
molekiil, pentoz fosfat yolundan sentezlenen NADPH + H* varliginda glutatyon
rediiktaz ile rediikte hale donisir. Her bir alt birim, N-terminalinden itibaren FAD
baglayici bdlge, NADPH baglayici bdlge, merkezi bdlge ve ara yiizey bolgesi olmak
lizere 4 bélgeden olugur. Enzimin aktif bolgesi dimerik ara yiizeyde bulunur. Sadece
dimerik alt birimleri aktiflik gdsterir (226, 228).

2.10.7. Glutatyon-S-Transferaz (GST)
Glutatyon-S-Transferaz, (GST, EC: 2.5.1.18. RX: glutathione-R-transferase),
47.000 Da agirhiginda olan dimerik bir enzimdir. Insan hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur (229).

Hiicresel detoksifikasyon sisteminin baglica bilesenidir. Cevresel kirleticilere,
karsinojenlere, mutajenlere ve 6zellikle lipid peroksidasyonunun firiinlerine karst
detoksifikasyon iglemlerinde rol alir. Elektrofilik kimyasal tirtinlere kars: koruyucu
ajan olarak davranir (230).

Gluiatyon- ¥ transferaz

X + Glutatyon p GSH -X
yglutamil iransp eptidaz
GSH -X * polutamil + sisteinil- glisin
|
X
Dipeptidaz L. ‘.
sisteinil- glisin pep » Sistein- glisin
| |

X X

Sekil 2.10.7.1. GST’nin detoksifikasyon islemi. X, elektrofilik bir bilesik. (230)
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GST bir¢ok formda bulunur. En ¢ok hiicrelerin sitozol kismindan elde
edilmistir. Bu proteinler sitoplazmadan bagka subselliler kompartmanlarda da
bulunmasina ragmen, genel olarak sitozolik veya ¢Oziinebilir GST olarak
tanimlanmaktadiriar .

Sigan karaciger mikrozomlarindan elde edilen GST’nin, glutatyon peroksidaz
aktivitesi gOsterdigi tespit edilmistir. Sitozolden elde edilen GST, homodimer veya
heterodimer olabilir. Molekiiler agiligi 24.5 dalton ile 28.5 dalton arasindadir.
GST’nin, o ,u, , ve 8 olmak tizere dort farkli izoenzimi vardir. GSTa, karacigerde
yitksek oranda bulunur ve hepatoselliller hasarda kan dolasiminda konsantrasyonu
artmaktadir .Insan eritrositlerinde GST’nin glutatyon-S-transferaz p (GSTp) ve
glutatyon-S-transferaz ¢ (GSTo) olmak lizere iki farkli izoenzimi vardir .

2.10.8. Paraoksonaz-1 (PONI)

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 wyilinda Aldridge W.N. (231) tarafindan p-
nitrofenil asetat, propiyonat ve biitirat’s hidroliz eden A-esteraz olarak teshis
edilmistir. 1965 yilinda, Oooms A.J. ve Boter HL (232) tarafindan , paratiyon ve
paraokson hidrolizindeki stereospesifikligi ile tammlanmigtir. 1973’te bir grup
Alman aragtirici, ilk olarak insan serum paracksonazini genetik olarak saptamistir
(233). Paraokson, metil paraokson ve klormetil paraoksona yiiksek derecede segicilik
gosterdigi igin, paraoksonaz olarak adlandinlmigtir. 1985°lere kadar paraoksonazin
nérotoksik olan organofosfatlar lizerine etkisi incelenmis, saflastirilmas1 yapilmis ve
detoksifikasyondaki rolil aragtirilmuistir. 1985 yilinda Mackness M.I. ve arkadaslari
(234), ilk olarak HDL-ayirimi igin santriftij rotorunu gelistirirken, HDL-kolesterol
ayirimi esnasinda lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamiglardir
(235). Farkl1 popiilasyonlarda (fransiz, sudanli vs) polimorfizm analizleri yapilnus ve
allellik formlari belirlenmistir. 1988 yilinda Mackness ve arkadaslarn (236), PON’ un
HDL iizerinde apo A-I’e bagimli olarak aktivite gdsterdigini ve 1991 yilinda LDL
fizerindeki lipoperoksit birikimini azalttifim bulmuslardir. Sonraki yillarda, farkh
kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid
peroksidasyonuyla iligkisi aragtinlmig ve enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir
(237).

Paraoksonaz (PON) (EC 3.1.8.1.) 44 kDa aguliginda ve glikoprotein
yapisinda olan, kalsiyum bafimli bir esterazdir. Organofosfatlann hidrolizini
katalizler. Karacierde sentez edilir. Karaciger, bobrek, bagirsak ve serumda HDL’
ye bagli, yaygin olarak bulunur. PON, paraokson gibi fosfonik ve fosfinik asit
esterleri lizerine etki eder. Selatér maddeler tarafindan inhibe olur, aktivite igin
divalan katyonlara ihtiyag duyar (234, 235).

PON’ un Diger Isimleri

Organofosfat hidrolaz; paraoksonaz; A-esteraz; organofosfat esteraz; esteraz
B1; esteraz E4; paraokson esteraz; pirimifos-metilokson esteraz; OPA anhidraz;
organofosfordz hidrolaz; fosfotriesteraz; paraokson hidrolaz; OF; organofosforiz
asid anhidraz (237).
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PON’ un katalizledigi reaksiyon agagida gorildiigh gibidir ;

PON
Aril dialkil fosfat + H, O —» dialkil fosfat + aril alkol
Ca+2

HaC=, g +H:0 PON HAC
O PO

v OrP =0 N
Ca i
NO;z
paraokson dietilfosfat p-nitrofenol

2.10.9, Lipid Peroksidasyon Zincir Reaksiyonlarini Kiran Antioksidanlar
Bu gruba giren antioksidanlar, peroksi (ROO" ) ve alkoksi (RO’ ) radikalleri ile
reaksiyona girerek lipid peroksidasyonun ilerlemesini &nlerler. Bu antioksidan
savunma, enzimatik olmayan vitaminler tarafindan saglamr. Tiyoller ve rediikte
glutatyon (GSH) da non enzimatik antioksidan savunma sistemi grubu igerisinde yer
almaktadirlar (238).

2.10.10. Tiyoller

Tiyol veya siilfidril bilesikleri, —SH grubu igerirler. Biyolojik tiyoller, siilflir
metabolizmas: iiriinleridirler. Tiyollerin kuvvetli oksidasyonlarnn sonucu, siilfenik
(RSOH), siilfinik (RSOOH) ve siilfonik (RSOOOH) asitler olusur. Tiyollerin ilk
oksidasyon basamaginda disiilfitler meydana gelir (RSSR). Biyolojik sistemlerde,
tiyol ve disiilfit aras1 oksidorediiksiyon tepkimeleri dmemlidir. Tiyoller
flavoproteinler, sitokromlar, askorbat, reaktif oksijen tlirleri, aminoasitler gibi hiicre
ici molekiillerle reaksiyon vererek, disiilfitlere doniiglirler (239, 240). Hiicre iginde
bulunan GSH, diisitk molekiil agirlikli en 6nemli tiyoldiir (241).

2.10.11. Rediikte Glutatyon (GSH)

GSH, -SH grubu igeren nonprotein bir tiyoldiir. Protein tiyollerinin indirgenmis
seklinin saglanmasim destekleyerck, dogrudan antioksidan etki gdsterir. Bu 6nemli
gorevinden bagka, membranlar boyunca aminoasit transportunda ve ¢esitli
detoksifikasyon olaylarinda rolii vardir. Elektrofilik bilesiklerin konjugasyonunu ve
H,0; ile lipid hidroperoksid (ROOH)’ lerin indirgenmesini saglar. GSH eritrositte
siirekli sentez edilmektedir. Once, glutamik asit ve sisteinden y-glutamil-sistein
sentetaz yolu ile bir dipeptid olugur. Daha sonra glutatyon sentetazin (GSH-S)
katalizledigi reaksiyon sonucunda, bir tripeptit olan y-glutamil-sisteinil-glisin, yani
GSH olusur (242).
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Sekil 2. 10.1. Glutatyonun sentezi ve metabolizmast (243).

GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinin peroksidatif hasarina engel
olarak, eritrositi zararhh etkilerden korur. GSH metabolik yolunda birgok enzim
bulunmaktadir. GSH, hiicre i¢inde -SH gruplanna disiilfid képriileri ile baglidir. Rat
karacigerinde total hiicre i¢i GSH’ i %30’unun distilfit formunda bulundugu
bildirilmistir. GSH’ m hemen hemen tamanu hiicre igine yerlesmistir. Serumda yok
denccek kadar azdir. Normal sartlar altinda hiicrelerde GSH daha ¢ok serbest
formdadir. Sitozoldeki okside glutatyon (GSSG) miktart ¢ok azdir ve genellikle GSH
miktarinin %1-3’{n{i olugturur. GSH oksidatif strese karsi énemli bir role sahiptir.
Organik hidroperoksitler, intrasellitler GSH’un okside forma doniigmesiyle zararsiz
hale getirilirler. Yine glutatyon, fosfolipidlerde lokalize olmug ROOH® larin yikimini
da saglayabilir. GSH, dehidroaskorbatin askorbata indirgenmesini ve proteinlerin
distilfit baglarimn indirgenmesini saglayan —340 mV’luk bir redoks potansiyeline
sahiptir. GSH, bir ¢ok yolla antioksidan olarak davranabilmektedir. Kimyasal olarak
singlet oksijen, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona girebilir. Bu
sayede serbest radikal tutucu olarak fonksiyon gosterir. GSH, lipid peroksidasyon
reaksiyonlarn ile olugmus agil peroksitleri ortamdan uzaklagtirarak membran
stabilitesinin korunmasim saglar (244, 245). GSH, dehidroaskorbat rediiktaz enzimi
ile birlikte calisarak dehidroaskorbatlarin indirgenmesini sa§lamasinin yaninda, non-
enzimatik olarak da bu indirgenmeyi, pH:7’de ve GSH konsantrasyonunun 1 mM’
dan yiiksek oldugu durumlarda gerceklestirebilmektedir (246).

2.11. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4-trihydroxy-trans-stilbene), biyokimyasal olarak stilben
tiirevi bir stilbenoid 'dir. Yagda ¢oziinen bir polifenolik fitoaleksin'dir. Fitoaleksinler
bitkinin dis streslere ve enfeksiyonlara (Ozellikle funguslara) karsi savunmasimi
saglayan bilesiklerdir. Resveratrol , stilben sentaz tarafindan p-kumaril KoA ve
malonil KoA 'dan sentezlenir. Saf hali sar1 parlak bir toz goriinimiindedir. ik defa
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1974 yilinda Quinquangulata'dan elde edilmis olmasina ragmen, tibbi ve biyolojik
etkileri 1997 senesine kadar fark edilmeden kalmistir. Koroner arter hastalifina karg:
kirmizi sarabin koruyucu etkisi oldugu gdsterilmistir (247). Bu etki, kirmuizi sarabm
antioksidan olmasindan kaynaklanmaktadir (248).

Dogal bir hidroksistilben olan resveratrol, yetmige yakin bitki tiirtinde tespit
edilmistir. Uziim (Szellikle kabugu ve bazi iiziimlerde gekirdegi ve kabugunda),
asma, ¢am agaci, Japon bambusu (Japanese knotweed; molekiiliin tibbi ve deneysel
amaglarla endistriyel Uretimi i¢in en sik kullanilan bitki tiiriidiir), yerfistify, erik,
sarap ve baz kiiglik sulu taneli meyvelerde resveratrol oldugu bulunmugtur (249).

Resveratrol yagda ¢oziiniir. Yaralanma, mantar infeksiyonlari, UV 1simna
maruziyeti ve soguk hava gibi dogal stresler resveratrol ve diger biyolojik cevap
diizenleyicilerin Uretilmesine neden olur. Soguk iklimlerde iretilen Uziimlerde
resveratrol ve diger stilbenlerin miktan daha yiksektir. Fermentasyon islemi
sirasinda iziim kabufunun saraba temas siiresi resveratrol miktarim belirleyen
Oonemli bir etkendir. Kirmizi sarap, {izlimiin kabuguyla beraber fermente edildigi
sarap tlrlidir. Sirkede ve Uziim suyunda da resveratrol, diZer stilbenler ve
flavonoidler bulunur (250). Giinlik yiyeceklerin icerdigi resveratrol miktar
degiskendir. Kirmiz1 sarap, beyaz saraba gore daha yiksek miktarda resveratrol
igerir. Bunun nedeni, beyaz sarabin tizlimiin kabuklan alindiktan Uretilen sarap tiirii
olmasidir. Uziim kabuguna temas siiresinin artmasi sarabin resveratrol emiktartm
arttiran de@iskenlerden biridir. Bir énemli degigken ise {iziimiin cinsidir. Misket
lizlimi, diger iziim {riinlerine gore ¢ok fazla miktarda resveratrol igerir (251, 252).

Resveratrol molekiilii cis trans izomerizmi gosterir ve biyolojik olarak aktif
sekli trans-resveratrol 'diir. Glukoz'a baglanarak glukoside seklini alabilir,
Resveratrol-3-O-beta-glukozid, aym1 zamanda pikeid olarak da adlandirilir. Trans-
resveratrol UV 1smnlan, 1sitlma, oksijene maruz birakilma etkisi ile isomerize,
degrade ve okside olabilmekle beraber, aslinda oda sicakliginda normal atmosferik
kosullarda meydana gelen oksidasyonun ihmal edilebilir diizeyde oldugu ifade
edilmektedir (253).

Fransizlarda koroner kalp hastaliklanmn, diger sanayilesmis modern
toplumlara gdre 6nemli derecede daha az goriilmesi fenomenini (Fransiz geligkisi =
French paradox) agiklamak iizere 1992 yilinda kirmizi sarapta bulunan resveratrol
molekiiliiniin ortaya atilmasi sonrasi, bu konudaki literatiir giinlimiize kadar sasirtic1
derecede genislemistir (126).

Resveratrol'in molekiiler etki mekanizmas: ile ilgili son ¢aligmalar,
resveratroliin human sirtuin 1 (SIRT1, silent mating type information regulation 2
homolog 1) enzimi'ne baglanarak, enzimin kendisinde konformasyonel (adaptif) bir
sekil degisikligi meydana getirdigini ve enzimin substratma karst olan ilgisini
arttirdigim gostermislerdir (254). '
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Oral yolla alman molekil lzli bir sekilde faz 2 konjugasyon'a
(glukuronidasyon & siilfasyon ) ugrar. Insanda resveratroliin farmakokinetigi
ayrintil bir sekilde ¢alisilmamistir. Bunun yamsira, rat ¢aligmalart vardir. Oral olarak
alinan resveratroliin kan konsantrasyonu ilk dakikalarda (yar1 émrti 8 dk) hizh bir
diigiis  gOstermektedir.  Belirlenebilen miktarlar, muhtemel enterohepatik
resirkiilasyon sebebiyle 12 saat stimmektedir (255).

In vivo galismalar, diigiik dozlarda resveratrol alimimn kalbi korudugunu
gostermigtir.  Resveratrol vaskiiler hiicre fonksiyonlarini  diizenler, LDL
oksidasyonunu inhibe eder, trombosit agregasyonunu baskilar ve iskemik
reperfiizyon esnasinda myokardiyal hasar azaltir (256).

Resveratrol dogada iiziim kabugunda bol bulunan ve bitkiyi fungal
enfeksiyonlardan koruyan polifenol yapida antioksidan bir maddedir (257). Fransiz
Paradoksu’nda temel koruyucu ajan olarak belirlenmesinin ardindan, resveratrol ve
iskemi iliskisi daha ileri galigmalar ile arastinlostir. Li-Man Hung ve arkadaglan
(258) sol ana koroner arter okliizyonu yapilan ratlarda resveratroliin enfarkt alanimi
ve reperfiizyon aritmilerini azalttifim gdstermislerdir. Bradamante ve arkadaglarn
(259) ise resveratroliin  iskemi/reperfiizyon  modellerinde  farmakolojik
“preconditioning” etkisi yarattifim vurgulamiglardir .

OH

HO
OH

Sekil 2.11.1. Resveratroliin kimyasal yapisi (255}

Insan trombositlerinin resveratrol (100 pM) ile 30 dakika inkiibasyonu
sonucu, peroksinitrit veya ara metabolitlerinin trombosit tiyol oksidasyonunu
engelledigi ve trombositlerdeki redoks dengesinin kontroliinden sorumlu oldugu
goOsterilmigtir. Resveratrol etkin bir serbest radikal yakalayicisi olup, ROS kaynakl:
trombosit aktivasyonunu inhibe ederek trombosit agregasyonu ve tromboksan
salimimini engeller (257, 260).

Bircok ¢alisma, fenolik yapidaki fitokimyasallarin serbest radikal

yakalayicisi oldugunu géstermistir. Polifenolik yapida gii¢lii bir antioksidan 6zellige
sahip olan resveratrol, ilk olarak karacierde siilfat ve glukuronit konjugatlarina
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gevrilir. Karacigerdeki metabolizmasi resveratrolin biyolojik yararlammim
etkilemektedir (261).
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MATERYALLER VE YONTEMLER

3.1. Materyaller

3.1.1. Deney hayvanlan

Bu ¢alismada, agirbiklarn 220-250 gram arasinda olan 3 aylik olan 80 adet
erkek Wistar siganlan kullanildi. Her kafeste 4 hayvan olacak gekilde muhafaza
edilen siganlar, 12 saatlik karanlik- aydinlik periyotlarinda, 22 + 2 °C’de sicaklik ve
% 50 = 5 nem igeren kosullarda ve musluk suyu ile beslendiler. Siganlar, her birinde
16’°sar hayvan olmak iizere 5 gruba ayrildilar. Deney stiresince tiim gruplarin giinliikk
yem ve su tilketimleri, ve viicut agirhiginda meydana gelen degisiklikler kaydedildi.

1. Kontrol gruplan (K) |
Bu grupta bulunan siganlar 2 ay boyunca normal yem ile beslendiler.

2. Kolesterol grubu (Kol) / .
Bu grupta bulunan siganlar, 2 ay 20 giin boyunca %5°lik kolesterollii diyet ile
beslendiler.

3. Alkol grubu (A)

Bu grup, R grubunun kontrolidiir. Bu grupta bulunan si¢anlar, 2 ay boyunca
normal yem ile beslendiler. 2 aylik siirenin bitiminden sonra, bu gruptaki
hayvanlara 0.1 ml %50’lik etanol 20 giin siireyle intraperitonal olarak verildi.

4, Resveratrol grubu (R)

Bu grupta bulunan siganlar, 2 ay boyunca normal yem ile beslendiler. 2 aylik
strenin sonunda, bu gruptaki hayvanlara 20 giin siireyle resveratrol (20
mg/kg/glin) intraperitonal olarak verildi. Trans-resveratrol %50’lik etanol
icinde taze olarak hazirlandiktan sonra her sabah saat 10°-11% arasinda
verildi.

5. Kolesterol + resveratrol grubu (Kol+R)

Bu grupta bulunan sicanlar, 2 ay 20 giin boyunca %5 lik kolesterolle
beslendiler. 2 aylik siirenin bitiminde, bu gruptaki hayvanlara 20 giin stireyle
resveratrol (20 mg/kg/gilin) intraperitonal olarak verildi. Trans-resveratrol
%30’lik etanol iginde taze olarak hazirlandiktan sonra her sabah saat 10%-
11% arasinda verildi.

Kolesterol ve Kol+R gruplarindaki sicanlardan deneyin baginda ve deney

sliresince kuyruk veninden kan alinarak hiperkolesterolemi olusup olusmadigina
bakildi. Kolesterol + resveratrol grubunda bulunan siganlarin hiperkolesterolemik

47



olduklan anlagildiktan sonra, 20 giin siireyle %50 lik etanol i¢inde taze hazirlanmus
olan trans-resveratrol (20mg/kg/giin) intraperitonal olarak verildi.

Sicanlar, beslenme siiresinin bitiminden itibaren 12 saat a¢ birakildilar. 12
saatlik aclhigin bitiminde, eter anestezisi altinda doku ve kan Orekleri alindi.
EDTA’h tiiplere alinan tam kandan trombosit parametrelerinin 6l¢imil i¢in 0.2 ml
ayrildi. Geri kalan kan numuneleri 3000 x g’de 10 dakika santriflj edilerek
plazmalart ayrildi. Dokular soguk serum fizyolojikle birkag kez yikandiktan sonra,
deneyler yapilincaya kadar -80 °C’de saklandilar. Diiz biyokimya tiiplerine alinan
kan drneklerinden elde edilen serum numuneleri, serum parametrelerinin §l¢timii icin
kullamldi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Trombositlerde Ol¢iilen Parametreler

3.2.1.1. CD41 Tayini
CD41 antikoru ile trombositlerin varliginin gosterilmesi, flow sitometri
kullamilarak yapildi.

3.2.1.2. CD40-CD40L Ekspresyonu
CD40-CD40L ekspresyonu, flow sitometride boya isaretli uygun antikorlar
kullamlarak belirlendi.

3.2.1.3. P-selektin Ekspresyonu
P-selektin ekspresyonu, flow sitometride boya isaretli uygun antikorlar
kullanilarak belirlendi.

3.2.1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) tayini
ROS, Flow sitometride 5-(ve-6)-klorometil-2",7'- diklorodihidro floresein
diasetat, asetil esteri (CM-H2DCFDA) yardimiyla dlgiildii.

Flow sitometri ile yapilan analizler icin tam kan kullamldi. Kan &rnekleri,
hayvanlardan ahindiktan sonra en gec 20 dakika iginde flow sitometride analiz
yapilmasi i¢in kullanildilar. Tiiplere 5 pl kan 6megi konulduktan sonra, {izerine 50 pl
HEPES tamponu ( 0,145 mol/L NaCl, 5 x 10® mol/L KC1, 1 x 107 mol/L MgSO,,
0,01 mol/L. HEPES , PH 7.,4) ve 5 ul monoklonal antikor ( anti- CD40, anti- CD41,
anti- CD40L, negatif izotipik kontrol) konuldu. Ornekler 15 dakika oda 1sisinda
karanlikta inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon sonrasinda, 0.5 ml % 2 lik formil
salin konularak ornekler diliie ve fikse edildiler.

Omekler hazirlandikdan sonra, analizler flow sitometri cihazi (Becton
Dickinson (FACS calibur)) kullamilarak yapildi. Pargalanmis hiicre artiklar ve
elektronik kirlilik, 6n sagimm t{izerinden ayarlama yapilarak uzaklasgtirildi.
Trombositler kapilandiktan sonra, ilgili antikorun ekspresyonunu saptamak igin
analiz bolgesindeki partikiillerden negatif izotipik kontrolin florosamndan daha
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yogun florosan gdsteren bolgeler belirlendi. Analiz yapilitken hedef hiicrelerin tiim
populasyondaki ylizdesi ve ortalama florosan yogunlugu ayn ayn degerlendirildi.
Analizle CellQuest yazilim ile gerceklestirildi.

3.2.2. Plazmada Olgiilen Parametreler

3.2.2.1. sCD40 tayini Coated Microwell

sCD40, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) kiti (Bender Medsystems,

Kat. No:BMS265) kullamlarak él¢iildii. Y Y Y Y
Prensip Y Monoclonal Coating Antisody
Anti-sCD40 monoklonal antikoru  Firstircubation
kuyucuklara adsorbe ettirilmistir.
Plazmada veya standartta bulunan cCD40
kuyucuklara absorbe edilmis antikorlarca % $ %
tutulur. Biyotin baglanmis monoklonal Y
anti-sCD40 antikorunun ortama <> -scpeo
eklenmesiyle yakalanmis olan sCD40’lara E - Biotin-Conjugate
baglanir.
. . ) ) Second Frcubation
Inkiibasyonu takiben, yikama islemler:
sayesinde baglanmanus biyotin-bagli anti- '2 Q@ .—'O—.
sCD40 uzaklastirilir. Streptavidin-HRP
ortama eklenir ve biyotin-anti-sCD40 $ $ $ Y
konjugatima baglanir. Inkiibasyonu takiben
baglanmamus streptavidin-HRP yikama P streptavidin-Conjugats
iglemi sirasinda uzaklagtirilir ve — —
kuyucuklara HRP ile reaktif hale gegen i‘?ﬂ‘i o &
TMB substrat1 eklenir. Y
Plazmada bulunan sCD40 miktariyla dogru $ $ Y

orantil1 olarak renkli iiriin olugur. Ortama asit = - Substrats
eklenerek reaksiyon durdurulur ve renkli

iirtiniin 450 nm dalga boyundaki absorbansi ] —
okunur. Hazirlanan standart grafigi yardimiyla o o o
serum sCD40 miktar1 6l¢iildii. é g E >
Y
P - Beacted Subsirate
Ayiraclar

1. Anti-sCD40 monoklonal antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu ELISA plate
2. Biyotin bagl anti-sCD40 monoklonal antikoru
3. SCDA40 standart1
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Streptavidin-HRP

Diliisyon tamponu

Yikama tamponu

Deney tamponu

Pozitif kontrol

. Negatif kontrol

10. TMB substrati

11. Hidrojen peroksit (% 0.02)

12. Stop ¢ozeltisi (1M fosforik asit)

0 %0 N oL

Yintem

Her kuyucuga konulacak plazma Sreneklerine numara verilerek deneye
baslamadan 6nce laboratuvar defterine kaydedildi. Kuyucuklar 300 pl ytkama
tamponuyla 2 defa yikandi. Yikama iglemi sirasinda kuyucugun iglerinin
¢izilmemesine 6zen gosterildi. Temiz bir siizge¢ kagid1 lizerinde ters gevrilen plate
icerigi tamamen bosaltildl. Hazirlanan standart diliisyonlarindan 100 pl, numune
kuyucuklarina 50 pl plazmalardan ve 50 pl dilisyon tamponu eklendi ve kor
kuyucuguna sadece 100 pl dilitsyon tamponu eklendi. Biyotin-konjugat: kitte
belirtildigi iizere taze olarak hazirlandi ve her kuyucuga 50 pl eklendi. Plate tizeri
kapatilarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonra kuyucuklar
ters gevrilerek icerigi bosaltildi. Kuyucuklara 300 pl yikama tamponu konularak 3
defa yikandi. Temiz bir siizge¢ kigid1 iizerinde ters ¢evrilen plate igerigi tamamen
bosaltild1. 100 pul seyreltilmis Streptavidin-HRP konjugatindan her kuyucuga ilave
edildi, plate tizeri kapatilarak 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. Siirenin bitiminden
sonra kuyucuklar 3 defa 300 ul yikama tamponuyla yikandi. Temiz bir stizgeg kagid
iizerinde ters ¢evrilen petrinin igerigi tamamen bosaltildi. Tiim kuyucuklara TMB
substrat ¢ozeltisinden 100 ul eklendi ve plak lizeri kapatilarak 10 dakika karanlikta
ve oda 1sisinda inkiibe edildi. Stop soliisyonundan 100 pl eklendi ve 450 nmdeki
absorbanslar (referans dalga boyu olarak 620 nm alind1) okundu. Kér kuyucuklarmimn
absorbanst sifir kabul edilerek serum ve sCD40 konsantrasyonlan, standart grafikten
pg/ml bigiminde hesaplandi.

Standart Hazirlanmas:

Standart kuyucuklarma 100 pl diliisyon tamponu ilave edildikten sonra sCD40
standartindan 100 pl konarak asagidaki grafikte gdsterildigi gibi §, 16, 32, 63, 125,
250 ve 500 pg/ml’lik standartlar hazirlandi. Hazulanan standartlar numune gibi
caligilarak absorbanslart okundu ve absorbans degerlerine karsilik  gelen
konsantrasyonlar i¢eren standart grafigi ¢izildi.
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sCD40 Standart Grafigi

Absorbans
- - N
o v o
o o o

o
&)
o

0,00
0,000 200 400 600

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.1.1. sCD40 standart grafigi

Hesaplama
sCD40 konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

3.2.2.2, Interleukin-6 (IL-6) tayini
IL-6 konsantrasyonlari, ELISA kiti (Biosource, Kat. No:KRC0061)
kullanilarak odlgiildii.

Prensip

Daha Onceden 96 kuyucuklara emdirilmis anti-IL-6 monoklonal antikoru
plazmada veya standartta bulunan IL-6 ile baglanir. Biyotin baglanmig monoklonal
anti-IL-6 antikorunun ortama ecklenmesiyie yakalanmis olan IL-6’lara baglanir.
Streptavidin-HRP ortama eklenir ve biyotin-anti-IL-6 konjugatina baglanir. Daha
sonra kuyucuklara HRP ile reaktif hale gegen TMB substrati eklenir. Plazmada
bulunan IL-6 miktanyla dogru orantih olarak renkli iirlin olusur. Ortama asit
cklenerek reaksiyon durdurulur ve renkli Girtiniin 450 nm dalga boyundaki absorbansi
okunur. Hazirlanan standart grafigi yardimiyla plazma IL-6 miktan olgliir. -

Ayiraclar

Anti-IL-6 monoklonal antikoru ile kaplanmg 96 kuyucuklu ELISA plak
Biyotin bagli anti-IL-6 monoklonal antikoru

IL-6 standarti (18 ng)

Streptavidin-HRP

Diliisyon tamponlart

S
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Yikama tamponu

Deney tamponu

Yiiksek konsantrasyonlu kontrol
. Diisiik konsantrasyonlu kontrol
10. Stabilize kromojen

11. Stop ¢ozeltisi

0 %0 N o

Yintem

Standart kuyucuklarina 100 ul standart, numune kuyucuklarnna 50 pl
plazmalardan ve 50 pl diliisyon tamponundan eklendi. Kor kuyucuguna sadece 100
ul diliisyon tamponu eklendi. Plak iizeri kapatilarak 2 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Siirenin bitiminden sonra, kuyucuklar ters ¢evrilerek igerigi bosaltildi. Kuyucuklara
yikama tamponu konularak 4 defa yitkandi. Plak temiz bir siizgeg kdgidi izerinde ters
cevrildi ve plak igerigi tamamen bosaltildi. Antijen-spesifik biyotin-konjugatindan
her kuyucuga 100 pl eklendi. Plak {izeri kapatilarak 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Siirenin bitiminden sonra, kuyucuklar 4 defa yikama tamponuyla yikandi.
Seyreltilmis streptavidin-HRP konjugatindan 100 ul her kuyucuga ilave edildi. Plak
{izerl kapatilarak 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonta,
kuyucuklar 4 defa yikama tamponuyla yikand1. Ttim kuyucuklara stabilize
kromojenden 100 pl eklendi ve plak iizeri kapatilarak 30 dakika oda 1s1sinda ve
karanlik bir yerde inkiibe edildi. Her kuyucugZa stop soliisyonundan 100 pl eklendi ve
450 nmdeki absorbanslar okundu. Kér kuyucuklarinin absorbansina gore, plazma ve
standartlarm IL-6 diizeyleri, pg/ml olarak hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

18 ng toz IL-6 standart1 1.8 ml standart ¢6ziicii tamponunda ¢6ziildii ve 10.000
pg/ml konsantrasyonda stok hazirlandi. Ependorf tiiplerinde 31.2, 62.5, 125, 250, 500
ve 1000 pg/ml’lik standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlar kit prospektiisiinde
belirtildigi gibi ¢alisilarak absorbanslar okundu ve absorbans degerlerine karsilik
gelen konsantrasyonlari iceren standart grafigi ¢izildi.
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IL-6 Standart Grafigi

—
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Absorbans
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Konsantrasyon (pag/ml)

0 500 1000 1500

Sekil 3.1.2. IL-6 standart grafigi
Hesaplama

Standart grafigi kullamlarak IL-6 konsantrasyonlar: hesaplandi.

3.2.2.3. Platelet faktor 4 (PF4) tayini
PF4 tayini kit (American Diagnostica, Kat.No:634) kullamlarak yapildi.

Prensip

Plazma 6meklerinde bulunan PF4, daha énceden 96 kuyucuklu plak i¢ yiizeyine
emdirilmis tavsan poliklonal antikorun F(ab’), kismina baglamr. Ortama eklenen
HRP konjuge poliklonal anti-PF4 antikoru ile kuyucuklarda tutulmus halde olan
PF4’ler baglanir. Daha sonra kuyucuklara hidrojen peroksit ile reaktif hale gecen
TMB substrati eklenir. Enzimatik reaksiyonlan takiben plazmada bulunan PF4
miktariyla dogru orantili olarak renkli iiriin olugur. Ortama asit eklenerek reaksiyon
durdurulur ve sart renkli iriiniin absorbansi 450 nm dalga boyunda okunur.

Hazirlanan standart grafigi yardimiyla plazma PF4 miktar belirlenir.

Ayiraclar

Anti-PF4 monoklonal antikoru ile kaplanmig 96 kuyucuklu ELISA plak
PF4 standart1 diliisyon tamponu

Yiiksek konsantrasyonlu PF4 kontrol plazmasi

Diisiik konsantrasyonlu PF4 kontrol plazmasi

el S
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HRP bagh anti-PF4 monokional antikoru
HRP i¢in diliisyon ¢dzeltisi

Yikama tamponu

Deney tamponu

. TMB substrati

0. Stop ¢ozeltisi

= 000N

Yintem

Deney Oncesi plazma numuneleri 1:4 oraninda diliie edildi. Kuyucuklara 200 pl
standart/kontrol ve numunelerden eklenirken kor kuyucuguna sadece 200 pl diliisyon
tamponu eklendi. Plak lizeri kapatilarak 1 saat oda 1s151nda inkiibe edildi. Siirenin
bitiminden sonra kuyucuklar ters gevrilerek icerigi bosaltildi. Kuyucuklara 300 pl
yikama tamponu konularak 5 defa yikandi. Plak temiz bir siizgeg kagid1 izerinde ters
¢evrildi ve plak igerigi tamamen bosaltildi. Anti-PF4-HRP immunkonjugatindan her
kuyucuga 200 pl eklendi. Plak tizeri kapatilarak 1 saat oda 1s1s1nda inkiibe edildi.
Sirenin bitiminden sonra kuyucuklar 4 defa yikama tamponuyla yikandi. Tiim
kuyucuklara TMB substratindan 200 pl eklendi ve plak tizeri kapatilarak 5 dakika
oda 1s1s1nda inkiibe edildi. Her kuyucuga 50 pl H>SO4 eklenerek reaksiyon
durduruldu ve 10 dakika beklendi. Siire sonunda 450 nmdeki absorbanslar okundu.
Standart absorbanslarina karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirildi ve, plazma
PF4 diizeyleri ng/ml olarak hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

Konsantrasyonu 10 IU/ml (10 ng/ml) olan PF4 stok ¢ozeltisinden ependorf
tipplerinde 0.5, 1, 2, 5 ve 10 IU/ml’lik standartlar hazirland1. Hazirlanan standartlar
kit prospektiisiinde belirtildifi gibi galisilarak absorbanslart okundu ve absorbans
degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar igeren standart grafigi ¢izildi.

PF4 Standart Grafigi

Absorbans

0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (IU/ml)

Sekil 3.1.3. PF4 standart grafigi
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Hesaplama

PF4 konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

3.2.3. Serumda Olgiilen Parametreler

3.2.3.1. Total kolesterol (TK) tayini
Kolesterol diizeyleri, kit (Kat.No: 2040, Futura System) kullanilarak 6l¢iildii.

Prensip
Kolesterol esterleri, enzimatik olarak kolesterol esterazla kolesterol ve serbest
yag asitlerine hidroliz edildiler.

kolesterol esteraz
Kolesterol esteri + H;O > Kolesterol + RCOOH

Serbest kolesterol, kolesterol oksidazla kolest-4-en-3-on ve hidrojen peroksite
okside olur.

Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O, »  kolest-4-en-3-on + H0;,

Hidrojen peroksit, fenol ve 4-aminoantipirin ile peroksidaz varhfinda
birleserek, 500 nm’de Sl¢tilebilen kromoforu olusturur

peroksidaz
2 H,O; + fenol + 4-aminoantipirin - ——— Quinonimin + 4H;O

Olusan kumzi  renkli  quinoniminin  renk  siddeti,  kolesterol
konsantrasyonuyla dofru orantithdir ve spektrofotometrik olarak 520 nm’de
Olciilebilir.

Ayiraclar

Reaktif 1

1- PIPES (piperazin-N,N’-bis(2-etansiilfonik asit)) tamponu (50 mmol/L, pH 6.8)
2- Fenol (3 mmol/L)

3- Kolesterol oksidaz > 300 U/L

4- Kolesterol esteraz > 300 U/L

5- Peroksidaz > 2000 U/L

6- ATP (4 mmol/])

7- 4-aminoantipirin (0.25 mmol/L)
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8- Sodyum azid <% 0.1

Reaktif 2
Kolesterol standardi (200 mg/dl)

Yoéntem

Ayiraclar Kér Standart Numune
Distile su (ul) 10 — —
Standart (ul} — 10 —
Numune (pl) — — 10
Reaktifi 1 (ml} 1.0 1.0 1.0

Tiipler iyice kanistirildiktan sonra, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildiler ve
kore karg1 520 nm’deki absorbanslar kaydedildi.

Standart Hazirlanmasi

Konsantrasyonu 200 mg/dl olan kolesterol stok c¢ozeltisinden ependorf
tiiplerinde 0, 25, 50, 100, 150 ve 200 mg/dI’lik standartlar hazirlandi. Hazirlanan
standartlar kit prospektiisiinde belirtildigi gibi ¢aligilarak absorbanslart okundu ve
absorbans degerlerine kargilik gelen konsantrasyonlar igeren standart grafigi ¢izildi.

Hesaplama :

Total kolesterol (TK) (mg/dl) = (A mumune/ A katibraesr) X Kalibratdr konsantrasyonu

Total Kolesterol Standart Grafigi

Absorbans

0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (mg/dl)

Sekil 3.1.4. TK standart grafigi
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3.2.3.2. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein-Kolesterol (HDL-K) Tayini
HDL-K tayini, kit kullamlarak (Kat No:10018, Human) yapildi.

Prensip

Presipitasyonla, HDL-K 6l¢timi esasina dayanur. Polianyonik stirfaktanlar ve
MgCl, kullanilarak silomikronlar, VLDL ve LDL lipoproteinleri ¢Oktiiriilir.

Siipernatanda, modifiye enzimler yardumyla HDL-K konsantrasyonu dogrudan
Sleiiliir.

Ayrraglar
Reaktif 1 Fosfotungustik asit
MgClg
Reaktif 2 PIPES tamponu (50 mmol/L, pH 6.8)
Fenol (3 mmol/L)
Kolesterol oksidaz > 300 U/L
Kolesterol esteraz > 300 U/L
Peroksidaz > 2000 U/L
ATP (4 mmol/l)
4-aminoantipirin (0.25 mmol/L)
Sodyum azid < % 0.1
Standart/kontrol Kolesterol/Liyofilize serum (200 mg/dl)
Yontem:
Numune (serum)/standart/kontrol 500 ul
Reaktif 1 1000 pi
Karistirilir ve 37 °C’ de 10 dakika inkiibe edildi.
10 dakika 4.000 g’de santrifiij edildi
Reaktif 2 | 1000 ul
Kangtinlir ve 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edilir.
520 nm’ de absorbans kore karst 6l¢iiliir.
Standart Hazirlanmasi

Konsantrasyonu 100 mg/dl olan kolesterol stok ¢Ozeltisinden ependorf
tiplerinde 0, 10, 25, 50 ve 100 mg/dlI'lik standartlar hazirlandi. Hazirlanan
standartlar kit prospektiisiinde belirtildigi gibi cahisilarak absorbanslan okundu ve
absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlari igeren standart grafigi ¢izildi.
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Hesaplama :
HDL-K kolesterol (mg/dl)= (A numune/ A kalibrasr) X Standart konsantrasyonu

HDL. kolesterol standart Grafigi

Absorbans

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (mg/dl)

Sekil 3.1.5. HDL-K standart grafigi

3.2.3.3. Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolesterol (LDL-K) tayini
LDL-K, kit ( Kat No: 3275, Futura System) kullanilarak 6l¢iildii.

Prensip

Ozel siirfaktanlarin yardimiyla, dogrudan LDL-K &l¢iimil esasina dayanir.
Polianyonik strfaktanlar kullamlarak silomikronlar, VLDL-K, ve HDL-K’deki
kolesterol aktiviteleri azaltthr. kinci basamakta modifiye enzimler yardimiyla,
LDL’deki kolesterol konsantrasyonu 6leiiliir.

Ayiraclar

Reaktif 1 PIPES tamponu (50 mmol/L, pH 6.8)
Kolesterol esteraz (600 U/L)
Kolesterol oksidaz (500 U/L)
Katalaz (600 kU/L)
Askorbat oksidaz (3 kU/L)
TOOS (N-etil-N-(2-hidroksi-3-
sulfopropil)-m-toluidin} (2 mmol/L)

Reaktif 2 PIPES tamponu (50 mmol/L, pH 6.8)
Peroksidaz (4 kU/L)
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4-aminoantipirin (4 mmol/L)
Sodyum azid < % 1 '

Standart/kontrol Kolesterol/Liyofilize serum
Yintem:
Ayiraglar Kor Standart Numune
Distile su (pl) 4 — —
Standart (pl) — 4 —
Numune (pl) — — 4
Reaktifi 1 (ul) 300 300 300

Tiipler iyice karigtinnlip 5 dakika beklendikten sonra, numunenin absorbansi kore
kars1 600nm de okundu.

Standart Hazirlanmasi

Konsantrasyonu 140 mg/dl olan kolesterol stok c¢ozeltisinden ependorf
tiplerinde 0, 20, 40, 75, 100 ve 140 mg/dl’lik standartlar hazirlandi. Hazirlanan
standartlar kit prospektiisiinde belirtildigi gibi galisilarak absorbanslart okundu ve
absorbans degerlerine kargilik gelen konsantrasyonlari igeren standart grafigi ¢izildi.

Hesaplama :
LDL-K (mg/dl)= (A numune/ A kalibratsr) X sStandart konsantrasyonu

LDL kolesterol standart grafigi

0,25
0,2
0,15
0.1
0,05

Absorbans

0 50 100 150

Konsantrasyon (mg/dl)

Sekil 3.1.6. LDL-K standart grafigi
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3.2.3.4. Okside LDL (oxL.DL) tayini
oxLDL konsantrasyonlari, kit (Immun Diagnostik, Kat.No: K7810)
kullamlarak dlgiildii

Prensip

oxLDL ELISA yontemi, immunometrik (Sandivi¢ ELISA) prensibe dayal
olgim yapmaktadir. Kati faz monoklonal antikor,serumda bulunan ox-LDL
antijenine karg1 geligtirilmistir ve oxLDL-antikor baglanmasimin trlind, sonra HRP
(horseradish peroxidase) isaretli monoklonal anti-apoB100 antikoru ile belirlenir.
Ortama kromojenik bir substrat olan tetrametilbenzidin (TMB) eklenmesinden sonra
olusan sar1 renkli Urinlin 450 nm dalga boyundaki absorbansi oxLDL
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Hazirlanan standart grafigi yardimyla serum
oxLDL miktar1 6l¢iiliir.

A

Anti-apoB100-
HRP-konjugat1]

| AntioxLDL-
- antikoruf]

96-kuyuculdu-plate |

Q

Sekil 3.1.7. oxLDL lgiim prensibi

Ayiraclar

Diliisyon tamponu

Referans ¢ozeltisi

Pozitif kontrol

Negatif kontrol

Horseradish peroksidaz (HRP) antikor konjugat1

TMB substrat

Yikama tamponu

Stop ¢bzeltisi (0.36 N siilfiirik asit)

Anti-OxLDL antikoru ile kaplanmig 96 kuyucuklu ELISA plak

W Nk WD

oxLDL tayini

Serum Srnekleri diliisyon tamponu ile 1:10 oraminda diliie edildi. Kuyucuklar
250 pl yikama tamponuyla 5 defa yikandi. Temiz bir siizgec kajd1 iizerinde ters
gevrilen plak icerigi tamamen bosaltildi ve kuyucuklann kurumamasmna Ozen
gisterildi. 96 kuyucuZun standart ve kontrol ve numune konulurken, kér kuyucuguna
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sadece 100 pi diliisyon tamponu eklendi. Plak {izeri kapatilarak 4 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonra, kuyucuklar ters gevrilerek icerigi bosaltildi.
Kuyucuklar 250 pl yikama tamponuyla 5 defa yikandi. Temiz bir siizge¢ kigidi
iizerinde ters ¢evrilen plak i¢erigi tamamen bosaltildi ve kuyucuklann kurumamasina
Ozen gosterildi. 100 pl seyreltilmis konjugattan her kuyucuga ilave edildi. Plak iizen
kapatilarak 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonra kuyucuklar 5
defa 250 pl yikama tamponuyla yikandi. Temiz bir slizge¢ kafidi iizerinde ters
gevrilen petrinin igerigi tamamen bosaltildi. Substrattan 100 pl eklendi ve plak iizeri
kapatilarak 20 dakika karanlikta ve oda 1sisinda inkiibe edildi. 50 pl stop soliisyonu
cklendi ve karistirildi. Mavi rengin sanya déniismesi gézlendikten sonra hemen 450
nmdeki absorbanslar okundu. oxLDL konsantrasyonlar, standart grafiginden ng/ml
olarak hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

Toz halinde bulunan standartlar 500 p! bidistile su ile ¢ozuldii ve 0, 9, 27, 80 ve
250 ng/ml’lik standart soliisyonlar hazirlandi ve numune gibi cahgilarak
konsantrasyonlara karst absorbans degerlerini i¢eren standart grafigi ¢izildi.

oxLDL Standart Grafigi
2.0

1.5
/)]
3
o 1.0 A
o .
3 051 y = 0,0067x - 0,0219
< R2 = 0,9982

0.0 . ‘

100 200 300
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.1.8. oxLDL standart grafigi

Hesaplama
oxLDL konsantrasyonlari, standart grafigi kullamilarak hesaplandi.
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3.2.3.5. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Bilesikleri (TBARS) Tayini
Serum TBARS diizeyleri, Wasowicz ve arkadaglanimin (262) fluorometrik
metoduna gore tayin edildi.

Prensip

Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonunun bir iiriinli olan MDA'
nin bir molekiiliiniin, 2 molekiil 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ile
olusan bilesigin asidik ortamda n-biitanol fazina ekstrakte edilerek, 525 nm
cksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boylarinda fluorometrik olarak okunmasi
esasina dayanir.

H

H OH
i I ) '\ =
7
H-C-CH,-C-H *+2 )ES — HS_( _ JeEscE-CiE\ >CS
N
H " oH OH

malondialdehit 2 - tiyobarbitiirik asit kromojen (pembe)

Ayraglar

1- 2-tiyobarbitirik asit (29 mM) (8.75 M asetik asit iginde hazirlanir).

2- Hidroklorik asit (5 M)

3- n-Biitanol

4- 1,1,3,3,-tetraetoksipropan standard: (Sigma, T9889). Bu standaritan 0.0, 2.5, 5.0
ve 10.0 nmol/ml lik standart soliisyonlar1 hazirlamp, aynen numune gibi
calisildiktan sonra standart grafigi ¢izildi.

Yontem :

50 pL numune, iginde 1 ml arik su bulunan cam tiiplere kondu. 1 ml TBA
eklendikten sonra, tiipiin agz1 siki bir sekilde kapatilarak 1 saat 100°C'de kaynar su
banyosunda tutuldu. Numuneler ¢esme suyu altinda hemen sogutulduktan sonra, 25
uL HCI eklenerek son pH' min 1.6 - 1.7 arasinda olmast saglandi. 3.5 ml n-biitanol
eklenereck, numuneler 5 dakika vortekslendi. MDA, numunelerin +4°C' de 5 dakika
1500 x g' de santrifiigasyonu sonucu biitanol fazina gegirildi. Biitanol fazimn
fluoresans1 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boylan kullanilarak
spektrofluorometrede olgiildii. Numunelerin MDA igerikleri standart grafiinden
hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

1,1,3,3-tetractoksipropan kullamlarak 0, 2.5, 5 ve 10 pmol/L’ lik standart
soliisyonlar hazirland1 ve numune gibi ¢ahisilarak konsantrasyonlara karsi floresans
degerlerini iceren standart grafigi ¢izildi.

62



TBARS Standart Grafigi

300
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200

150

Fluoresans

100
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0 5 10 15
Konsantrasyon ( pmol/L)

Sekil 3.1.9. TBARS standart grafigi

Hesaplama
TBARS konsantrasyonlari, standart grafigi kullamlarak hesaplanda.

3.2.3.6. Paraoksonaz-1 (PON1) Aktivitesinin Tayini
Paraoksonaz-1 (PON1) aktivitesi, Go¢men ve arkadaglarinin (263) modifiye
ettigi Furlong (264) ve Mackness’in (265) metodlart kullanilarak 6l¢iildii.

Prensip

Paraokson (O,0-dietil-O-p-nitrofenil fosfat), serumda bulunan paraokscnaz
ile dietil fosfata ve p-nitrofenole doéniigiir. Olugan p-nitrofenoliin 405 nm dalga
boyunda vermis oldugu absorbans artigt PON aktivitesi ile orantilidir.

0
|l paraoksonaz — . oH NO2
(EtO),PO NO, __ , (EtO)PO, T
parackson dietilfosfat p-nitrofenol

Ayiraclar

1- Tris-HCI tamponu (0.1 M, pH:8) (1 mM CaCl, igerir): 8.3 ml HCI, igerisinde ank
su bulunan 1 litrelik balon jojeye konuldu ve hacim amnk su ile 1 litreye
tamamlandi. Aym sekilde, 12,1 gr Tris tartilarak 1 litrelik balon jojede bir miktar
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arik su ile iyice ¢oziildikten sonra, hacim 1 litreye tamamiandi. Her iki ¢6zelti
pH 8.0 oluncaya dek uygun oranlarda karigtinldi. Hazirlanan tampondan bir
miktar alinarak ayn bir 1 litrelik balon jojeye aktanldi. Sonra i¢ine 36.5 pg CaCl,
konuldu ve iyice ¢oziildi. Hacim aym tamponla 1 litreye tamamlandi.

2- CaCl, (1 mM)

3- Aseton

4- Paraoxon (stok g¢ozeltisi) ( 120 mM) (Sigma, D9286): 33.024 mg paraoxon
tartilarak 900 uL asetonda ¢6ziildii ve hacim arik su ile 1 ml” ye tamamlandi. Bu
¢Ozelti +4°C” de 3 hafta stabildir.

5- Paraoxon (cahsma g¢Ozeltisi) (6 mM): Stok ¢ozelti, Tris-HCI tamponu (50 mM,
pH 8.0) ile 1/20 oraninda diliie edilerek hazirlandi. Bu ¢dzelti taze hazirlanip,
hemen kullanilmalidar. '

6- Distile su

Yintem:

Ayiraglar Kor Numune

Tris-HC1 tamponu

(pH:8.0) (uL) 1440 1140
Serum(uL) 60 60

Paraoxon (L) — 300
Total (L) 1500 1500

Ol¢lim yapilacag: glin gerektigi kadar deney tiipii hazirlanarak kér ve numune
olarak igaretlendi. Her iki tipe de Tris-HCI tamponu ve 60 gL serum eklendi. Bu
tiipler 10 dakika 37°C’ de inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon siiresinin bitiminde,
kor tiipiindeki karisim kullanilarak spektrofotometrenin 405 nm’de sifir ayan yapildi. -
Ornek tiipiine 300 gL paraoxon ilave edilerck reaksiyon baglatildi. Karisim alt Gst
edildikten sonra, hemen  spektrofotometre kiivetine  aktarildi.  Kiivet
spektrofotometreye yerlestirildi ve 10 dakika boyunca optik dansite degerleri
kaydedildi. Ayrica, p-nitrofenol kullamlarak kendi sartlarimizda (pH:8, 405 nm ve
37°C) molar ekstinksiyon katsayisi (&) tayin edildi.

Hesaplama:

Elde edilen optik dansite artiglarinin ilk 3 dakikasi dikkate alinmadi. Lineer
artisin oldugu son 7 dakikaya ait optik dansite degerlerinden, 1 dakikadaki ortalama
optik dansite (AOD/dk) hesaplandi. Bulunan deger agsagidaki formiilde yerine
konularak TU/1 seklinde PON aktivitesi hesapland.

AOD/dk

IU/1=

VNUMUNE
£EX ———

VroraL

£=10.10x10° M'em™
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(AOD/dK) x 10*
4

U=

3.2.3.7. Lizofosfatidik asit (LPA) tayini
LPA, Kishimoto ve arkadaglarinin (266) metoduna gore dlgildil

Prensip
Serumda bulunan LPA bir dizi enzimatik reaksiyona girer. Sonugta olusan
hidrojen peroksit, 4-aminoantipirinle reaksiyona girerek renkli bir bilegik olugturur.
Bu bilesigin verdigi absorbans kolorimetrik olarak ¢lgiiliir.

Lizofosfatidik asit  {LPA)

HAQ
i ipaz
Serbest Lizofosfalpa
yagd asidi
Kolik asit Gliserol-3-fosfat
NAD® 0,
HED ; Enzimatik
GEIPLH dongil
NADH H,0,
3-oksokolik asit ’ berokeid
Dihidroksi aseton fosfat Tg'gss' az

4-Aminoantipirin

Kolorimetrik élglim

Sekil 3.10. LPA’mn enzimatik dlgilim prensibi

Ayiraclar
Reaksiyon Karigimi

Lizofosfolipaz

Gliserol-3-fosfat oksidaz (G3PO)
3-alfa-hidroksisteroid dehidrogenaz (HSD)
Peroxidaz

Gliserol-3-fosfat dehidrogenaz (G3PDH)
N-etil-N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3-metilanilin, sodyum dihidrat (TOOS)
4-aminoantipirin

B-nikotinamid adenin dinukleotid disodyum
. 1-oleoil-2-hidroksi-sn-gliserol-3-fosfat

10. HEPES tamponu (pH 7.6)

11. Triton X-100 (%0.01)

WO R WD
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Yontem

Ayiraglar Kor Ornek Standart
Reaksiyon
karisimi (ul) 240 240 240
Serum (ul) — 9 —
Distile Su (ul) 9 — —
LPA (ul) — — 9

Karigimlar 37 °C’de 7-9 dakika inkiibe edildi. 7 ve 9. dakikalardaki absorbanslar

570 nm’de ve 700 nm’de 6lgiildii. 570 nm’de Slciilen absorbans degerinden 700
nm’de Slglilen absorbans degeri ¢ikarildi. 7-9 dakikalar arasindaki artig hizi lineer

regresyon analizi yardimiyla 6l¢iildli. Serum LPA konsantrasyonlari, standart grafigi
yardimiyla pM olarak hesaplandi.

Standart Hazirlanmas:

Toz halde bulunan LPA, tuz iceren % 0.1 TritonX-100 igeren serum fizyolojik
ile ¢oziilerek 0, 0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 pM’lik standart soliisyonlar hazirland: ve
numune gibi galisilarak konsantrasyonlara kars: absorbans degerlerini igeren standart

grafigi ¢izildi.

LPA Standart Grafigi

@ 0.10
101
£ 0.08 -
Q
2 0.06 -
<
0.04
0.02 -

y = 0,0086x
R =0,9973

0.00

LPA (umoliL)

10

12

Sekil 3.10. LPA standart grafigi

Hesaplama
LPA konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

3.2.3.8. Hidrojen Peroksit (H,0,) tayini
H,0,, kit kullamlarak (Assay Designs, Kat. No: 907-015) él¢tildii.
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Prensip
Serum 6rneklerinde bulunan H,O,’in ksilenol turuncusu ile olusturdugu renkli

bilesigin verdigi absorbans Olgiiliir.

Ayraclar

1. Steril 96 kuyucuklu plak

2. Hidrojen peroksit standardi (100 pg/ml)
3. Renk reaktifi (ksilenol turuncusu)

Yintem
Avyiraglar Kor Ornek Standart
Serum (uL) — 50 —
Distile Su (¢L) 50 — —
H,0, (uL) — — 50
Renk reaktifi (uL) 100 100 100

(Oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edilerek 550 nm’deki absorbanslar 6l¢iildii.
Standart konsantrasyonlari hesaplanarak grafige gecirildi ve serum HyO»
konsantrasyonlar1 uM olarak hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi .
Kit iginde bulunan H,0, stok ¢ozeltisi dilile edilerek 0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50

ve 100 pM’lik standart soliisyonlar hazirlandi ve numune gibi calisilarak
konsantrasyonlara kars1 absorbans degerlerini iceren standart grafigi cizildi.

H202 Standart Grafigi

Absorbans

¢ 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (pM)

120

Sekil 3.1.10. H,O, standart grafigi

Hesaplama
H202 konsantrasyonlan, standart grafigi kullamlarak hesaplandi.
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3.2.3.9. Nitrotirozin Tayini

Nitrotirozin diizeyleri, kit (Oxis research, Kat.No: 21055) kullanilarak
olgiildi.

Prensip

Nitrotirozin tayini, ELISA prensibiyle yapilir. Kat: faz monoklonal antikorca
yakalanan antijen daha sonra biyotin isaretli ke¢i polikional anti-nitrotirozin ile
belirlenir. Streptavidin peroksidaz konjugati1 biyotinlenmis antikora baglamir. Ortama
tetrametilbenzidin (TMB) substrat: eklendikten sonra olusan sart renkli iiriintin
absorbansi 450 nm dalga boyunda 8l¢iiliir.

Biyotin igaretli Streptavidin
Monoﬂonal Nitrotirozin poliklonal anti- peroksidaz TMB
nitrotirozin nitrotirozin konjugati
antikoru

Sekil 3.12. Nitrotirozin deneyinin prensibi

Ayiraclar

1. Diliisyon tamponu (PBS)

2. Nitrotirozin standart1

3. Nitrotirozin antikoru

4. Streptavidin peroksidaz

5. Yikama yamponu

6. Stop c¢dzeltisi

7. Daha dnceden nitrotirozin antikoru ile kaplanmis plakalar

Yontem

96 kuyucugun her birine 100 pl standart, kontrol ve serum konulurken, kér
kuyucuguna sadece 100 pl diliisyon tamponu eklendi. Plak {izeri kapatilarak 1 saat
oda 1s1sinda inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonra kuyucuklar 4 defa yikama
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tamponuyla yikandi. Temiz bir stizgeg kagidi tizerinde ters gevrilen petrinin igerigi
tamamen bosaltildi. 100 pl nitrotirozin antikoru ilave edilerek plak iizeri kapatilarak
1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonra kuyucuklar 4 defa yikama
tamponuyla yikandi. Temiz bir stizge¢ kagidi {izerinde ters ¢evrilen petrinin igerigi
tamamen bosaltildi. 100 ul streptavidin peroksidaz eklendi. Plak lizeri kapatilarak 1
saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. Kuyucuklar 4 defa yikama tamponuyla yikandi.
Temiz bir siizgec kdgid1 lizerinde ters gevrilen plak igerigi tamamen bosaltildi. 100
nl TMB substrati konularak {izeri kapatilan plak karanlik bir yere almarak oda
1s1snda 30 dakika inkiibe edildi. 100 pl stop soliisyonu eklendi ve karistinldiktan
sonra 450 nmdeki absorbanslar kaydedildi. Nitrotirozin konsantrasyonlari, standart
grafikten nM olarak hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

Sivi sekilde bulunan 100 pl NT iizerine 900 pl deney tamponu ilave edilerek 200
nM stok NT ¢6zeltisi hazirlandi. Stoktan 5,10, 15, 20, 25, 30 ve 35 nM’lik standart
soliisyonlar hazirlandi ve numune gibi ¢alisilarak konsantrasyonlara kars1 absorbans
degerlerini i¢eren standart grafigi cizildi.

Nitrotirozin Standart Grafigi
0,35 -
0,30 -
0,25 - y = 0,0028x? + 0,0185x + 0,0117
o 2 _
.‘E 0,20 - R =0,9893
2 015 -
<
0,10 -
0,05 A
0,00 T T T I T T 7 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
log {Nitrotirozin konsantrasyonu) (nM}

Sekil 3.1.12. Nitrotirozin standart grafigi

Hesaplama
Standart grafigi kullanilarak nitrotirozin konsantrasyonlari hesaplandi.

69



3.2.5. Karaciger Dokusunda Olgiilen Parametreler

3.2.5.1. Dokularm Hazirlamsi

Calisma zamanina kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edilen dokulardan
her bir 6l¢iim i¢in uygun miktarda kesildikten sonra, uygun tampon i¢inde sonikator
yardimiyla sogukta homojenize edildiler. Tim parametreler igin hazirlanan
stipernatanlardan, uygun diliisyonlar yapilarak doku protein diizeyleri dlgiildil.

3.2.5.2. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G-6-PD) Aktivitesinin Tayini
G-6-PD aktivitesi, “Modifiye Zinkham yontemi” (267) kullamlarak 6l¢tildii.

Prensip

G-6-PD aktivitesinin Olgiimii, NADPH’in 340 nm’de verdigi absorbans
Ol¢iimiine dayanir.

G-6-PD
G-6-P + NADP* ———»  6-PG + NADPH + H"

Bu reaksiyon sonunda agifa ¢ikan 6-fosfoglukonat (6-PG) asagidaki
reaksiyona katilir.

6-PGD
6-PD + NADP* ———  Ribuloz-5-fosfat + CO, + NADPH+ H"

Reaksiyonun baslangic sathasinda, yani hizin lineer olarak artis gdsterdigi
dénemde olusan NADPH miktar1 ile G-6-PD enzim aktivitesi orantilidir. Olusan
NADPH’1n 340 nm’de verdigi absorbans artigi, kinetik olarak izlenerek G-6-PD
aktivitesi ol¢ildu.

Aywraglar

NADP" (2 mM)

G-6-P (6 mM)

MgCl; (0.1 M) |

Tris-HCI tamponu (1M, pH:8.0): 1M Tris ile 1M HCI kanistinlarak, pH:
8’e ayarland1.

5. Krebs fosfat tamponu (pH 7.4, 119 mM NaCl, 48 mM KCI, 8.7 mM
NaHCO;3, 1.3 mM KH,PO,, 1.9 mM CaCl,, 11.7 mM glukoz igerir)

el

Homojenat Hazirlanmasi

Dondurulmus karacigerlerden yaklagik 70-100 mg kesildi ve serum fizyolojik
ile birka¢ kez yikandiktan sonra, 2 ml soguk Krebs fosfat tamponunda (pH 7.4)
homojenize edildiler. 50.000 g de 4°C’de 10 dakika santrifij edildiler.
Sipernatanlarda G-6-PD aktivitesi tayin edildi.
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Reaksiyon Karisimmin Hazirlanmasa
Deney tiiplerine 550 pl distile su, 100 ul NADP', 100 pul Tris-HCl tamponu ve
100 ul MgCl, pipetlenerek reaksiyon karigim hazirlandi.

Yontem
Ayrraglar Kor Numune
Reaksiyon karigimi (ul) 850 850
Siipernatan (ul) 50 50
G-6-P (ul) - 100
Distile su (ul) 100 -

Kor kiivetine distile su, numune kiivetine de G-6-P eklenerek reaksiyon

baglatildi. 340 nm’deki 1 dakikalik optik dansite degerleri 30°C’de, 10 dakika
boyunca kaydedildi.

Aktivitenin Hesaplanmasi

Bir dakikalik absorbans artist (AOD/dak) hesaplandi. Daha sonra bu deger
asagidaki formiile yerlegtirilerek, gram protein bagina diisen enzim aktivitesi
hesaplandi.

(G-6-PD) IU/g protein = (AOD/At)/[ & x % g protein x v/V]

(G-6-PD) IU/g protein = [(AOD/dak) x 10° ]/ 6.22 x protein® x Homojenat hacmi”
a%g
b: mikrolitre siipernatan/ml reaksiyon karigimi

(G-6-PD) 1U/g protein = [(AOD/dak) x 10°1/311 x % g protein

3.2.5.3. Siiperoksit Dismutaz(SOD) Aktivitesinin Tayini
SOD aktivitesi, kit kullamlarak 6l¢iildii (Cayman, Katolog No:706002).

Prensip

SOD kiti tetrazolyum tuzu kullanarak, ksantin oksidaz ve hipoksantin
aracihifryla olusan siiperoksit radikallerini tayin eder. Bir tinite SOD akfivitesi,
siiperoksitin %50 sinin dismute edilmesi igin gerekli olan enzim miktarim ifade eder.

50, /[:rl

: ’N-N
Ksantin 0,8 _G_{ M Tetrazolyum tuzu

20,
0, \ / N=N : formazan
NO,

Ksantin oksidaz

|
. S0,
Urik asit/\ . . ’N-NU
H 20, e85

M Tetrazolyum tuzu

1
HyOn nEN
| a.,

8CD



Dondurulmus karacigerlerden yaklagik 100-200 mg kesilerek PBS (pH 7.4) ile
birkag kez yikandilar. Dokular 1-2 ml, soguk HEPES tamponunda (20 mM, pH:7.2
tamponu 1 mM EGTA, 210 mM mannitol ve 70 mM sukroz igerir) homojenize
edildiler. Homojenatlar 1.500 g de ve 4°C’de 5 dakika santrifiij edildiler.

Siipernatanlarda SOD aktivitesi tayin edildi.

Yontem
Elde edilen siipernatan HEPES tamponu ile (20 mM, pH:7.2) 10 kat diliie

edilerek ¢lglim igin kullamld.

Ayiraglar Kér Numune Standart
Sig1r eritrosit SOD (Cu/Zn) (pl) - - 10
Radikal dedektdr  (pl) 200 200 200
Siipernatan (ul) - 10 -
Distile su {ul) 10 - -
Ksantin oksidaz (ul) 20 20 20

Ortama en son 20 pl ksantin oksidaz eklendi ve 96 11 kuyucuklu plak hemen
kanstirildiktan sonra, 25 °C’de ve 450 nm’de kore karsi kontrol ve numune
tiiplerindeki absorbans degisimi 20 dakika boyunca kaydedildi.

Standart Hazirlanmasi

SOD kitinde yazildigi gibi, 20 pl standart 1.98 ml deney tamponu ilave
edilerek 1.25 U/ml stok SOD ¢bzeltisi hazirlandi. Stoktan 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.15,
0.2 ve 0.25 U/ml'lik standart soliisyonlar hazirlandi ve numune gibi g¢alisilarak
aktivitelere karst lineer hiz degerlerini igeren standart grafigi ¢izildi.

SOD standart grafigi

Lineer hiz
- N W A
O, oaNm@Woibo

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
SOD aktivitesi (U/ml)

Sekil 3.2.1. SOD standart grafigi
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Aktivitenin Hesaplanmasi

Standart grafigi kullamilarak SOD aktivitesi hesaplandi.

Numunenin lineer mzi — y kesigim noktasi x 0.0023 | x Diliisyon

SOD (U/mg protein) = Egim

Protein (mg)

3.2.5.4.Katalaz (KAT) Aktivitesinin Tayini
KAT aktivitesi, Aebi’nin (268) yéntemi kullanilarak dlgiildii.

Prensip

Hidrojen peroksit (H20,), KAT in katalizledigi reaksiyon sonucunda O, ve
H,0O’ya parcalanir. Bu reaksiyonun temel prensibi, reaksiyon kansmmindaki H,0,’in
azalan absorbansinin 240 nm’de 6l¢lilmesidir.

KAT
2H202 —_— 2H20 + 02

Ayiraglar

1. Fosfat tamponu (50 mmol/l, pH:7.0): KH;PO4 ve NaHPO,4 kullamlarak
hazirlanda.
2. H»0; (30 mmol/1): Fosfat tamponu igerisinde taze olarak hazirlandi.

Homojenat Hazirlanmasi

Dondurulmus karacigerlerden yaklagik 100-200 mg kesilerek PBS (pH 7.4) ile
birkag kez yikandilar. Dokular 1-2 ml, soguk fosfat tamponunda (50 mmol/l, pH:7.0)
homojenize edildiler. Homojenatlar 1.500 g de ve 4°C’de 5 dakika santrifiij edildiler.
Siipernatanlarda katalaz aktivitesi tayin edildi.

Yontem

Siipernatan. fosfat tamponu ile 1/20 oraminda diliie edildi ve agafidaki
prosediir i¢in kullamlds.
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Ayraglar : Kor Numune
Fosfat tamponu  (pi) 700 -
Siipernatan () 1400 1400
H;O; (n1) - 700

Reaksiyon H;O, eklenmesiyle baslatildi. Baslangig absorbansimn 0.500
civarinda olmasina dikkat edildi. 20 sn boyunca 240 nm ve 25 °C’deki absorbans
azaliglan kaydedildi.

Aktivitenin Hesaplanmasi

KAT aktivitesi, “birinci dereceden reaksiyonun iz sabiti” (k) kullanilarak
hesaplanda. :

k=2.3/At x log (A¢/Ais)

k =2.3/15 x log (A¢/Ays) = 0.153 x log (Ag/As) s ml

Litredeki k degeri hesaplanacagi i¢in ¢ikan sonug 1000 ile garpildi.

k=153 x log (A¢/Ays) s'L!

k : Birinci dereceden reaksiyonun hiz sabiti.
Ay : 0. saniyedeki absorbans degeri.
Als : 15. saniyede absorbans degeri.

Numune 20 defa diliie edildigi i¢in, bulunan deger 20 ile garpildi. Cikan
sonug, stok homojenattaki protein konsantrasyonuna béliinerek KAT 1n aktivitesi k/g
protein olarak belirlendi.

KAT [k/gprotein]= [102 (Ad/A1s) 1x 3060
protein (gram)

3.2.5.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Tayini
Glutatyon Rediiktaz aktivitesi, kit kullamlarak (Cayman, Katalog No.

703202) 6lgiildi.

Prensip
Glutatyon rediiktaz (GR), ortamda bulunan NADPH’1 kullanarak okside

glutatyonu (GSSG) redilkkte glutatyona (GSH) indirger. Somugta, NADPH'in
oksidasyon hizina bagh olarak absorbansta olugan azalma 340 nm’de dl¢iiliir.

GR
GSSG + NADPH + H » 2GSH+NADP*

Homojenat Hazirlanmasi

Yaklasik 50-100 mg lik kesilen karacigerler, PBS ¢ozeltisiyle yikandi ve 1ml
potasyum fosfat tamponunda sofuk buz i¢ine konan ependorflarda homojenize

74



edildi. Homojenat, 10,000 x g de 15 dakika 4°C de santrfilij edildi. Siipernatanlarda
GR aktivitesi 6l¢iildii.

Yintem
Elde edilen siipernatan fosfat tamponu ile 3 kat diliie edilerek §l¢iim igin
kullanildi.

Ayraclar Kir Numune Standart
Fosfat tamponu (nl) 120 100 100
GSSG (uh) 20 20 20
Glutatyon reditktaz  (ul) - - 20
Stipernatan (ul) - 20 -
NADPH (ul) 50 50 50

Ortama en son 50 ul NADPH eklendi ve 96 I1 kuyucuklu plak hemen
karistinldiktan sonra, 25 °C’de ve 340 nm’de kore kargt standart ve numune
tiiplerindeki absorbans degisimi 5 dakika boyunca kaydedildi.

Aktivitenin hesaplanmasi
Dakikada olusan absorbans degisimleri (AAs4g) hesaplandi. Daha sonra, bu
degerler asagidaki formiilde yerine konularak GR aktivitesi hesaplanda.

AA340/dakika
0.19 | X diliisyon faktérii
X 0.02
0.00373
GR (IU/g protein) =
Protein (gram)

3.2.5.6.Selenyum-Bagimh Glutatyon Peroksidaz (Se-GSH-Px)
Aktivitesinin Tayini

Se-GSH-Px aktivitesi, Fecondo ve Augusteyn’in (269) enzimatik yOntemi
kullanilarak 6l¢iildii.

Prensip

Birinci asamada GSH, Se-GSH-Px tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla, t-
biitil hidroperoksit (-BuOOH) kullamlarak okside edilir. Ikinci asamada, ortama
eksojen olarak eklenen glutatyon rediiktaz (GR), yine ortama eksojen olarak eklenen
NADPH’1 kullanarak okside glutatyonu (GSSG) yeniden rediikler. Sonucta,
NADPH’1n absorbansinda olusan azalma 340 nm’de dl¢iiliir.
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GSH-Px

2GSH + ROOH » GSSG+ROH +H,0
GR

GSSG + NADPH + /' » 2GSH -+ NADP'

Ayraglar

1. Fosfat tamponu (50 mM, pH : 7.2): K,HPO,4 ve KH,PO4 kullanilarak
hazirlandi. Tampon, kahverengi sisede, 4°C’ de 1 yil stabildir.
2. Reaksiyon karigimu:
EDTA (0.3 mM),
NADPH (0.1 mM) (Sigma, N 1630),
GR (0.5 U) (Sigma, G 6004),
NaN3 (0.5 mM).
2.21 mg EDTA, 1.666 mg NADPH, 14 mg GR ve 0.65 mg NaNj tartilip 15
m] fosfat tamponunda ¢6ziildi.
3- GSH (2.5 mM) (Sigma, G 4251)
4- t-BuOOH (0.4 mM) (Sigma, B 2633)

Homojenat hazirlanmasi

Yaklasik 50-100 mg kesilen karacigerler, PBS ¢ozeltisiyle yikand: ve lml
potasyum fosfat tamponunda (50 mM, pH: 7.2) soguk buz i¢ine konan ependorflarda
homojenize edildi. Homojenat, 10,000 x g de 15 dakika 4°C de santrfiij edildi.
Siipernatanlarda Se-GSH-Px aktivitesi 6l¢iildi.

Yintem
Siipernatanlarin her biri igin, GSH igeren (GSH (+)) ve GSH i¢ermeyen (GSH
(-)) olmak {izerc ikiser deney tiipl hazirlands.

Ayiraglar GSH (+) GSH (-)
Reaksiyon karigimi () 750 750
Stipernatan (ul) 50 50
GSH (ul) 100 -
Distile su (ul) - 100
t-BuOOH ny 100 100

t-BuOOH eklenmesiyle birlikte her numunede 340 nm’de Vé 37 °C’de GSH
(+) ve GSH (-) deneylerinin 3 dakika siiresince absorbans 6l¢limleri yapildi.

Aktivitenin hesaplanmasi

GSH (+) ve GSH (-) tliplerine ait absorbans farklar1 (AOD) bulundu. Daha
sonra, bu degerler asagidaki formiilde yerine konularak Se-GSH-Px aktivitesi
hesaplandi.
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IU/g protein = (AOD/At[e x % g protein x V/V]

[U/g protein. = [(AOD/dak x 10%) 1/6.22 x protein® x homojenat hacmi®

a%g

b: mikrolitre homojenat/ml reaksiyon karigimi

GSH-Px (IU/g protein) = [(AOD/dak x 10° ]/ 311 x % g protein

3.2.5.7. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Tayini
GST aktivitesi, Cohen ve arkadaslarinin (270) yontemi kullanlarak dlgildii.

Prensip

GSH ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen’in substrat olarak kullamildig metodun
prensibi, GST enzimi tarafindan tiyoeter-2,4-dinitrofenil glutatyon bilesiginin
olusmasi ve bu sirada 340 nm’deki absorbans degisikliginin GST aktivitesi ile iligkili

olmasi esasina dayanir.

Ayiraglar

1. Fosfat tamponu (0.1 M, pH: 6.5): K;HPO4 ve KH;PO, kullanilarak

hazirlandi.

2. 1Xkloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) (10 mM): 0.0020 g CDNB 6nce 200 ml
etanolde ¢oziildi ve lizerine 800 ml tampon eklenerek total hacim 1 litreye

tamamlandi.

3. GSH (10 mM): 0.003070 g GSH 1ml tamponda ¢izildi.

Homojenat hazirlanmasi

Yaklagik 80-100 mg lik kesilen karacigerler, PBS ¢ozeltisiyle yikand1 ve 1ml
potasyum fosfat tamponunda (100 mM, pH: 6.5) soguk buz igine konan
ependorflarda homojenize edildi. Homojenat, 10,000 x g de 15 dakika 4°C de

santrfiij edildi. Siipernatanlarda GST aktivitesi dl¢iildd.

Yintem

Ayraclar Numune
GSH (ul) 100
CDNB  (ul) 100
Tampon (ul) 725
Siipernatan () 75

Deneyden Once tampon 30°C’de 5 dk. bekletildi. Substratin (CDNB)
eklenmesiyle reaksiyon baglatildi ve 340 nm’deki absorbans degerleri 6 dakika

boyunca kaydedildi.
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Aktivitenin Hesaplanmasi

Absorbans Ol¢iimlerinin AOD’si hesaplanarak, sonuclar U/g protein olarak
belirlendi.

3.2.5.8. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

Rediikte glutatyon diizeyleri, Seldak ve Linsey’in (271) doku GSH &lglim
yontemi ile Fairbanks ve Klee'nin (272)GSH &iglim yénteminin bir kombinasyonu
olusturularak 6l¢iildii.

Prensip

Nonprotein siilfidril gruplarimin hepsi rediikte glutatyon formundadir. 5,5°-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) bir disiilfid kromojendir ve siilfidril bilegikler
ile indirgenerek koyu sar1 bir renk verir. Olusan sart rengin absorbansi 412 nm’de

Olgiiliir.
NO,
COOH

HOOCC s-
> :@’ GSSG
O.N
2-Nitro-5-thiobenzoic acid
Amax: 412 nm

Sekil 3.2.1. GSH &lgiim prensibi

Ayiraglar

1. Trikloroasetik asit (% 50 (w/v)).

2. Fosfat soliisyonu (Na,HPOy) (0.3 M). Soliisyon, 4 °C’ de uzun siire stabildir.

3. DTNB soliisyonu: 40 mg 5,5’- ditiyobis (2-nitrobenzoik asit), 1g / dI’ lik
sodyum sitrat soliisyonu iginde ¢6ziildiikten sonra, hacim bu soliisyon ile 100

ml’ ye tamamlanmr. Bu soliisyon 4°C”’ de uzun siire dayaniklidir.
4, GSH (Sigma, G 4251)

Homojenat Hazirlanmasi

Yaklasik 50-100 mg lik kesilen karacigerler, PBS ¢ozeltisiyle yikand: ve 2 ml
potasyum fosfat tamponunda (50 mM, pH: 6.7, iginde ImM EDTA bulunmaktadir)
soguk buz i¢ine konan ependorflarda homojenize edildi. Homojenat, 10,000 x g de
15 dakika 4°C de santrfiij edildi. Stpernatanlarda GSH miktar1 6l¢iildii.
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Yontem:

1 ml siipernatan tizerine 0.8 ml bidistile su ve 0.2 ml % 50’ lik TCA eklendi.
Tipler iyice vortekslendi. 5 dakika oda sicaklifinda bekletildikten sonra, stizgeg
kagidindan stiziildi. Elde edilen siiziintiiye agagidaki islem uygulands.

Ayrraclar Kor Standart Numune
Stizlinti (ul) - - 500

% 50 TCA (nl) 300 - -
Distile su (ul) 200 - -

Fosfat soliisyonu (ul) 2000 2000 2000
DTNB (ub) 250 250 250
Standart (ub) - 500 -

Tim thpler iyice kanstirildi ve 4 dakika iginde 412 nm’ de absorbanslan
okundu.

Standart Hazirlanmasi

GSH kullanilarak, konsantrasyoniart 1, 2, 4, 6, 8, ve 10 mg/dL olan GSH
standartlan distile su i¢inde hazirlandi ve aynen numune gibi galisildi. Her bir
standart 3 kez ¢alisildi ve absorbanslarinin ortalamalar alindi. Standartlar icin elde
edilen absorbans degerleri, konsantrasyona kars: grafige gecirildi.

GSH Standart Grafigi

Absorbans

0 2 4 6 8 10 12
GSH konsantrasyonu (mg/dl)

Sekil 3.2.2.2. GSH standart grafigi
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Hesaplama

Numunelerin GSH igerikleri, standart grafiginden hesaplandi. Numunelerin
protein konsantrasyonlar: 8l¢iildi. Her bir numuneye ait GSH sonuglari, mg /g
protein olarak belirlendi.

3.2.5.9. Okside Glutatyon (GSSG) Tayini
Okside glutatyon (GSSG) konsantrasyonu Ferreira (273), ve arkadaglarinin

yontemi kullanilarak 6l¢tildi.

Prensip
Oncelikle ortamda bulunan GSH, 4-vinil piridin (4-VP) ile inhibe
edilir. GSSG, NADPH ve glutatyon rediiktaz (GR) ile enzimatik olarak GSH’a
indirgenir. Olusan GSH, non-enzimatik olarak 5,5°-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) ile reaksiyona girer ve 2-nitro-5-tiyobenzoik asit (INB) meydana gelir.
TNB’nin optik dansitesinde zamana bagli olarak meydana gelen artis hizi, ortamdaki
GSSG konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

GR
GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP'

2GSH + DTNB » GSSG + 2TNB

Ayraclar

Fosfat/EDTA soliisyonu [(fosfat (0.125 mol/1) ,[EDTA (6.3 mmol/)], pH:7.5
1. NADPH (0.3 mmol/l).

2. DTNB {6 mmol/l)

3. Glutatyon rediiktaz (GR)

4. 4-Vinilpiridin (4-VP)

Homojenat hazirlanmasi

Yaklagik 50-100 mg lik kesilen karacigerler, PBS ¢ozeltisiyle yikandi ve 2 ml
potasyum fosfat tamponunda (50 mM, pH: 6.7, i¢inde ImM EDTA bulunmaktadir)
soguk buz igine konan ependorflarda homojenize edildi. Homojenat, 10,000 x g de
15 dakika 4°C de santrfiij edildi. Stipernatanlarda GSSG miktart 6l¢tildi.

Yontem
1 ml siipernatan {izerine 0.8 ml bidistile su ve 0.2 ml % 50’ lik TCA eklendi.

Tiipler iyice vortekslendi. 5 dakika oda sicaklifinda bekletildikien sonra, siizge¢
kagidindan siiziildi. Elde edilen filtrata agsagidaki yontem uygulandi.

500 pl filtrat ile 5 pl 4-VP karigtirilarak oda 1s1sinda 60 dakika inkiibe edildi.
Bu inkiibasyon karisimi agagidaki yontemde kullamldi.
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Aviraclar Numune
NADPH (ul) 700
DTNB {ul) 100
Inkitbasyon karigim (ul) 100

4 dakika 30 °C’ de inkiibe edildi.

| GR (ul) | 20 |

412 nm dalga boyunda ve 30 °C’de 6 dakika boyunca absorbans artiglari
kaydedildi.

Numunelerin GSSG kontrasyonlan standart grafifinden hesaplandi. Ayrica,
numunelerin protein konsantrasyonlari tayin edildi. GSSG konsantrasyonu umol/g
protein seklinde verildi.

Standart Hazirlanmasi

GSSG kullanilarak, konsantrasyonlar1 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 ve 1.2
umol/1 olan GSSG standartlar: distile su i¢inde hazirland1 ve numune gibi ¢alisild.
Her bir standart 3 kez ¢alisildi ve absorbanslarinin ortalamalar1 alindi. Standartlar
icin elde edilen absorbans degerleri, konsantrasyona karsi grafige gecirildi ve sonugta
asafida gosterilen grafik elde edildi.

GSSG standart grafigi

Absorbans

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Konsantrasyon (pmol/L)

Sekil 3.2.3. GSSG standart grafidi

Hesaplama

Numunelerin GSSG konsantrasyonlari, standart grafifinden hesaplandi.
Numunelerin protein konsantrasyonlan 6l¢iildii. Her bir numuneye ait GSSG
sonuglar, mg /g protein olarak belirlendi.
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2.5.10. Protein Karbonil Gruplan Tayini
Protein karbonil (PK) gruplan kit (Cayman, Katalog. No:10005020.)
kullanilarak dl¢iildii.

Prensip

Protein karbonil 6lgiimii icin, klasik bir karbonil reaktifi olan 2,4- dinitrofenil
hidrazin (DNPH) kullanir. DNPH, protein karbonil gruplari ile birlestiginde renkli
bir hidrazon olusturur ve olugan hidrazonun absorbans: 360 nm’ de okunur.

H

R—CH;/—C==0 + NO/— ,— NH—NH,

protein 1L 2. 4-DNP
NO, H
NO, NH—N—/C—CH,—R + H,O
Hidrazon
Aywraglar

. 2,4 - dinitrofenil hidrazin (DNP), (10 mM)
Hidroklorik asit (2,5 M)

Trikloroasetik asit (%10, %20 (w/v))
Sodyum hidroksit (1 M)

Guanidin hidroklorit

Etanol

Etil Asetat

NS LW

Homojenat hazirlanmasi

Yaklagik 200-300 mg kesilen karaciger PBS (pH 7.4) ile birkag¢ kez yikandi.
Kesitler, yaklagik 1-2 ml soguk potasyum fosfat tamponunda (50 mM, pH 6.7, 1 mM
EDTA) soguk buz igine konan ependorflarda homojenize edildikten sonra 10,000 x g
de 15 dakika 4°C de santrfiij edildiler. Stipernatanlarda PK diizeyleri dl¢iildi.

Yontem

Her numuneden 200°er yl numune tiipiine, 200 pl kontrol tlipiine konuldu.
Numune tiipiine 800 gl DNPH, kontrol tlipiine 800 pl HCl ilave edilerek 1 saat
inkiibe edildi. Daha sonra biitiin tiipler siras1 ile %20 ve %10 TCA cklenerek 5
dakika inkiibe ve her basamagin ardindan 4 Cde 10,000 g’de 10 dakika santrifiij
edildiler. Pelletler (1:1) etanol/etil asetat karisimi igerisinde resiispanse edildikten
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sonra 4 C¥de 10,000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu basamak iki kez
tekrarlandi. Daha sonra, protein peletleri 500 pl guanidin hidroklorit igerisinde
vortekslenerek resilispanse edilerek 4°C’de 10,000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Absorbanslar, 360 nm dalga boyunda plate reader kullanarak §l¢iildi.

Hesaplama:

Kontroliin absorbansi numune absorbansindan ¢ikartilarak aradaki absorbans
farki bulundu. Bulunan bu deger diliisyon faktorii ile carpilip dinitrofenilhidrazin
igin 370 nm’de molar absorblama katsayisi ve protein miktarina bdliinerek
karbonil miktar: belirlendi.

Protein karbonil (nmol/ml)= [(Absorbans)/0.011)] x (500 /200)

Protein karbonil (nmol/mg protein)= Protein karbonil (nmol/ml})
Protein (mg/ml)

3.2.5.11. TBARS Tayini

MDA diizeyleri, Glimugli ve arkadaslari (274) ile Wasowicz ve
arkadaglanmmn yontemleri (262) kullamlarak 6l¢iildi.

Prensip
Bu metodun temel prensibi, bir lipid peroksidasyon Uriini olan MDA’ nin 1
moliiniin 2 mol 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucu olugan
bilesigin, asidik ortamda n-biitanol fazina ekstrakte edilerek, 525 nm eksitasyon ve
547 nm emisyon dalga boylarinda spektrofluorometrik olarak okunmas esasina
dayanir.

< L=
aH
Malondialdehit Tivobarbitirik asit
(MDA) (TBA)
\1/ =H y =t

MDA(TBA}Z

Sekil 3.2.4.1. TBARS reaksiyonu

Homojenat hazirlanmasi

Karaciger dokulari, serum fizyolojikle yikanip kiiglik pargalara ayrildiktan sonra,
50 mM fosfat tamponu i¢inde, sonifikatdr yardimiyla sogukta homojenize edildiler.
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Ayiraglar

1. 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) (29 mM) (8.75 M asetik asit i¢inde hazirlanir).
2. Hidroklorik asit (5 M)

3. n-Biitanol

4. 1,1,3,3-tetractoksipropan (Sigma, T 9889)

Yiéntem:

Tiplere 1 ml distile su kondu. Bu tliplere 50 pl numune ilave edildi. 1 ml TBA
eklendikten sonra tiiplerin agzi1 sikica kapatildi ve 60 dakika 100°C’ de kaynayan su
banyosunda inkiibe edildi. Tiipler, oda sicakliina kadar sogutulduktan sonra, her
birinin tizerine 25 pl HCI eklenerek, pH’nin 1.6-1.7 olmasi saglandi. Daha sonra 3.5
ml n-biitanol eklenerek tiipler 5 dakika vortekslendi. Fluoresansi dlgiilecek olan
TBARS, numunelerin 4°C’ de 3500 x g’ de 10 dakikalik santrifiigasyonlar: sonucu
biitanol fazina gegirildi. Biitanol fazinin fluoresanst 525 nm eksitasyon ve 547 nm
emisyon dalga boylarmda spektrofluorometrede 6l¢iildii. TBARS konsantrasyonlari,
grafikten nmol / ml olarak hesaplandi. TBARS sonuglari, nmol / mg protein seklinde
verildi.

Standart Hazirlanmasi

1,1,3,3-tetractoksipropan kullamlarak 0.5, 1, 2.5, 4, 5, 7, 8, @ ve 10 pmol/L’ lik
standart soliisyonlar hazirlandi ve numune gibi ¢alisilarak konsantrasyonlara kars
floresans degerlerini igeren standart grafigi ¢izildi.

TBARS Standart Grafigi

300
250
200

150
100

50

Floresans

0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (umol/L)

Sekil 3.2.4. TBARS standart grafigi.
Hesaplama

Numunelerin TBARS igerikleri, standart grafiginden hesaplandi. Numunelerin
protein konsantrasyonlar: 5l¢iildid. Her bir numuneye ait TBARS sonuglari, pmol/g
protein olarak belirlendi.
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2.5.12. Antioksidan Potansiyel (AOP) Tayini

AOP tayini, kit (Cayman, Kat.No: 709001) kullanilarak yapildu.

Homojenat Hazirlanmasi

Calisma zamamna kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edilen dokular,
kiigiik pargalara aynldiktan sonra, potasyum fosfat tamponu (pH 7.4) iginde
sonikatér yardimiyla sogukta homojenize edildi. Karigim 10,000 x g de 15 dakika
4°C de santrfiij edildi. Siipernatanlarda AOP diizeyleri dlgiildi.

Prensip

Kullamlan kit, vitaminler, proteinler, lipidler, glutatyon, tirik asit ve benzeri
gibi antioksidanlarin kombine potansiyellerini §l¢er. Deneyin prensibi, numunede
bulunan antioksidanlarin 2,2"-azino-di-3-etilbenztiazolin sulfonatm (ABTS)

metmyoglobin varliginda ABTS*" ye oksidasyonunu inhibe etme potansiyellerine
dayanir. Olugan ABTS*" ‘nin absorbans: 750 nm’ de okunur.,

Ayiraclar

1. Potasyum fosfat tamponu (5mM) (pH 7.4)

2. ABTS (,2'-azino-di-3-etilbenztiazolin sulfonat)
3. Metmyoglobin

4. Trolox

5. Hy,0s

Yiéntem:

96 kuyucuga her bir standart ve numuneden 10 pl konuldu. Uzerlerine 10 pL
ABTS ve 150 ul trolox ilave edildi. Reaksiyon 10 pl H>O, eklendikten sonra
baslatildi. Oda sisinda 5 dakika beklendikten sonra, plate reader kullamlarak 750 nm
dalga boyunda dl¢iim yapildi. AOP konsantrasyonlan, standart grafifinden mM
olarak hesaplandi. AOP sonuglart, mM / mg protein seklinde verildi.

Standart Hazirlanmasi

Liyofilize toz scklinde bulunan trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilikasid) 1 ml distile suda ¢oziilerek troloks stok ¢dzeltisi hazirlandi. Stoktan
0.044, 0.088, 0.135, 0.180, 0.225 ve 0.330 mM’lik standart soliisyonlar hazirland1 ve
numune gibi ¢aligilarak konsantrasyonlara kargi absorbans degerlerini igeren standart
grafigi ¢izildi.
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AOP Standart Grafigi

0,4 -
0,35 ¢

0,3
0,25

0,2

Ansorbans

0,15
0,1

0,05

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Trolox (mM}

Sekil 3.2.5. AOP standart grafigi.

Hesaplama

Numunelerin AOP igerikleri, standart grafiginden hesaplandi. Numunelerin
protein konsantrasyonlan dlgiildii. Her bir numuneye ait AOP sonuglari, mmol/g
protein olarak belirlendi.

3.2.5.13. Nitrat/Nitrit Tayini

Nitrit (NO» ) ve nitrat (NO; ) diizeyleri, kit (Cayman Chemical Ann Arbor,
MI, Kat.No: 780001) kullanlarak Sl¢iildii.

Prensip
Birinci asamada, nitrat nitrat rediiktaz yardimiyla nitrite déniigiir.

NO; Nitrat rediiktaz NO,

Y

Nitrat Nitrit

Ikinci asamada, Griess reaktifi ilavesi ile nitrit menckse renkli diazo bilesigine
donisiir.

86



NH, N*

H*
NOQ‘ -+ —_——

SO,NH, SONH,

Sulfanilamid
(Griess Reaktifi 1)

Olusan azo kromoforunun 540 nm’de verdigi absorbans ortamdaki NO;’
konsantrasyonuyla orantilidir.

M PO N AN

580 — o

N-(1-Naftil)etilendiamin

SO2NHp {Griess Reaktifi 2) ﬁ
N
Azo Oriinii
Amax: 340 nm
SO,NH,
Ayraclar
1. Deney tamponu
2. Nitrat rediiktaz
3. Enzim kofaktori
4, Nitrat standart:
5. Nitrit standart
6. Griess reaktifi 1 ve 2

Homojenat Hazirlanmasi

Calisma zamamna kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edilen dokular,
kiiciik pargalara ayrildiktan sonra, PBS tamponu iginde (pH 7.4) sonikatér
yardimiyla sogukta homojenize edildiler. Homojenat 10,000 x g de 20 dakika 4°C de
santrifiij edildi. Siipernatanlarda NO» ve NOs diizeyleri olcildi.
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Nitrat+ nitrit tayini

96 kuyucugun her birine 80 pl standart ve numuneler konulurken kor
kuyucuguna sadece 200 pl deney tamponu eklendi. Standart ve numune
kuyucuklarina 10 pl enzim kofaktdr karigimi ve 10 ul nitrat rediiktaz enzim karisimi
eklendikten sonra plakamn tizeri kapatildi. Oda 1sisinda 1 saat beklenerek inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 50 ul Griess Reaktifi 1 (R1) ve hemen ardindan 50
ul Griess Reaktifi 2 (R2) ilave edildi. Oda 1s1s1nda 10 dakika beklenerek olusan renk
540 nm dalga boyunda &lglildii. Nitrit konsantrasyonlari, standart grafiSinden uM
olarak hesaplandi. Sonuglar, uM / mg protein seklinde verildi

96 kuyucugun her birine 100 pl standart ve numuneler konulurken, kér
kuyucuguna sadece 200 pl deney tamponu eklendi. Standart ve numune
kuyucuklanna 50 pL Griess Reaktifi 1 (R1) ve hemen ardindan 50 pl Griess Reaktifi
2 (R2) ilave edildi. Oda s1s1nda 10 dakika beklendi renk olusumu 540 nm dalga
boyunda 6l¢ldii. Nitrat konsantrasyonlari, standart grafikten pM olarak hesaplandi.
Sonuglar, uM / mg protein seklinde verildi.

Standart Hazirlanmasi

Siv1 sekilde bulunan 100 pl nitrit tizerine 900 pl deney tamponu ilave edilerek
200 pM stok nitrit ¢ozeltisi hazirlandt. Stoktan 5,10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pM’lik
standart soliisyonlar hazirlandi ve numune gibi galigilarak konsantrasyonlara kars
absorbans degerlerini iceren standart grafigi ¢izildi.

Nitrit Standart Grafigi

Absorbans

Nitrit (M)

Sekil 3.2.6. Nitrit standart grafigi.
Konsantrasyonun Hesaplanmasi

Standart grafigi kullanilarak nitrat ve nitrit konsantrasyonlari1 hesaplandi.
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~ \

Asap — y kesigim noktasi 200 pL
[Nitrat + Nitrit] (uM) = X Diliisyon faktori
\_ E&im p. Numune hacmi (pL)
- )
Asqp — vy kesigim noktasi 200 pL
[Nitrit] (uM) = X Diliisyon faktori
\_ Egim . Numune hacmi (pL)

[Nitrat] (WM) = [Nitrat + Nitrit] — [Nitrit]

3.2.5.14 Nitrotirozin Tayini

Nitrotirozin diizeyleri, kit (Oxis research, Kat.No: 21055) kullanilarak
Oletildii.

Prensip

Nitrotirozin, ELISA prensibiyle 6lgiiliir. Kati faz monoklonal antikorca
yakalanan antijen daha sonra biyotin igaretli ke¢i poliklonal anti-nitrotirozin ile
belirlenir. Streptavidin peroksidaz konjugat1 biyotinlenmis antikora baglanir ve
ortama ilave edilen tetrametilbenzidin (TMB) substrati ile olugan sar1 renkli tirliniin
absorbansi 450 nm dalga boyunda olgiildii.

Biyotin igaretli Streptavidin
I\“Iono.klorfnl Witrotirozin poliklonal anti- peroksidaz T™MB
nitrotirozin nitrotirozin konjugatl

antikoru

Sekil 3.2.7. Nitrotirozin l¢iim prensibi
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Ayiraclar

Dillisyon tamponu (PBS)

Nitrotirozin standart:

Nitrotirozin antikoru

Streptavidin peroksidaz

Yikama yamponu (Tween-20 igerir)

Stop ¢dzeltisi

Daha 6nceden nitrotirozin antikoru ile kaplanmig plakalar

Nowmhk b=

Homojenat Hazirlanmast

Calisma zamanina kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edilen dokular,
kiigiik pargalara aynldiktan ve serum fizyolojik ile birkag defa yikandiktan sonra,
fosfat tamponu (50 mM, pH 7.4) iginde sonikatdr yardimiyla sogukta homojenize
edildiler. Homojenat 10,000 x g de 15 dakika 4°C de santriflij edildi.
Siipernatanlarda nitrotirozin diizeyleri ol¢tildi.

Yontem

96 kuyucuun her birine 100 ul standart, kontrol ve numuneler konulurken, kér
kuyucuguna sadece 100 pl diliisyon tamponu eklendi. Plak, lizeri kapatilarak 1 saat
oda 1s1s1nda inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonra kuyucuklar 4 defa ytkama
tamponuyla yikandi. Temiz bir stizge¢ kagidi lizerinde ters gevrilen petrinin icerigi
tamamen bosaltild1. 100 pl nitrotirozin antikoru ilave edildikten sonra plak tizer
kapatilarak 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Stirenin bitiminden sonra, kuyucuklar 4
defa yikama tamponuyla yikandi. Temiz bir slizgeg kagid1 tizerinde ters ¢evrilen
plakin icerigi tamamen bosaltildi. 100 pl streptavidin peroksidaz eklendi. Plak iizeri
kapatilarak 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. Kuyucuklar 4 defa yikama tamponuyla
yikand:. Temiz bir stizgec kdgid1 izerinde ters gevrilen plak igerigi tamamen
bosaltildi. 100 pl TMB substrat1 konularak iizeri kapatilan plak, karanlik bir yere
alinarak oda 1s1smda 30 dakika inkiibe edildi. 100 pl stop soliisyonu eklendi ve
karigtirildiktan sonra 450 nmdeki absorbanslar kaydedildi. Nitrotirozin
konsantrasyonlari, standart grafikten nM olarak hesaplandi. Sonuglar, nM / mg
protein seklinde verildi.

Standart Hazirlanmasi

Siv1 sekilde bulunan 100 pl nitrotirozin iizerine 900 ul deney tamponu ilave
edilerek, 4.5 pM stok NT ¢dzeltisi hazirlandi. Stoktan 0, 2.1, 6.2, 18.5, 55.6, 166.7,
500 ve 1500 nM’lik standart soliisyonlar hazirlandi ve numune gibi g¢alisilarak
konsantrasyonlara kars1 absorbans degerlerini igeren standart grafigi cizildi.
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Nitrotirozin Standart Grafigi
0,35 -
0,30 -
0,25 - y = 0,0028x2 + 0,0185x + 0,0117
] 2 —
“E 0.20 1 R?=0,9893
20,15 -
<
0,10 A
0,05 -
0,00 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
log (Nitrotirozin konsantrasyonu} (nM)
Hesaplama:

Nitrotirozin konsantrasyonlari, standart grafigi kullamlarak hesaplandi.

3.2.5.15 Protein Tayini

Dokularin protein igerikleri, Lowry’ nin metoduna gére bovine serum albiimin
(BSA) standardi kullarularak 6l¢iildii (275).

Prensip

Alkali sartlarda Cu*? iyonu proteinlerdeki peptid baglar1 bir kompleks olusturur.
Olusan kompleks, sar1 renkli Folin Ciocalteu reaktifi (polifosfomolibdik ve
polifosfotungstik asit) ile reaksiyona girer ve molibdenyum ve tungsten mavisine
indirgenen kararsiz bir {iriin olustururlar. Olusan mavi rengin absorbans: 750 nm’ de
okunur.

Ayiraclar

1. D Reaktifi:
Na,CO; (% 2 susuz) (10 mi)
CuSO4 (% 1) (0.1 ml)
Na-K tartarat (% 2) (0.1 ml)

2. NaOH (1 N)

3. Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) reaktifi (Sigma F-9252): FCF, protein tayini igin,
distile su ile 1/1 oraninda diliie edilerek kullamldi.
4, Bovin serum albumin (BSA) (Sigma, A 7906)
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Yintem:

Calismamizda karaciger dokusunda 6lgiilen parametreler protein bagina
hesaplandigi igin, siipernatanlar her bir parametre i¢in gerekli olan diliisyonlara
uygun olarak hazirlandi. Diliie edilen slpernatanlarda protein tayini asagidaki
prosediire gbre yapildi.

Ayiraglar Kor Standart Numune
Distile su (ml) 0.1 — —
Standart (ml) — 0.1 —
Numune (ml) — — 0.1
NaOH (ml) 0.1 0.1 0.1
D Reaktifi (ml) 1.0 1.0 1.0

Oda sicakhifinda ve karanhkta 20 dakika inkiibe edildi.
FCF reaktifi(ml)  [0.1 10.1 10.1

Oda sicakh@inda ve karanhkta 30 dakika inkiibe edildi.
Distile su (ml) 2.0 2.0 12.0

Kér, standart ve numune tiipleri birkag kez alt tist edildikten sonra, standartlarin
ve numunelerin absorbanslart 750 nm’ de kére karsi okundu. Numunelerin protein
konsantrasyonlari, grafikten hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

Protein standartlari, 5, 10, 20, 30 ve 40 mg/dl konsantrasyonlarda BSA
kullamilarak hazirlandi ve aynen numune gibi 3’er kez ¢alisildi. Standartlann
absorbans degerleri, konsantrasyona karg1 grafige gecirildi ve boylece standart
grafigi elde edilmis oldu.

Protein Standart Grafigi

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Absorbans

0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (mg/dl)

Hesaplama:
Protein konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.
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3.2.6. Aortun Patolojik Incelenmesi

Damar limenlerindeki degisikliklerin incelenmesi “classification of vascular
lesions of the Committee on Vascular Lesions of the Council on Arteriosclerosis,
American Heart Association” uyarinca yapldi (276). Kesilen aortlar %10
formaldehit ¢ozeltisinde fikse edildi. Distal, orta ve proksimal segmentlerden alinan
Omekler, parafine gomiilerek 5um kalinhifinda kesildi ve hematoxylin-eosin ve
Verhoeff Van Gieson’s elastin @ boyasiyla boyandi. Amerikan Kalp Demegi
Ateroskleroz Simiflamasi yapildi.

3.2.7. Morfometrik Analiz:

Morfometrik analiz i¢in Olc¢limler, her vakanin en c¢ok etkilenen
segmentlerinin Kesitleri segilerek Verhoeff Van Gieson’s elastin boyall preparatlar
{izerinde yapildi. Olgiimlerde, 151k mikroskobu (Zeiss Axioscope 2 plus, Zeiss,
Gottingen, Germany), mikroskop tzerine monte edilmis dijital kamera (Zeiss,
Axiocam MRC TV2/3" C, Germany) ve 6zel gbriintli analiz yazilimi [Axiovision
Release 4.2 (06-2004)] bilesenlerini iceren sistem kullanildi. Internal elastik lamina
gevresi (IELC), intima alani, media alani, intima genigligi ve media genisligi 6l¢tildil.
Bu oOlglimler uyarinca, intimadan mediaya kadar olan ¢ap (Lumen + intima ¢api
(DLI) = IELC/n ) ve IEL alami (IEL alani=IELC?/4m) hesaplandi. Bunlara ek olarak
kalinlitk ve ateroskleroz gdsterimi i¢in Ruengsakulrach ve arkadaglarmin (277)
belirttifi 3 metot kullanildi: 1) liminal daralma yiizdesi (100 X intima alan/IEL
alami), 2) intima kalinlik indeksi (ITI) (intima kalinifi/media kalinlig1) 3) intimanin
mediaya orani (IMR) (maksimal intimal kalinhgn gorildiigli bolgedeki intima
kalinlig1/ media kalinligy).

3.3. istatiksel Analizler

Istatiksel degerlendirilmeler, SPSS paket programu kullamlarak yapildi. Tiim
sonuglar, ortalama + standart hata geklinde verildi. Kontrol ve deney gruplarinin
agirliklari, giinliik yem ve su tiiketimleri, l¢iilen diger tiim parametrelerin ortalama
+ standart hata degerleri ve gruplar arasi farkhiliklar, “Oneway Anova” ile
hesaplandi. Kontrol ve deney gruplarina ait korelasyon analizleri, “Pearson Testi”
kullanilarak yapildi.

3.4, Kullamilan Gerecler ve Kimyasal Maddeler
3.4.1.Gerecler

Spektrofotometreler (Beckman model 26, Shimadzu UV- 1601)
Flow sitometri cihazi (Becton Dickinson, FACS calibur}

Su banyosu (Precitherm PFV Boehringer—-Mannheim, Memmert)
Santrifiij (Heraeus Sepetech Biofuge 15R)

Hassas terazi (Sartorius 2472)

Derin dondurucu (Karteknik marka)

Buz dolab1 (Ariston, No-frost )

Santrifiij tiipleri

Deney tiipleri

Heparinli tiipler
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Ependorf tiipler (1.5 m1’lik ve 2 ml’lik)

Otomatik pipetler (Gilson marka, 20-200 ve 100-1000 pl kapasiteli)
Cam pipetler (1, 2, 3, 5 ve 10 ml’lik)

Cam balonjojeler, meziirler, erlenmayerler ve beherler, huniler
Siizgec kagitlar

Kimyasal Malzemeler
Tiim kimyasal maddeler, Merck ve Sigma' dan temin edildi.
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BULGULAR
4.1. Genel Goriiniim

Kontrol grubunu olusturan siganlarin genel goriiniim ve davramslarinda
herhangi bir farklilhik ve gbze carpan bir degisiklik gézlenmemistir. Kolesterolle
beslenen gruplanin hareketlerinde yavaglama ve sismanlama meydana geldigi
goriilmistiir. Siganlarin tiiylerinin beyaz ve parlak oldugu gdzlenmistir.

4.2. Giinliikk Yem Tiiketimleri

Kontrol ve deney grubu hayvanlanmn giinliik yem tiiketimleri Tablo 4.2.1 ve
Sekil 4.2.1°de gosterilmistir. Tiim gruplarin giinlilk yem tiiketimleri 2 ay 20 giinliik
deney siiresince takip edilmis ve elde edilen bulgular 100 gram viicut agirligi basina
tiketilen yem miktar: (g/giin/100 g) olarak belirlenmistir. Istatiksel analiz sonucunda,
K, A ve R gruplan arasinda yem tiiketimleri agisindan anlamli bir farklilik
bulunmamustir. Kolesterolle beslenen siganlar K, A ve R gruplan ile yem tiiketimleri
acisindan kiyaslandifinda, kolesterolle beslenenlerin daha cok yem tiikettikleri
gOrilmiigtiir. Giinlik yem tiketimleri kiyaslandifi zaman, Kol+R grubunda en
yiksek yem tiketiminin oldugu bulunmustur (Tablo 4.2.1 ve Sekil 4.2.1). Kontrol, A
ve R grubu sicanlar arasinda yem tiketimleri agisindan anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. Normal yemle beslenen siganlann yem tilketimlerine gére,
kolesterolle beslenen siganlarin yem tiiketimlerinde artma meydana gelmistir. Kol+R
grubu sicanlarmin yem tilketimi ve kolesterol verilen hayvanlarn yem tiiketimi
arasinda fark bulunamamuistir.
Ilag verilmeden 6nce ve sonrasindaki giinliik yem tiiketimleri kiyaslandifimda, tiim
gruplarin 2 aylik donem sonunda yem tiketiminde artis oldugu bulunmustur.

4.3. Giinliik Su Tiiketimleri

Kontrol ve deney grubu hayvanlarimin giinliik su tiiketimleri Tablo 4.2.1 ve
Sekil 4.2.2°de gosterilmigtir. Tim gruplarin su tiiketimleri 2 ay 20 giinliik deney
siiresince takip edilmis ve elde edilen bulgular 100 gram viicut agulifi bagina
tiiketilen su miktar: (ml/gin/100 g) olarak hesaplannugtir. Yapilan istatiksel analiz
sonucunda, Kol ve Kol+R grubuna ait siganlarin giinlik su tlketimlerinin,
kontrollere, A ve R grubuna gore anlamli derecede arttizn bulunmugtur (p<0.05).
Kol+R grubunun su tiiketiminin K, A ve R grubuna gore daha fazla oldugu
bulunmustur. Glinliik su tikketimleri, ilag verilmeden once ve ilag verildikten sonra
incelendigi zaman, en yilksek su tlketimlerinin Kol+R grubunda oldugu
bulunmustur. Xontrol, A ve R sigan gruplarina gore, Kol ve Kol+R sigan gruplarimn
su tilketiminde artma meydana geldigi bulunmustur. Resveratrol verilen grupla Kol
grubu kiyaslandig1 zaman, aralaninda fark olmadigi bulunmustur.
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Tablo 4.2.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlanmin giinliik yem ve su titketimleri (ortalama=SEM).

Gruplar
K A R Kol Kol+R
Giinliik yem 936+0.18 [9.04+0.32 |9.05%0.37 10.93+£0.23 | 11.05+0.28
tiiketimleri a: p=>0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
{iin/100 c: p=0.05 e: p<0.001 h: p<0.001
@ ? f: p<0.001 1: p<0.001
i: p=>0.05
Giinliik su 13.33+£0.24 | 1294045 | 13.10+£052 | 1530+0.71 | 14.73+£0.32
tiiketimleri a: p>0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
(ml/giin/100g) c: p>0.05 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1: p<0.001
i: p>0.05

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Xol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
Resveratrol grubu. a: K ve A’nun, b: K ve R’nin , ¢; A ve R’ nin, d: K ve Kol’iin, e: A ve Kol’iin, £ R
ve Kol’in, g: K ve KolH+R’nin, h; A ve Kol+R’nin, 1: R ve KolH+R’nin, i: Kol ve Kol+R'nin istatiksel

kargilagtirilmasi.
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Sekil 4.2.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarnmn giinliik yem titketimleri.
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Giinliik su tiitketimleri
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Sekil 4.2.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinm giinliik su tilketimleri.
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Tablo 4.2.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarimn ilag éncesi ve sonrasi giinlitk yem tiiketimleri.

Giinliik yem tiiketimleri

(g/giin/100g)
Gruplar ] (ortalama+SEM)
Ilag dncesi Tla¢ sonrasi p
K 9.06 £ 0.20 10.28 £ 0.12 p<0.05
A 8.63+£0.27 10.28 : 0.46 p<0.005
a: p>0.05 a: p>0.05
R 8.76 +0.34 10.38 £ 0.44 p<0.05
b: p>0.05 b: p>0.05
c: p>0.05 c: p>0.05
Kol 10.63 £0.17 | 11.82+ 041 P<0.005
d: p< 0.001 d: p<0.001
e: p< 0.001 e: p<0.001
f: p>0.001 f: p<0.001
Kol+R 10.76 £0.25 | 11.90+0.38 p< 0.001
g: p<0.005 g: p< 0.005
h: p< 0.05 h: p< 0.005
1: p< 0.05 1 p< 0.005
i: p>0.05 1 p> 0.05

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
Resveratrol grubu. a: K ve A’nin, b; K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol’iin, e: A ve Kol'iin, £ R
ve Kol'iin, g: K ve Kol+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, 1: R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R’nin istatiksel
kargilagtirilmast,

Hi

Giinliik yem tliketimleri
{g/giin/100g)

oilag Oncesi
Oilag Sonrasi

Gruplar

Sekil 4.2.3. Kontrol ve deney grubu hayvanlarimn ilag 6ncesi ve sonras: giinliik yem tiiketimleri.
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Tablo 4.3.1..Kontrol ve deney grubu hayvanlannn ilag dnceesi ve sonrast giinlik su tiketimleri.

Giinliik su tiiketimleri

(ml/giin/100g)
Gruplar (X=SEM)
Ilag éncesi Hac sonras: p
K 1287026 | 1471 +£0.17 p< 0.001
A 1235+ 0.38 | 1470+ 0.65 p<0.01
a: p>0.05 a: p>0.05
R 1252+ 048 | 14.85+0.63 p<0.05
b: p>0.05 b: p>0.05
c: p>0.05 c: p>0.05
Kol 1476 £0.75 | 16.91 +0.58 P<0.01
d: p<0.001 d: p<0.005
e: p<0.001 e: p< 0.005
f: p> 0.001 f: p<0.01
KolH+R 13964024 |17.02+0.56 p< 0.001
g: p<0.05 g p<0.005
h: p<0.001 h: p< 0.005
1: p< 0.005 1: p< 0.005
i: p> 0.05 i: p> 0.05

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Resveratrol
grubu, a; K ve A’nin, b: K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol'tin, e: A ve Kol’in, £ R ve Kol’iin,
g: K ve Kol4+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, 1: R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R’nin istatiksel
karsilagtirilmasi.
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21 |5 (5
0
K A R Kol Kol+R
Gruplar

Sekil 4.3.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinmn ilag dncesi ve sonras: giinliik su tiiketimleri.
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4.4, Viicut Agirhik Degisimleri

Deney siiresince tim gruplardaki sicanlarin vicut aguhk degisimleri
kaydedilmistir (Tablo 4.4.1, Sekil 4.4.1). Kontrol ve deney grubu hayvanlarimn ilk
ve son afirhiklar: arasindaki farklara gore yapilan istatiksel analiz sonucunda, deney
baslangicinda, tiim gruplarin viicut agirhklanmn farkli olmadig gériilmistiir. Deney
sonunda yapilan agirhk &lgiimlerinde ise, tiim gruplarin son agirhiklarimin baglangic
agirliklarindan anlaml olarak arttigt bulunmustur. Kolesterolle beslenmenin etkisi
incelendifinde, 2 ay 20 giin kolesterolle beslenme sonucu 3 aylik siganlann viicut
apirliklannin K, A ve R gruplarina gore anlamh derecede arttify goérilmiistiir
(p<0.001). Sadece resveratrol uygulanmasi, hayvanlann viicut aguhgim
degistirmezken, 3 aylik siganlar 2 ay kolesterolle beslendikten sonra 20 giin siireyle
resveratrol verilmesinin, Kol grubuna goére viicut agirlhiklaninda azalmaya yol agtig:
bulunmustur (p<0.001).

Tablo 4.4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarmn viicut aguwhiklar: degisimleri.

Viicut agirlig (g)
(X £+ SEM)
P degeri
Gruplar Deney Deney
Baslangicindaki Sonundaki
Agirhk Agirhk
K 238.33 £2.07 33417+ 3.36 p< 0.001
A 238.50+£3.66 344.17+£2.90 p< 0.001
a: p>0.05 a: p>0.05
R 236.67 + 1.88 345.00+£5.43 p< 0.001
b: p>0.05 b: p>0.05
c: p>0.05 c: p>0.05
Kol 240.83 +1.93 370.42 £ 4.19 p< 0.001
d: p>0.05 d: p<0.001
e: p>0.05 e: p< 0.001
f: p p>0.05 f: p< 0.001
Kol+R 239.00+£2.29 350.83 £4.52 p<0.001
g p=>0.05 g p<0.005
h: p>0.05 h: p> 0.05
1: p>0.05 1 p>0.05
i: p> 0.05 1: p< 0.001

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
Resveratrol grubu. a: K ve A’nin, b: K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol’iin, e: A ve Kol'lin, £ R
ve Kol’iin, g: K ve Kol+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, ©: R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R 'nin istatiksel
karsilagtinnlmasz.
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Sekil 4.4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarimn viieut agirliklar.
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4.5. Kontrol ve deney gruplarmin trombosit CD40, CD40L, P-selektin,
ve ROS diizeyleri.

Kontrol ve deney grubunda bulunan siganlann kan hiicrelerinin FS-SS
grafikleri sonucunda elde edilen hiicre dagilimlan Sekil 4.5.1-4.5.5 arasinda
gosterilmistir.

4.5.1. CD40 diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarinda sicanlarin trombosit CD40 diizeyleri Tablo
4.5.1 ve Sekil 4.5.2°de verilmistir. Alkol ve Kol gruplarinda, kontrollerine gére
CD40 dizeylerinin arttify, R grubunda ise azaldifi bulunmustur. Kolesterolle
beslenme sonucu trombositlerdeki CD40 ekspresyonu hem yiizde hem de MFI olarak
artarken, Kol+R grubundaki CD40 ekspresyonu Kol grubu ile kiyaslandig zaman,
anlamli derecede azalma oldugu goriilmiistir. CD40 diizeylerindeki yizde
degisimleri Tablo 4.5.2° de verilmistir. Buna gore, CD40 diizeylerindeki ylizde
degisiminin en fazla Kol grubu siganlarda (%180.01) oldugu tespit edilmistir.

4.5.2. CD40L diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarinin trombosit CD40L diizeyleri Tablo 4.5.1 ve
Sekil 4.5.3’de verilmistir. Trombositlerdeki CD40L ekspresyon yiizdesi A, Kol ve
Kol+R gruplarinda, kontrollerine kiyasla anlamli derecede artmustir (p<0.001).
Trombosit CD40L diizeyleri MFI agisindan karsilastinldiinda, A ve Kol gruplarinda
artis gorilirken, R grubunda azalma meydana gelmistir. Kolesterolle beslenen
sicanlarda CD40L ckspresyonu, kontrole gore anlamli derecede artarken, Kol+R
grubunun CD40L ekspresyonunun Kol grubuna gore hem ylizde hem MFI olarak
distiigl goralmisgtiir (p<0.001). CD40L diizeylerindeki ylizde degisimleri Tablo
4.5.2° de verilmistir. Kontrol grubu degerlerine gore, CD40L diizeylerindeki yiizde
degisiminin en fazla Kol grubu siganlarda (%237.50) oldugu tespit edilmistir.

4.5.3, P-selektin diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarinin P-selektin diizeyleri Tablo 4.5.1 ve $ekil 4.5.4
ve 4.5.5’de verilmigtir. Etanol ve kolesterol, trombosit P-sclektin ekspresyonunu,
kontrol sicanlarina kiyasla hem yiizde hem MFI olarak arttirirken (p<0.001),
resveratrol azaltmaktadir (p<0.001). Kol+R grubuna ait siganlarin P-selektin
ekspresyonlaninda, Kol grubuna gore gdre anlamli derecede azalma meydana
gelmistir (p<0.001). R ve KolH+R grubu kiyaslandi®i zaman, Kol+R grubunun P-
selektin yiizde ve MFI diizeyinin, R grubuna gore anlaml derecede arttign
bulunmustur. P-selektin diizeylerindeki ylizde degisimleri Tablo 4.5.2” de verilmistir.
Buna gore, p-selektin diizeylerindeki yiizde degigiminin en fazla Kol grubu
siganlarda (%121.62) oldugu tespit edilmistir.

4.5.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarimin trombosit ROS diizeyleri Tablo 4.5.1 ve $ekil
4.5.6’da verilmigtir. A, Kol ve Kol+R pgruplarinda, kontrollere gire ROS
diizeylerinde anlamli derecede artma meydana gelmistir. Kol ve Kol+R grubu
karsilastinldiginda, Kol+R grubunun ROS diizeyinin Kol grubuna gore anlamli
derecede azaldifi bulunmustur (p<0.005). ROS diizeylerindeki yiizde defisimleri
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Tablo 4.5.2° de verilmigtir. Buna gore, ROS diizeylerindeki yiizde degisiminin en

fazla A grubu siganlarda (%112.45) oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.5.1. Kontrol ve deney grubu siganlarn trombosit CD40, CD40L, P-selektin, ve ROS
diizeyleri (X = SEM).

Gruplar
K A R Kol Kol+R
CD40 0.25+0.02 0.60 £ 0.02 0.17+0.01 0.70 £ 0.03 0.30 0,03
(%) a: p<0.001 b: p<0.05 d: p<0.001 g: p>0.05
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1 p<0.001
i: p<0.001
CD40 23.13+ 1.64 2645+1.95 1941152 37.38+1.27 29.10+ 1.46
(MFT) a: p>0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 2 p<0.01
c: p<0.005 e: p<0.001 h: p>0.05
f: p<0.001 1: p<0.001
i: p<0.001
CD40L 0.08:0.01 0.16 = 0.01 0.10+£0.01 0.27+0.01 0.17+0.01
(%) a: p<0.001 b: p>0.05 d: p<0.001 g p<0.001
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p>0.05
f: p<0.001 1: p<0.001
i: p<0.001
CD40L 10.67 £ 0.49 1239049 | 7.78+£0.43 16.52 + 0.68 11.54 £ 0.51
(MFT) a: p<0.05 b: p<0.001 d: p<0.001 g p>0.05
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p=0.05
f: p<0.001 1: p<0.001
i: p<0.001
P-Selektin | 0.37+0.02 0.61 £0.02 0.25-0.02 0.85+0.03 0.60+=0.02
(%) a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
¢: p<0.001 e: p<0.001 h: p>0.05
f: p<0.001 1: p<0.001
1 p<0.001
P-Selektin | 18.00+1.18 21.41+£0.89 |13.11+0.48 25.38+1.01 18.77+0.41
(MFI) a: p<0.01 b: p<0.001 d: p<0.01 g: p>0.05
c: p<0.001 e: p<0.05 h: p<0.05
f: p<0.01 1: p<0.001
‘ i: p<0.001
ROS 52.53+1.66 111.60+4.62 | 52.35+2.51 98.71 £2.62 75.25+2.47
(MFI) a: p<0.001 b: p>0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.001 e: p<0.005 h: p<0.001
f: p<0.001 1: p<0.001
i p<0.001

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
resveratrol grubu. a: K ve A’nin, b: K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Xol’iin, e: A ve Kol'iin, £ R
ve Kol*iin, g: K ve Kol+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, 1: R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R’nin istatiksel

karsilastirilmast. MFI: Ortalama floresan yogunlugu.
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Tablo 4.5.2. Deney gruplarimn trombosit CD40, CD40L ve p-selektin ekspresyonlarn ve ROS

diizeylerinin kontrol degerlerine gire yiizde degisimleri.

% Degisim

Gruplar

K A R Kol Kol+R
CD40 100 (+) 140.00 | (-) 32.00 (+) 180.01 (+) 20.00
(%)
CD40 100 (+)14.35 | (-) 16.08 (+) 61.61 (+)25.81
(MFT)
CD40L 100 (+) 100.01 | (~) 25.00 (+)237.50 | (+)112.50
(o)
CD40L 100 (+)16.12 | (-)27.09 (+) 54.83 (+) 8.15
(MET)
P-Selektin 100 (+)64.87 | (-)32.43 (+)121.62 | (+) 62.16
(%o)
P-Selektin 100 (+) 18.94 | (-)27.17 (+) 41.00 (+) 4.28
(MFT)
ROS 100 (+)112.45 | (-) 0.34 (+) 87.91 (+) 43.25
(MFI)

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
resveratrol grubu. MFI: Ortalama floresan yogunlugu.
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Sekil 4.5.2.7. Kontrol ve deney gruplarimn CD40 (MFI) diizeyleri.
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Sekil 4.5.2.9. Etanol grubu sigan trombositlerindeki CD41-CD40 ekspresyonu.
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Sekil 4.5.2.10. Kolesterol grubu sigan trombositlerindeki CD41-CD40 ekspresyonu.
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Sekil 4.5.3.4. Etanol grubu sigan trombositlerindeki CD40-CD40L ekspresyonu
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Sekil 4.5.3.5. Resveratrol grubu sigan trombositlerindeki CD40-CD40L ekspresyonu
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Sekil 4.5.3.6. Kolesterol grubu sigan trombositlerindeki CD40-CD40L ekspresyonu
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Sekil 4.5.3.7. Kol+R grubu sigan trombositlerindeki CD40-CD40L ekspresyonu
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Sekil 4.5.4.4. Etanol grubu sigan trombositlerindeki P-selektin ekspresyonu
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Sekil 4.5.4.5. Resveratrol grubu sigan trombositlerindeki P-selektin ekspresyonu
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Sekil 4.5.5.2. Kontrol grubu sigan trombositlerindeki ROS dagilumi.
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Sekil 4.5.5.3. Etanol grubu sigan trombositlerindeki ROS dagifimi.
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4.6. Kontrol ve Deney Gruplarmm Plazma sCD44, IL-6 ve PF4 Diizeyleri.
4.6.1. sCD40 diizeyleri

Kontrol ve deney gruplanna ait sCD40 diizeyleri Tablo 4.6.1 ve Sekil
4.6.1°de verilmistir. A, R, Kol ve Kol+R gruplarinin sCD40 diizeyleri, kontrollere
gore anlamli derecede yiiksck bulunmustur (p<0.001). Kol ve Kol+R gtuplar
kiyaslandig1 zaman, Kol grubunmun sCD40 diizeyinin, Kol+R grubuna gére anlamh
derecede arttifi bulumustur (p<0.01). sCD40 diizeyindeki ylizde degisimleri Tablo
4.6.2’ de verilmistir. Buna gore, sCD40 diizeyindeki yiizde degisiminin en fazla Kol
grubunda (%41.72) oldugu tespit edilmistir.

4.6.2. IL-6 diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarimn IL-6 diizeyleri Tablo 4.6.1 ve Sekil 4.6.2°de
verilmigtir. Kol ve Kol+R deney gruplarinin IL-6 diizeyi kontrol grubuna gore -
anlaml1 derecede artmigtir (p<0.001). Deney gruplant birbiriyle kiyaslandifi zaman,
IL-6 diizeyindeki artigin en fazla Kol grubunda oldugu goriilmiistiir. Kol ve Kol+R
gruplan kiyaslandigi zaman, Kol grubunun IL-6 diizeyinin, Kol+R grubuna gore
anlamli derecede yiksek oldugu bulumustur (p<0.001). [L-6 diizeyindeki yilizde
defisimleri Tablo 4.6.2° de verilmistir. Buna gore, IL-6 diizeyindeki yiizde
degisiminin en fazla Kol grubunda (%161.88) oldugu tespit edilmistir.

4.6.3. PF4 diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarinin PF4 dizeyleri Tablo 4.6.1 ve Sekil 4.6.3’te
verilmistir. A, R, Kol ve Kol+R gruplanimin PF4 dilizeylerinde kontrol gruplarina gore
anlamh derecede artma meydana gelmistir (p<0.01). Kolesterol gruplart birbiriyle
kiyaslandif1 zaman, Kol+R grubundaki artisin Kol grubuna gére daha fazla oldugu
ve bu artisin anlaml olduu gériilmistir (p<0.005). PF4 diizeyindeki yiizde
degisimleri Tablo 4.6.2° de verilmistir. Buna gore, PF4 diizeyindeki ylizde
degisiminin en fazla Kol+R grubunda (%53.01) oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.6.1. Konirol ve deney grubu siganlarin plazma sCD40, IL-6 ve PF4 diizeyleri (? + SEM).

Gruplar
K A R Kol KoHR
sCD40 11977232 | 143.41+£2.96 | 146.26+4.31 | 169.74 + 3.07 157.36 £ 2.46
(pg/ml) a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p=0.05 e: p<0.001 h: p<0.005
f: p<0.001 I p<0.05
i: p<0.01
1L-6 12551+ 6.49 | 13391423 |109.92+4.19 | 328.68+13.99 | 193.26+104
(pg/ml) a: p>0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.05 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 L p<0.001
i p<0.001
PF4 7.64 4+ 0.39 9.12+0.50 9.79+0.42 10.01 £0.18 11.69+0.39
(ng/ml) a: p<0.01 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p>0.05 e: p>0.05 h: p<0.001
f: p>0.05 1: p<0.001
i: p<0.005

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesteral grubu, Kol+R: Kolesterol +
resveratrol grubu. a: K ve A'nin, b: K ve R'nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol’iin, e: A ve Kol'iin, f: R
ve Kol’iin, g: K ve Kol+R'nin, h: A ve Kol+R’nin, 1 R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R’nin istatiksel
karsifastirilmasi.

Tablo 4.6..2, Deney gruplannin sCD40, IL-6 ve PF4 diizeylerinin kontrol deferlerine gére yizde

degisimleri.
% Degisim
Gruplar

K A R Kol Kol+R
sCD40
(pg/ml) 100 (+)19.74 | (+)22.12 (+) 41.72 () 31.39
IL-6
(pg/ml) 100 (+) 6.69 (-) 12.42 (+) 161.88 (+) 53.98
PF4
(ng/ml) 100 (+) 19.37 | (+) 28.14 (+) 31.02 (+) 53.01
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Sekil 4.6.3. Kontrol ve deney gruplarmmn PF4 diizeyleri.




4.7. Kontrol ve deney gruplarimm serum PONI aktiviteleri, TK, HDL-K,
LDL-K ve oxLDL diizeyleri.

4,7.1. Paraoksonaz-1 (PON1) aktiviteleri

Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlann serum PON1 aktiviteleri
Tablo 4.7.1 ve Sekil 4.7.1°de verilmistir. Tiim deney gruplarinda, kontrollerine gére
anlamli derecede PON1 aktivitelerinin diistiigli bulunmustur (p<0.001). Kol ve
Kol+R grubu kiyaslandigi zaman, Kol+R grubunda anlamli derecede azalma
meydana geldigi gbrilmiistiir. PON1 aktivitesindeki yiizde degisimleri Tablo 4.7.2°
de verilmistir. Buna gore, PONI1 aktivitesindeki ylizde deisiminin en fazla A
grubunda (%128.82) oldugu tespit edilmigtir

4.7.2. Total Kolesterol (TK) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarimin TK diizeyleri Tablo 4.7.1 ve Sekil 4.7.2’de
verilmistir. Tim deney gruplanmn TK diizeyleri kontrollerine gére anlamli derecede
artmustir (p<0.001). Kol ve Kol+R grubu kargilagtirldiginda, Kol+R grubunun TK
diizeyinde Kol grubuna gére anlamli derecede azalma meydana gelmistir (p<0.001).
TK diizeyindeki yiizde degisimleri Tablo 4.7.2° de verilmistir. Buna gore, TK
diizeyindeki yiizde degisiminin en fazla Kol grubunda (%163.86) oldugu tespit
edilmistir.

4.7.3. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein Kolesterol (HDL-K) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarimin HDL-K diizeyleri Tablo 4.7.1 ve Sekil 4.7.3°de
verilmistir. A grubunun HDL-K diizeyleri, kontrollerine gdre anlamli derecede
azalmistir (p<0.05). Kol ve Kol+R grubu kiyaslandigi zaman, Kol+R grubunun
HDL-K diizeyinin Kol grubuna gore anlamli derecede arttigi bulunmustur (p<0.01).
HDL-K diizeyindeki yiizde degisimleri Tablo 4.7.2° de verilmistir. Buna gore, HDL-
K diizeyindeki yiizde degisiminin en fazla Kol grubunda (%11.58) oldugu tespit
edilmistir.

4.7.4. Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolesterol (LDL-K) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarimin LDL-K diizeyleri Tablo 4.7.1 ve Sekil 4.7.4’de
verilmistir. Tiim gruplarin LDL-K diizeylerinde, kontrollere gbre anlamli derecede
artma meydana gelmistir (p<0.001) . Kol ve Kol+R grubu karsilastirildiginda, Kol+R
grubunun LDL-K diizeyinin Kol grubuna gore anlamli derecede azaldig
bulunmustur (p<0.001). LDL-K diizeyindeki yiizde degisimleri Tablo 4.7.2” de
verilmistir. Buna gore, LDL-K diizeyindeki ylizde degisiminin en fazla Kol grubunda
(%223.33) oldugu tespit edilmistir.

4.7.5. oxLDL diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarimin oxLLDL diizeyleri Tablo 4.7.1. ve $ekil 4.7.5’de
verilmistir. Tiim gruplarin oxLDL diizeylerinde, kontrollerine gére anlamh derecede
artma meydana gelmistir (p<0.001). Kol ve Kol+R grubu birbirleriyle kiyaslandig1
zaman, Kol+R grubunun oxLDL diizeyinin, Kol grubuna gore anlamli derecede
azaldig bulunmustur (p<0.001). oxLDL diizeyindeki yiizde degisimleri Tablo 4.7.2°
de verilmistir. Buna gore, oxLDL diizeyindeki ylizde degigiminin en fazla Kol
grubunda (%172.40) oldugu tespit edilmistir.

118




Tablo 4.7.1. Kontrol ve Deney Gruplarimmn Serum PON1 Aktiviteleri, TK, HDL-K, LDL-K ve oxLLDL
diizeyleri (ortalama + SEM).

Gruplar
K A R Kol Kol +R
PON1 409.64+13.22 | 81.80+7.47 191.90 £ 7.55 274.69 + 8.84 157.36 £2.46
(IU/L) a: p<0.001 b:p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1: p<0.05
1: p<0.001
TK 39.79£0.64 51.05+0.75 | 43.23%£0.89 104.99 + 1.63 66.50 = 0.97
(mg/dl) a: p<0.001 b:p<0.005 d; p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 r: p<0.001
i p<0.001
HDL-K 20.21£0.30 18,71+ 0.38 19.42+£0.75 17.87 £ 0.62 19.94 £ 0.85
(mg/dl) a: p<0.05 b:p=0.05 d: p>0.05 g p>0.05
c: p>0.05 e p=0.05 h: p>0.05
f: p<0.05 1 p>0.05
1 p<0,01
LDL-K 1470+ 0.25 1973 +£0.77 | 20.53£0.46 47.53+0.64 33.62 +£0.50
(mg/dl) a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g p<0.001
c: p=0.05 e: p<0.001 h: p<0.001
£ p<0.001 1: p<0.001
i p<0.001
oxLDL 32.17+0.50 46.43 +1.47 55.83+1.87 87.63 £2.07 73.60+1.74
(ng/ml) a: p<0.001 b:p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
¢: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1: p<0.001
i: p<0.001

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol + resveratrol
grubu. a: K ve A’nin, b: K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol’iin, e: A ve Kol’iin, f: R ve Kol’iin, g: K ve
Kol+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, 1: R ve KoltR’nin, i: Kol ve Kol+R nin istatiksel kargilagtirlmast

Tablo 4.7.2, Deney gruplanmun serum PONI Aktiviteleri, TK, HDL-K, LDL-K ve oxLDL
diizeylerinin kontrol degerlerine gore yiizde degigimleri.

% Degisim
Gruplar

K A R Kol KoltR
PON1
(IU/L) 100 (-) 80.03 (-) 53.15 (-)32.94 (-) 61.59
TK
(mg/dl) 100 (+)29.94 | (+)8.65 (+) 163.86 (+) 67.13
HDL-K
(mg/dl) 100 (-) 7.42 (-)3.91 (-) 11.58 (-) 1.34
LDL-K
(mg/dD) 100 (+) 3422 | (+)39.66 (+) 22333 | (+)128.71
oxLDL
(ng/ml) 100 (+) 44.33 | (+) 73.55 (+) 172.40 (+) 128.78
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Sekil 4.7.1. Kontrol ve deney gruplarnin serum PON1 aktiviteleri.
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Sekil 4.7.2. Kontrol ve deney gruplarmin serum TK diizeyleri,
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Sekil 4.7.3. Kontrol ve deney gruplariin serum HDL-K diizeyleri.
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Sekil 4.7.4. Kontrol ve deney gruplarninm serum LDL-K diizeyleri.
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Sekil 4.7.5. Kontrol ve deney gruplarimin serum oxLDL diizeyleri.
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4.8 Kontrol ve deney gruplarmim serum H;O,, NT , LPA ve TBARS diizeyleri.

4.8.1. Hidrojen peroksit (H>0>) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarmin H,O, diizeyleri Tablo 4.8.1. ve Sekil 4.8.1°de
verilmistir. Tim deney gruplarinin H,O, diizeyleri, kontrol grubunda gére anlamli
derecede artmstir (p<0.001). Kol ve Kol+R gruplar birbiriyle kiyaslandig: zaman,
Kol grubunun H,0, diizeyi, Kol+R grubuna gore anlamli diizeyde diiglik
bulunmustur (p<0.001). H,O, diizeyindeki yiizde degisimleri Tablo 4.8.2° de
verilmistir. Buna gore, H,0, diizeyindeki yiizde degisiminin en fazla Kol grubunda
(%102.64) oldugu tespit edilmistir.

4,8.2. Nitrotirozin (NT) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarimin NT dizeyleri Tablo 4.8.1. ve Sekil 4.8.2°de
verilmigtir. A ve Kol grubunun NT diizeyi kontrole gére anlamli derecede artmigtir
(p<0.05). Kol+R grubu Kol ile karsilastirildify zaman, Kol+R grubunda NT
diizeyinin diistiigli bulunmustur (p<0.05). NT diizeyindeki yiizde degisimleri Tablo
4.8.2° de verilmistir. Buna gore, NT diizeyindeki yiizde degisiminin en fazla Kol
grubunda (%25.42) oldugu tespit edilmistir.

4.8.3. Lizofosfatidik asit (LPA) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplanmn LPA diizeyleri Tablo 4.8.1. ve Sekil 4.8.3’de
verilmistir. Kolesterol uygulanan gruplarm (Kol ve Kol+R) LPA diizeyleri, K, A ve
R gruplanna gore gbre anlamli derecede artmistir (p<0.05). Kol+R grubunun LPA
diizeyinin, Kol grubuna gore daha diisiik oldugu bulunmustur (p<0.001). LPA
diizeyindeki yiizde deZigimleri Tablo 4.8.2° de verilmigtir. Buna gore, LPA
diizeyindeki yiizde deZisiminin en fazla Kol grubunda (%43.13) oldugu tespit
edilmisgtir.

4.8.4. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Bilesiklerinin (TBARS) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplanmin TBARS diizeyleri Tablo 4.8.1. ve Sekil 4.8.4°te
verilmistir. Tiim deney gruplarimin TBARS diizeyleri, kontrol grubuna gére anlaml
derecede artmistir(p<0.005). Kol+R grubunda meydana gelen artisin, Kol grubuna
gire daha az oldugu ve bu artisin istatiksel olarak anlamh oldugu bulunmusgtur
(p<0.001). TBARS diizeyindeki yiizde degisimleri Tablo 4.8.2° de verilmistir. Buna
gbre, TBARS diizeyindeki yiizde degigiminin en fazla R grubunda (%0254.65) oldugu
tespit edilmisgtir.
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Tablo 4.8.1. Kontrol ve deney gruplarimn serum H;0,, NT, LPA ve TBARS diizeyleri (ortalama =

SEM).
Gruplar
K A R Kol Kol +R
H,0; 4538+1.59 | 85.55+2.86 |79.48+3.28 |100.12+3.62 | 91.96+2.88
(umol/L) a; p<0.001 b:p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p>0.05 e p<0.001 h: p>0.05
£ p<0.001 L p<0.001
i: p<0.05
NT 0.59%0.03 0.72 £ 0.09 056+0.07 |[074+0.12 |0.49+0.05
(nmol/L) a: p<0.05 b: p>0.05 d: p<0.05 g: p>0.05
c: p<0.05 e: p>0.05 h: p<0.05
f: p=0.05 L p>0.05
i: p<0.05
LPA 8.23+0.14 8.53+024 8.78+043 | 11.78+0.48 | 9.75+0.50
(umol/L) a: p=>0.05 b: p=>0.05 d: p<0.01 g: p<0.001
c: p>0.05 e: p<0.05 h: p<0.001
f: p<0.05 1: p<0.001
i: p<0.001
TBARS 0.86 +0.07 1.51+0.09 305+£020 |3.02x0.16 |214+0.19
(nmol/L) a: p<0.005 b:p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
¢: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.005
f: p>0.05 1 p>0.001
i: p=<0.001

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
resveratrol grubu. a: K ve A’nm, b: K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol'tin, e: A ve Kol'iin, f: R
ve Kol'iin, g: K ve Kol+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, 1: R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R’nin istatiksel

karsilagtirilmas:

Tablo 4.8.2. Deney gruplarinm serum ILO,, NT, LPA ve TBARS diizeylerinin kontrol degerlerine
gore yiizde degisimleri.

% Degisim
Gruplar
K A R Kol KoHR
H20,
(nmol/L) 100 (+)88.52 | (+)75.14 (+) 102.64 (+) 120.63
NT
(nmol/L) 100 (+)22.03 | (-)5.08 (+) 25.42 (-) 16.95
LPA
(umol/L) 100 (+) 3.65 (+) 6.68 (+) 43.13 (+) 18.47
TBARS
(nmol/L) 100 (+)75.58 | (+)254.65 | (+)251.16 (+) 148.84
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4.9 Kontrol ve deney gruplarmmin karacifer dokularmda dlgiilen
antioksidan enzim {G-6-PD, SOD, KAT, GSH-Px, GR ve GST) aktiviteleri,
GSH, GSSG, ve TBARS diizeyleri ve GSH/GSSG oranlar.

4.9.1. G-6-PD aktiviteleri

Kontrol ve deney gruplarina ait G-6-PD aktivitelerinin dagilim1 Tablo 4.9.1
ve Sekil 4.9.1°de gosterilmistir. Kontrol grubunu olusturan siganlarin G-6-FD
aktivitesi A, Kol ve Kol+R gruplan ile kiyaslandifi zaman, A, Kol ve Kol+R
gruplarinda artig gériilmiistiir (p<0.001). Kol+R sigan grubunun G-6-PD aktivitesi,
Kol sigan grubuna gbre azalmistir (p<0.001). G-6-P-D aktivitesindeki yuzde
degisimleri Tablo 4.9.2° de venilmistir. Kontrole gore, G-6-PD aktivitesinin en ¢ok
artt1f1 grubun Kol grubu (%107.67) oldudu tespit edilmustir.

4.9.2. SOD aktiviteleri

Kontrol ve deney gruplanna ait SOD aktivitelerinin dagilimi Tablo 4.9.1 ve
Sekil 4.9.2°de gdsterilmistir. SOD aktivitesinin en ¢ok arttift grubun R grubu oldugu
bulunmustur. R grubunun SOD aktivitesi, K, A, R ve Kol+R gruplarina gére
artmigtir (p<0.001). Kol ve K gruplan arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlamli
farklihik bulunamamigtir. Kol+R grubunun SOD aktivitesi, Kol grubuna gore
azalmistir (p<0.001). SOD aktivitesindeki ylizde degisimleri Tablo 4.9.2° de
verilmigtir. Kontrole gore, SOD aktivitesindeki ylizde degisiminin en fazla Kol+ R
grubunda (%45.41) oldugu tespit edilmistir.

4,9.3. KAT aktiviteleri

Kontrol ve deney gruplarina ait KAT aktivitelerinin gruplara goére dagilim
Tablo 4.9.1 ve Sekil 4.9.3’de gésterilmistir. Kontrol grubunu olugturan siganlarin Kol
grubunun KAT aktivitesinin, Kol+R grubuna gore anlamh diizeyde azaldify tespit
edilmistir (p<0.001). KAT aktivitesindeki yiizde degisimleri Tablo 4.9.2° de
verilmistir. Kontrole gore, KAT aktivitesinin en ¢ok azaldigi grubun R grubu (%
45.28) oldugu bulunmustur.

4.9.4. GSH-Px aktiviteleri

Kontrol ve deney gruplarina ait GSH-Px aktivitelerinin dagilimi Tablo 4.9.1
ve Sekil 4.9.4°de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, GSH-Px aktivitesi A, Kol
ve Kol+R grubunda artarken, R grubu ile anlamh bir fark yoktur. Kol+R grubunun
GSH-Px aktivitesi, Kol grubuna gore artmugtir. GSH-Px akfivitesindeki yiizde
degisimleri Tablo 4.9.2° de verilmigtir. Kontrole gore, GSH-Px aktivitesindeki
azalmanin en fazla Kol grubunda (%39.22) oldugu tespit edilmistir.

4.9.5, GR aktiviteleri

Kontrol ve deney gruplarina ait GR aktivitelerinin dagilinu Tablo 4.9.1 ve
Sekil 4.9.5’de gosterilmistir (p<0.001). R, Kol ve Kol+R grubunun GR aktivitesi K.
ve A grubuna goére artnugtir (p<0.001). Kol+R grubunun GR aktivitesi, Kol grubuna
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gore azalmigtir (p<0.001). GR aktivitesindeki ylizde degisimleri Tablo 4.9.2° de
verilmistir. Buna gore, GR aktivitesindeki yilizde degisiminin en fazla Kol grubunda
(%61.94) oldugu tespit edilmisgtir.

4.9.6. GST aktiviteleri

Kontrol ve deney gruplanna ait GST aktivitelerinin dagilimi Tablo 4.9.1. ve
Sekil 4.9.6°da gosterilmistir. R ve Kol sigan grubunun GST aktivitesinin, K, A ve
Kol+R grubuna gore daha yiksek oldugu goriilmistir (p<0.001). GST
aktivitesindeki ylizde degisimleri Tablo 4.9.2° de verilmistir. Kontrol ve deney
gruplarim olusturan siganlarin GST aktivitesi birbirleriyle kiyaslandigi zaman, GST
aktivitesinin en ¢ok arttig1 grubun Kol grubu (%34.43) oldugu bulunmustur.

4.9.7. GSH diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarina ait GSH diizeylerinin dagdim Tablo 4.9.1 ve
Sekil 4.9.7°de gosterilmistir. A, R ve Kol+R gruplarimn GSH diizeyleri kontrol
grubuna gore azalirken, Kolgrubunun GSH degerleri kontrol grubuna gbre artmigtir
(p<0.01). Kol+R grubunun GSH diizeyi ile Kol grubunun GSH diizeyi
karsilagtirildigr zaman, Kol+R grubunun GSH diizeyi, Kol grubunun GSH diizeyine
gore daha diigiik bulunmustur (p<0.001). GSH diizeylerindeki ylizde degisimleri
Tablo 4.9.2° de verilmistir. Kontrol ve deney gruplanm olusturan siganlarin GSH
diizeyleri birbirleriyle kiyaslandifit zaman, GSH diizeyindeki en fazla artisin Kol
grubunda (%62.25) oldugu bulunmustur.

4.9.8. GSSG diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarina ait GSSG diizeyleri Tablo 4.9.1 ve S$ekil
4.9.8’de gosterilmistir. A, R ve Kol grubunun GSSG diizeyinin, K grubuna gore
arttigt bulunmusgtur. Kol+R grubunun GSSG diizeyi, Kol grubunun GSSG diizeyine
gbre daha disiik bulunmustur (p<0.001). Kontrol ve deney gruplanmi olusturan
sicanlarin GSSG diizeyleri birbirleriyle kiyaslandif zaman, GSSG diizeyindeki en
fazla artisin Kol sigan grubunda (%188.00} oldugu bulunmustur.

4.9.9. GSH/GSSG oranlar:

Kontrol ve deney gruplarina ait GSH/GSSG oranlarimin dagilimi Table 4.9.1
ve Sekil 4.9.9’da gosterilmistir. K ve Kol+R grubunun GSH/GSSG oram, A, R ve
Kol grubuna gore daha yliksek bulunmustur (p<0.001). Kol+R grubunun GSH/GSSG
oranimm, Kol grubunun GSH/GSSG orammna gore arttifi bulunmustur (p<0.001).
GSH/GSSG oranlarimin yiizde degigimleri Tablo 4.9.2° de verilmigtir. Kontrol ve
deney gruplarimi olusturan siganlarin GSH/GSSG oranlarn birbirleriyle kiyaslandig
zaman, en disitk GSH/GSSG oranin A grubunda (%58.33) oldugu bulunmustur,
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Tablo 4.9.1. Antioksidan enzim {G-6-PD, SOD, KAT, GSH-Px, GR ve GST) aktiviteleri, GSH ve

GSSG, diizeylerinin ve GSH/GSSG oranlarmin kontrol ve deney gruplarina gére dagilimi.

Gruplar
K A R Kol Kol+R
G-6-PD 574 +0.15 7.24£0.27 6.08 4 0.27 1192+ 041 3.02£0.16
(IU/g protein) a: p<0.001 b: p>0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.005 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1 p<0.001
i: p<0.001
SOD 38.09=0.96 37.11+£0.98 43.03 £ 1.08 3646+ 1.73 2042+ 1.11
(IU/mg protein) a: p>0.05 b: p<0.001 d: p>0.05 g: p<0.001
¢: p<0.001 e: p>0.05 h: p<0.001
f: p<0.001 1: p<0.001
1: p<0.001
KAT 58.21=145 4498 + 1.71 31.85+£1.23 36.18 4+ 1.27 54.62+2.22
(k/g protein) a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g p>0.05
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.05 1 p<0.001
1 p<0.001
GSH-Px 34.40 £ 0.59 22.42+£0.58 3430+ 047 20.91+ 0.61 26.08 & 0.64
(IU/mg protein) a: p<0.001 b: p>0.05 d: p<0.001 £: p<0.001
¢: p<0.001 e: p>0.05 h: p<0.001
f: p<0.001 L p<0.001
i p<0.001
GR 8.04+0.18 4.55+0.52 12.19 + 0.37 13.02 4+ 0.49 10.63 4+ 0.37
(IU/mg protein) a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 £: p<0.001
¢: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p>0.05 1 p<0.005
1: p<0.001
GST 0.61+0.02 0.63+0.02 0.81+0.03 0.82+0.04 0.61 £ 0.003
{U/g protein) a: p>0.05 b: p<0.001 d: p<0.001 g p>0.05
¢: p<0.001 e: p<0.001 h: p>0.05
f: p>0.05 1: p<0.001
i: p<0.001
GSH 4,98+ 0.11 3.66+0.07 4.36+0.09 8.08+£0.18 4.57=0.09
(mg/g protein) a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1 p>0.05
i: p<0.001
GSSG 43,99+ 1.59 77.13+1.43 77.16 £1.37 126.69 £ 4.23 44724+ 1.82
(mg/g protein) a: p<0.001 b: p<0.01 d: p<0.01 g: p>0.05
c: p>0.05 e: p<0.05 h: p<0.001
f: p<0.01 1 p<0.001
i: p<0.001
GSH/GSSG 0.12 £ (.00 0.05 £ 0.00 0.06 £0.00 0.06 £ 0.00 0.11+0.00
a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p>0.05
c: p<0.005 e: p<0.005 h: p<0.001
f: p>0.05 1 p<0.001
i: p<0.001

K. Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
resveratrol grubu. a; K ve A’nin, b: K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol’iin, e: A ve Kol’in, £ R ve
Kol’iin, g: K ve Ko+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, 1: R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R’nin istatiksel

karsilastirilmasi.
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Tablo 4.9.2. Deney gruplarmin karaciger dokusundaki antioksidan enzim {(G-6-PD, SOD, KAT,
GSH-Px, GR ve GST) aktiviteleri, GSH ve GSSG diizeyleri ve GSH/GSSG oranlarinin kontrol

grubuna gore yiizde degisimi.
% Degisim
Gruplar
K A R Kol Kol+R
G-6-PD
(IU/g protein) 100 (+)26.13 | (+)5.92 (+) 107.67 | (-) 47.39
SOD
(IU/mg protein) | 100 (-) 2.70 (+) 12.91 (-) 4.30 (-) 46.41
KAT
(k/g protein) 100 (-)22.73 (-) 45.28 (-)37.85 (-) 6.17
GSH-Px
(IU/mg protein) | 100 (-) 34.83 (-)0.29 (-)39.22 | (-)24.19
GR
(IU/mg protein) | 100 (-) 43.41 (+) 51.62 (+)61.94 | (+)32.21
GST ,
(U/g protein) 100 (+) 3.28 (+) 32.79 (+) 34.43 | (+) 0.001
GSH
(mg/g protein) 100 (-) 26.51 (-) 12.45 (+)62.25 |(-)8.23
GSSG
(mg/g protein) 100 (+)75.34 | (+) 75.40 (+) 188.00 | (+) 1.66
GSH/GSSG
orani 100 {(-) 58.33 (-) 50.00 (-)50.00 | (-)8.33

A A
o N M
1 1

G-6-PD Aktivitesi (U/g protein)
()}
Hs

Gruplar

Kol

Kol+R

Sekil 4.9.1 Kontrol ve deney gruplarimin G-6-PD aktiviteleri.
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GSH-PX aktivitesi (U/mg protein)

Sekil 4.9.4 Kontrol ve deney gruplarmin GSH-Px aktiviteleri.
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GR aktivitesi (U/mg protein)

K A R
Gruplar

Sekil 4.9.5 Kontrol ve deney gruplarinm GR aktivitelerinin dagtlimm
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Sekil 4.9.6 Kontrol ve deney gruplanmin GST aktiviteleri.
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Sekil 4.9.7 Kontrol ve deney gruplarinin GSH diizeyleri.
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GSSG (mg/g protein)

R
Gruplar

Kol Kol+R

Sekil 4.9.8 Kontrol ve deney gruplanmn GSS8G dizeyleri.

0,14

GSHI/GSSG

0,12 4

0.1 +
0,08 -
0,06
0,04 -
0,02 4

A 1

A

Gruplar

Kol Kol+R

Sekil 4.9.9 Kontrol ve deney gruplarinin GSH/GSSG oranlari.
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4.10. Kontrol ve deney gruplarinin AOP, PK, NO,, NO3, NT ve TBARS
diizeyleri.

4.10.1. Antioksidan Potansiyvel (AOP) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplanmn AOP diizeyleri Tablo 4.10.1 ve Sekil 4.10.1°de
verilmistir. A, Kol ve Kol+R grubu gruplarinin AOP diizeyinde kontrol grubuna gére
anlamli derecede azalma meydana gelmistir (p<0.001). AOP dizeyine etkiler
bakimindan R grubu ve Kol+R grubu kiyaslandiginda, Kol+R grubunun AQOP diizeyi
daha disiik bulunmustur (p<0.001). Kol+R grubunun AOP diizeyi, Kol grubunun
AOP diizeyinden daha digiiktiir (p<0.001). AOP diizeylerindeki yiizde degigimleri
Tablo 4.10.2° de verilmistir. Buna gore, AOP diizeylerindeki yiizde degigiminin en
fazla Kol grubunda (%57.65) oldugu tespit edilmistir.

4.10.2. Protein Karbonil (PK) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplannm PK diizeyleri Tablo 4.10.1 ve Sekil 4.10.2°de
verilmistir. Deney gruplarimin PK diizeyleri, kontrollere gore arttifi bulunmustur
(p<0.001). Kol ve Kol+R grubu karsilagtirildift zaman, Kol+R grubunun PK
diizeyinin anlamli derecede azaldifi bulunmustur (p<0.001). PK diizeylerindeki
yiizde degisimleri Tablo 4.10.2” de verilmistir. Buna gore, PK diizeylerindeki yiizde
degisiminin en fazla R grubunda (%134.30) oldugu tespit edilmistir.

4.10.3. Nitrit (NO,) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarinin NO, diizeyleri Tablo 4.10.1 ve Sekil 4.10.3’de
verilmistir. A, R, Kol ve Kol+R gruplan kontrol ile kiyaslandigi zaman, NO, diizeyi
bakimmdan anlamli artis gérillmistir (p<0.001) Kol grubu ile Kol+R grubu NO,
diizeyleri a¢isindan birbirleriyle kiyaslandigi zaman, Kol grubunun NO, diizeyinde
anlamli diizeyde artma oldugu goriillmistir (p<0.001). NO, diizeylerindeki yiizde
degisimleri Tablo 4.10.2° de verilmistir. Buna gére, NO, diizeylerindeki yiizde
degisiminin en fazla Kol grubunda (%154.09) oldugu tespit edilmistir.

4.10.4. Nitrat (NO;) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarinin NO; diizeyleri Tablo 4.10.1 ve Sekil 4.10.4°de
verilmistir. R, Kol ve Kol+R gruplarinda NO; diizeyinin, kontrollere ve A grubuna
gore anlamlb derecede arttif bulunmugtur (p<0.001). Kol ve Kol+R grubu
karsilastirildigt zaman, Kol+R grubunun NO; diizeyinin Kol grubuna gére anlamh
derecede azaldi tespit edilmistir (p<0.001). NOj diizeylerindeki yiizde degisimleri
Tablo 4.10.2° de verilmigtir. Buna gire, NO; diizeylerindeki yiizde degisiminin en
fazla Kol grubunda (%105.20) oldugu tespit edilmistir.

4.10.5. Nitrotirozin (NT) diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarina ait NT diizeyleri Tablo 4.10.1 ve Sekil 4.10.6’da
verilmistir. Kol grubunun NT diizeyinin kontrollere gére arttfi bulunmustur
(p<0.001). R ve Kol+R gruplariin NT diizeyinin kontrollere gére azaldif
bulunmustur (p<0.001). Kol ve Kol+R gruplart NT diizeyi bakumindan kiyaslandigt
zaman, Kol+R grubunda azalma goriilmiistir (p<0.001). NT diizeylerindeki yilizde
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degisimleri Tablo 4.10.2° de verilmistir. Buna gére, NT diizeylerindeki yiizde

degisiminin en fazla Kol grubunda (%68.21) oldugu tespit edilmistir.

4.10.6. TBARS diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarina ait TBARS diizeylerinin dagilimi Tablo 4.10.1
ve Sekil 4.10.7°de gosterilmistir. Kontrol grubunun TBARS diizeyi, A, R, Kol ve
Kol+R grubuna gére diisliktiir (p<0.005). Kol+R grubununun TBARS diizeyi Kol
grubunun TBARS diizeyine gére daha diigiik bulunmustur (p<0.01). TBARS
diizeylerindeki yilizde degisimleri Tablo 4.10.2” de verilmistir. Buna gére, TBARS
diizeylerindeki yiizde degisiminin en fazla R grubunda (%68.21) oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 4.10.1. Kontrol ve deney gruplanimin AOP, PK, NO,, NO; ,NT ve TBARS diizeyleri.

Gruplar
K A R Kol Kol+R
AOP 48.17 £3.60 35.53 £4.61 44.39+£7.33 2040+ 2.67 40.73 + 4.64
(mmol/g a: p<0.001 b: p=0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
protein) c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.05 1 p<0.001
ir p<0.001
PK 9.68 =0.33 13.58 £0.52 22.68+0.54 18.32+042 21.70+0.82
(nmol/g a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g p<0.001
protein) c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1 p>0.05
i: p<0.001
NO, 37.77+0.85 4369071 42.65+0.94 95.97+1.02 4521078
(pmol/g a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
protein) c: p>0.05 e: p<0.001 h: p>0.05
f: p<0.001 1: p>=0.05
1: p<0.001
NO; 30.18 +0.81 3345+045 56.09+ 126 61.93+1.84 59.16+1.82
{umol/g c: p=0.05 b: p<0.001 d:p<0.001 g p<0.001
protein) c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1: p=0.05
i: p>0.05
NT 11.70 £ 0.06 11.58 =0.08 5.28 £ 0.06 19.68 £ 0.13 4.83 = 0.06
{nmol/g a: p>0.05 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.001
protein) c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1: p>0.05
i: p<0.001
TBARS 2.78+0.10 3.85+0.17 4.77+0.09 3.84 £0.13 336015
(imol/g a: p<0.001 b: p<0.001 d: p<0.001 g: p<0.005
protein) c: p<0.001 e: p>0.05 h: p<0.05
f: p<0.001 1: p<0.001
i: p<0.01

K: Kontrel grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, Kol-+R: Kolesterol + resveratrol
grubu. a: K ve A’nin, b: K ve R’nin , ¢ A ve R’ nin, d: K ve Kol’lin, e: A ve Kol*{in, f: R ve Kol"in, g: K ve
Kol+R’nin, h: A ve Kol+R’nin, 1: R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+-R’nin istatiksel kargilastiriimast.
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Tablo 4.10.2. Deney gruplarinin AOP, PK, NO,, NO;, NT ve TBARS dlizeylerinin kontrol gubuna gére
yiizde degisimleri.

% Degisim
Gruplar
K A R Kol Kol+R
AOP
(mmol/g protein) 100 {(-)26.24 (-)7.85 {-) 57.65 (-) 1545
PK
(nmol/g protein) 100 (+) 40.29 (+) 134.30 (+) 89.26 (+) 124.17
NO,
(umol/g protein) 100 {(+) 15.67 (+) 12.92 (+) 154.09 (+) 19.70
NO;
(nmol/g protein) 100 (+) 10.83 {(+) 85.85 {+) 105.20 (+) 96.02
NT
(onmol/g protein) 100 (-} 1.03 (-) 54.72 {+) 68.21 (-) 58.72
TBARS
{umol/g_protein) 100 {+) 3849 {+) 71.58 (+) 38.13 (+) 20.86
60
c
‘D 90 T
'ié' L
a 40 -
(*))
> 30
£
£ 201
o
O 10 -
<
0
K A R Kol Kol+R
Gruplar

Sekil 4.10.1 Kontrol ve deney gruplarmm AOP diizeyleri.
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Sekil 4.10.2 Kontrol ve deney gruplarmn PK diizeyleri.
Sekil 4.10.3 Kontrol ve deney gruplarimin NO; diizeyleri.
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Sekil 4.10.4 Kontrol ve deney gruplarinin NO; diizeyleri.
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Sekil 4.10.5 Kontrol ve deney gruplarimn NO,+NQO; diizeylerinin dagilmu
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Sekil 4.10.6 Kontrol ve deney gruplarin NT diizeyleri,
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TBARS (umol/g protein)
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Sekil 4.10.7 Kontrol ve deney gruplarimn TBARS diizeyleri.
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4.11. Kontrol ve Deney Gruplarinin Internal Elastik Lamina Cevresi (IELC),
Intimal Alan (IA), Intimal Genislik (IG), Medial Alan (MA), Medial Genislik
(MG), Litmen-+intimal Cap (DLI), Maksimal intimal Kalmhk/ Medyal Kalinhk
(IMR), Intimal Alan/Medial Alan (ITI) ve Liimen Daralmasi (%LD) Degerleri.

4.11.1. Internal elastik lamina ¢evresi (IELC)

Kontrol ve deney gruplariin IELC diizeyleri Tablo 4.11.1. ve Sekil
4.11.1°de verilmistir. A, Kol ve Kol+R grubunun IELC diizeyinde kontrol grubuna
gore anlamli derecede artma meydana gelmistir (p<0.001). IELC diizeyine etkileri
bakimmdan R grubu ve Kol+R grubu kiyaslandiginda, Kol+R grubunun IELC
diizeyi daha yiliksek bulunmustur (p<0.001). Kol+R grubunun IELC diizeyi, Kol
grubunun IELC diizeyinden daha diiglik bulunmustur (p<0.001).

4.11.2. Intimal alan (IA)

Kontrol ve deney gruplarinin IA diizeyleri Tablo 4.11.1. ve Sekil 4.11.2°de
verilmistir. Kol ve KoltR gruplarimin IA diizeyinin, kontrollere gdre arttifit
bulunmustur (p<0.001). Kol ve Kol+R grubu karsilastiildifi zaman, Kol+R
grubunun [A diizeyinin anlamli derecede azaldig1 bulunmustur (p<0.001).

4.11.3. intimal genislik IG)

Kontrol ve deney gruplarinin IG diizeyleri Tablo 4.11.1. ve Sekil 4.11.3°de
verilmistir. A, Kol ve Kol+R gruplarimin kontrole gore daha yiksek IG dizeyi
oldugu bulunmustur (p<0.001) Kol grubu ile Kol+R grubu 1G diizeyleri birbirleriyle
kiyaslandigt zaman, Kol+R grubunun IG diizeyinde anlamli diizeyde azalma oldugu
gorillmiistiir (p<0.001).

4.11.4. Medial alan (MA)

Kontrol ve deney gruplarinin MA diizeyleri Tablo 4.11.1. ve Sekil 4.11.4°de
verilmistir. Kol ve Kol+R gruplarinda MA diizeyinin, kontrollere, A ve R grubuna
gore anlamli derecede arttifi bulunmustur (p<0.001 ve p<0.005). Kol ve Kol+R
grubu karsilastinldigi zaman, Kol+R grubunun MA diizeyinin Kol grubuna gore
anlaml1 derecede azaldig tespit edilmistir (p<0.001).

4.11.5. Medial genislik (MG)

Kontrol ve deney gruplarina ait MG diizeyleri Tablo 4.11.1. ve Sekil
4.11.5°de verilmistir. A, Kol ve Kol+R gruplarinin MG diizeyinin kontrol ve R
grubuna gore arttifn bulunmustur (p<0.001). Kol ve Kol+R gruplann MG diizeyi
bakimindan kiyaslandigi zaman, Kol+R grubunda azalma goriilmiistiir (p<0.001).

4.11.6. Liimen+intima ¢ap1 (DLI)

Kontrol ve deney gruplarina ait DLI diizeyleri Tablo 4.11.1. ve S$ekil
4.11.6’te gosterilmistir. Kontrol grubunun DLI diizeyi, A, Kol ve Kol+R grubuna
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gére digiiktiir. Kol+R grubununun DLI diizeyi Kol grubunun DLI diizeyine gore
daha diisiik bulunmustur (p<0.001).

4.11.7. Maksimal intimal kahnhk/ medyal kalmbk (IMR)

Kontrol ve deney gruplarina ait IMR degeri Tablo 4.11.1. ve Sekil 4.11.7°de
gosterilmigtir, Kontrol grubunun IMR degeri, A, R, Kol ve Kolt+R grubuna gore
diisiiktiir. Kol+R grubununun IMR degeri Kol grubunun IMR degeri gore daha diigiik
bulunmusgtur (p<0.001).

4.11.8. intimal alan/medial alan (ITT)

Kontrol ve deney gruplanna ait ITI degeri dagilinu Tablo 4.11.8 ve Sekil
4.11.8°de gosterilmistir. Kontrol grubunun ITI degeri, Kol grubuna gére diigliktiir.
Kol+R grubununun ITI degeri Kol grubunun ITI degeri gére daha dusik
bulunmustur (p<0.001)

4.11.9. Yiizde liimen daralmasi (%LD)

Kontrol ve deney gruplarma ait %LD degeri dagilimi Tablo 4.11.9 ve $ekil
4.11.9’da gosterilmistir. Kontrol grubunu olusturan siganlarin %LD  degeri
bakimindan birbirleriyle kiyaslandig zaman, %LD diizeyindeki en fazla artigin Kol
grubunda oldugu bulunmustur. Kontrol grubunun %LD degeri, A, R, Kol ve Kol+R
grubuna gore diigiktiir. Kol+R grubununun %LD degeri Kol grubunun %LD
degerine gore daha diisiik bulunmustar (p<0.001)
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Tablo 4.11.1. Kontrol ve deney gruplarimn Internal elastik lamina ¢evresi (IELC), intimal alan (TA),

intimal genislik (IG), medial alan (MA), medial geniglik (MG), liimen+intimal ¢ap (DLI), maksimal intimal

kalmhk/ medyal kalinlik {IMR), intimal alan/medial alan (ITI) ve liimen daralmasi (%LD) degerleri.

Gruplar
K A R Kol KoHR
IELC 4,70 +0.09 523%0.11 496+0.18 6.81£0.27 5.52+0.15
(mm) a: p<0.05 b: p>0.05 d: p<0.001  p<0.001
c: p>0.05 e: p<0.001 h: p>0.05
f: p<0.001 1 p<0.001
i: p<0.001
1A 0.38£0.02 042002 0.44 £0.02 0.65+0.03 0.45 +£0.02
(mm?) c: p>0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 g p<0.001
c: p>0.05 e: p<0.001 h: p=0.05
f: p<0.001 1: p>0.05
i p<0.001
IG 8.36:+£0.22 10.83+0.36 8.63+0.23 18.45 £0.52 13.17+0.32
(nm) a: p<0.001 b: p=0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.001 1 p<0.001
i: p<0.001
MA (.38 £ 0.01 0.40=0.01 039+0.01 0.54 £0.02 0.47=0.02
(mm?) c: p>0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 2 p<0.001
c: p>0.05 e: p<0.001 h: p<0.001
f: p<0.005 1: p<0.001
i: p<0.005
MG 8.65+£0.19 10.28 £0.38 932+0.23 11.65 £ 0.36 10.16+0.25
(nm) a: p<0.001 b: p>0.05 d: p<0.001 g p<0.001
c: p<0.05 e: p<0.001 h: p=0.05
f: p<0.001 1: p<0.05
i: p<0.001
DLI 1.50£0.13 1.67 +£0.12 1.46+0.17 2.19+0.28 1.76 £0.16
(mm) a: p<0.05 b: p=>0.05 d: p<0.001 £ p<0.005
c: p>0.05 e: p<0.001 h: p=0.05
f: p<0.001 1: p<0.05
i: p<0.001
IMR 0.96 +0.03 1.05 +0.02 0.93+0,02 1.59+0.04 1.30 £ 0.03
c: p<0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 g p<0.001
c: p<0.001 e: p<0.001 h: p<0.001
£ p<0.001 1 p<0.001
i: p<0.001
ITI 1.00 £ 0.03 1.08 +0.06 1.12£0.07 1.22£0.05 0.96 = 0.04
c: p>0.05 b: p=0.05 d: p<0.01 g p>0.05
c: p>0.05 e: p<0.05 h: p>0.05
f: p=>0.05 1: p<0.05
i: p<0.001
%LD 7.96+0.16 8.99+0.12 8.08+0.22 14.24 £0.36 12.03 £0.32
a: p<0.005 b: p=0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p<0.05 e: p<0.001 h: p<0.001
f p<0.001 1 p<0.001
i: p<0.001

K: Xontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Kolesterol grubu, KoltR: Kolesterol +
resveratrol grubu. a: K ve A’nm, b: K ve R’nin, c: A ve R’ nin, d: K ve Kol’iin, e: A ve Kol'iin, f: R ve
Kol'iin, g: K ve Kol#R'nin, h: A ve KolH+R’nin, 1 R ve KoHR’nin, i: Kol ve Kol+R'nin istatiksel
kargilastirilmasi.
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Sekil 4.11.1. Kontrol ve deney gruplarinin internal elastik lamina gevresi (IELC)
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Sekil 4.11.2. Kontrol ve deney gruplarinin intimal alanlari (IA)
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Kontrol ve deney gruplarnin intimal genislikleri (IG),

Sekil 4.11.3.

Kontrol ve deney gruplarinin medial alanlari (MA)
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Sekil 4.11.4.
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Sekil 4.11.5. Kontrol ve deney gruplarinin medial genislikleri (MG)
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Sekil 4.11.6. Kontrol ve dency gruplarinin limentintima gaplari (DLI)
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Sekil 4.11.7. Kontrol ve deney gruplarinin maksimal intimal kalinlik/ medyal
kalinliklart (IMR)
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Sekil 4.11.8. Kontrol ve deney gruplanmn intimal alan/medial alanlar1
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Sekil 4,11.9. Kontrol ve deney gruplarimn yiizde liimen daralmasi (%LD)

4.11.10. Ateroskleroz tiplemesi

Kontrol ve deney grularindan alinan damar &rneklerinin distal (abdominal),
proksimal (torakal) ve orta kisimlaruun morfolojik olarak incelenmesi sonucunda,
ateroskleroz tiplemesi yapilmus ve deZerler Tablo 4.11.2°de ve Sekil 4.11.10,
4.11.11, 4.1.12, 411.13 ve 4.11.14 ‘te gosterilmigtir. Kontrol grubunda
ateroskleroz her 3 kisimda da goriilmezken, Kol grubunda tip 2 ateroskleroz her 3
damar kismunda da gorillmiigtir. Kolesterolle beslenen sicanlara resveratrol
verilmesi her 3 kisimda da aterosklerozu azaltmig olmakla beraber, azaltic etki en
fazla orta kisimdan alinan drmeklerde belirlenmistir.

Tablo 4.11.2. Kontrol ve deney gruplarimin distal (abdominal), proksimal (torakal) ve orta
kaisimlarimn ateroskleroz tipleri, (Ortalama £ SEM})

Gruplar
K A R Kol Kol+R
DISTAL 0.00 +£0.00 0.50£0.15 0.25+0.13 1.50+£0.19 1.17+0.24
a: p<0.05 b: p=0.05 d: p<0.001 g: p<0.001
c: p>0.05 e: p<0.001 h: p=<0.01
f: p<0.001 1: p<.001
i: p>0.05
ORTA 0.33+0.14 0.75+0.25 042 £0Q.15 1.75+:0.22 0.75+0.28
c: p>0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 g p=0.05
c: p>0.05 e: p<0.001 h: p>0.05
f: p<0.001 1 p>0.05
i; p<0.005
PROKSIMAL | 0.17+0.11 0.67+£0.19 0.50+0.15 1.67+0.14 0.83£0.17
a: p<0.05 b: p>0.05 d: p<0.001 2: p<0.005
c: p>0.05 e: p<0.001 h: p=0.05
f: p<0.001 1 p=>0.05
i: p<0.001

K: Kontrol grubu, A: Etanol grubu, R: Resveratrol grubu, Kol: Xolesterol grubu, Kol+R: Kolesterol +
resveratrol grubu. a: K ve A’min, b: K ve R’nin , ¢: A ve R’ nin, d: K ve Kol’lin, e: A ve Kol’iin, f: R ve
Kol’iin, g2 K ve Kol+R'nin, h: A ve Kol+R’nin, 11 R ve Kol+R’nin, i: Kol ve Kol+R’nin istatiksel
karsilastirilmasa.
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Sekil 4.11.10. Kontrol grubu sican aortu H-E boyast ile gosterimi
(A, 40x bliylitme, B, 40x Verhoef doku boyas)

TR
e
L
v LS s Y

Sekil 4.11.11. Etanol grubu si¢an aortunda tip 1 ateroskleroz olusumunun H-E
boyast ile gésterimi. (A, 50x biiyiitme, B, 100x biiyiitme).
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Sekil 4.11.12. Resveratrol grubu sican aortunun H-E boyasi ile gosterimi. (A,
50x bityiitme, B, 100x bilyiitme).

Sekil 4.11.13. Kolesterol grubu sican aortunda tip 2 ateroskleroz
olusumunun H-E boyast ile goésterimi. (A, 40x
biiyiitme, B, 200x biiyiitme).

148



Sekil 4.11.14. Kol+Res Grubu si¢an aortunda tip 1 ateroskleroz
olusumunun H-E boyas1 ile gosterimi. (A, 40x
biiyiitme, B,200x biiyilitme).

4.11. Korelasyon Analizlerinin Sonuclari

Olgiilen parametreler arasinda korelasyon olup olmadigim arastirmak igin,
korelasyon analizleri yapilmigtir. Kontrol grubu, A, R, Kol ve Kol+R gruplarinin
kendi iglerinde korelasyon analizleri yapilmsgtr.

Trombosit parametreleri acisindan incelendiginde, kontrol grubunda bulunan
sicanlarda, CD40 diizeyi ile CD40L diizeyi (1=0.687, p<0.05) arasinda pozitif
korelasyon goézlenmistir. A grubunda CD40 diizeyt ile CD40L diizeyi (1=0.686,
p<0.05) ve P-selektin diizeyi (1=0.588, p<0.05) arasinda pozitif korelasyon
gbzlenmigtir. R grubunda CD40 diizeyi ile P-selektin diizeyi (r=0.572, p<0.05)
arasinda pozitif ve ROS diizeyi (r=-0.606, p<0.05) arasinda negatif korelasyon
gézlenmistir. Kol grubunda CD40L. diizeyi ile P-selektin diizeyi (1=0.772, p<0.05) ve
ROS diizeyi (r=0.281, p<0.05) arasinda pozitif korelasyon gozlenmistir. Kol+R
grubunda CD40 diizeyi ile CD40L diizeyi (r=0.743,p<0.005), P-selektin diizeyi
(r=0.695, p<0.05) arasinda pozitif ve ROS diizeyi (r=-0.606, p<0.05) arasinda negatif
korelasyon gozlenmistir.

Serum ve plazmada olgiilen parametreler agisindan incelendiginde, kontrol
grubunda bulunan siganlarda sCD40 diizeyi ile HDL-K (r=-0.662, p<0.01) arasinda
negatif korelasyon, IL-6 ile oxLDL (r=0.580, p<0.05) arasinda pozitif korelasyon,
PONI1 ile HDL-K arasinda (r=0.543, p<0.05) pozitif ve LDL-K arasinda (1=-0.673,
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p<0.01), TBARS ile oxLLDL arasinda (r=0.583, p<0.05) pozitif korelasyon ve LPA
ile NT arasinda (r=-0.655, p<0.05) negatif korelasyon gdzlenmistir. A grubunda
bulunan sicanlarda sCD40 diizeyi ile oxLDL (r=0.643, p<0.01) arasinda pozitif
korelasyon, IL-6 ile PF4 (r=0.600, p<0.05) ve LDL-C (r=0.534, p<0.05) arasinda
pozitif korelasyon ve NT ile (=-0.615, p<0.05) arasindanegatif korelasyon, TBARS
ile oxL.DL arasmnda (1=0.527, p<0.05) pozitif korelasyon ve NT ile PF4 arasinda (r=-
0.542, p<0.05) negatif korelasyon gdzlenmistir. R grubunda bulunan siganlarda
sCDA40 diizeyi ile PF4 (r=0.794, p<0.005) arasinda pozitif korelasyon, PON1 ile
LDL-K (r=-0.719, p<0.01) ve HyO; arasinda (r=-0.516, p<0.05) negatif korelasyon
ve NT ile TK arasinda (r=0.631, p<0.05) pozitif korelasyon gozlenmistir. Kol
grubunda bulunan siganlarda sCD40 diizeyi ile LDL-K (r=0.587, p<0.01) arasinda
pozitif korelasyon, IL-6 ile LDL-K (r=0.587, p<{0.05) arasinda pozitif korelasyon,
PONI1 aktivitesi ile PF4 dizeyi (r=0.685, p<0.05) pozitif korelasyon, TBARS ile
oxLDL (r=0.531, p<0.05) ve LPA (r=0.701, p<0.01) arasinda pozitif korelasyon ve
NT ile TK (r=0.690, p<0.05) ve oxLDL (r=0.581, p<0.05) arasinda pozitif
korelasyon gozlenmistir. Kol+R grubunda bulunan siganlarda IL-6 ile PF4 (r=-0.605,
p<0.05) arasinda negatif korelasyon, TBARS ile TK (1=0.636, p<0.05) arasinda
pozitif korelasyon ve NT ile HxO, (r=0.597, p<0.05) arasinda pozitif korelasyon
gozlenmistir.

Karaciger dokusundaki parametreler agisindan incelendiginde, kontrol
grubunda bulunan siganlarin G-6-PD aktivitesi ile GR aktivitesi arasinda (r=0.569,
p<0.05 ) pozitif korelasyon bulunurken, NO; diizeyleri arasinda (r=-0.636, p<0.05)
negatif korelasyon, SOD aktivitesi ile GSH diizeyi (r=0.575, p<0.05) ve GSH/GSSG
oram (r=0.544, p<0.01) arasinda pozitif korelasyon bulunurken, KAT aktivitesi
aktivitesi ile NO, diizeyi arasinda (r=0.781, p<0.005) pozitif korelasyon, NT diizeyi
ile GST aktivitesi arasinda (r=-0.636, p<0.05) negatif koreclasyon oldugu tespit
edilmistir. Kol grubunda GSH-Px aktivitesi ile GST aktivitesi (r=0.776, p<0.01) ve
AOP diizeyi (r=0.723, p<0.01) arasinda pozitif ve GSH/GSSG oram (r=-0.605,
p<0.05) arasinda negatif korelasyon goriilmiistiir. AOP diizeyi ile GSH-Px aktivitesi
(r=0.723, p<0.05), KAT (r=0.567, p<0.05) aktivitesi arasinda pozitif korelasyon NO;
ve (r=-0.657, p<0.05) TBARS (r=-0.593, p<0.05) diizeyi arasinda negatif koreclasyon
bulunmuigtur.Kol+R grubunda AOP diizeyi ile GST aktivitesi arasinda (r=0.585,
p<0.05), TBARS diizeyi ile GSH-Px aktivitesi (r=0.798, p<0.005) ve PK diizeyi
(r=0.617, p<0.05) arasinda pozitif, GR (r=-0.541,p<0.05) ve GST (r=-0.691,p<0.05)
aktiviteleri arasinda negaif korelasyon oldugu tespit edilmistir.
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TARTISMA

Gelismis iilkelerde 6liim nedenleri arasinda birinci siralarda bulunan
ateroskleroz ile ilgili epidemiyolojik arastirmalarda en Onemli risk faktdrii olarak
bilinen hiperkolesteroleminin sarapta bulunan flavanoitlerle kontrol altma
almabilecegi kamtlanmistir (278). Bu dogrultuda resveratrolin  deneysel
hiperkolesterolemi iizerine ctkinligi rat modeli kullamlarak incelendi. Insanlardaki
lipoprotein profiline benzerligi bilinen bu hayvan tiriinde kolesterol orani yiiksek
diyetlerin, LDL-K artis1 ile karakterize hizlt bir hiperkolesterolemiye neden oldugu
bildirilmistir (279). Bu ¢alismada, % 5 oraninda kolesterol igeren yemlerle beslenen
deney gruplarinin lipoprotein diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandifinda, yemlerin
verilmesinden kisa bir siire sonra (yaklasik 4 hafta) plazma kolesterol diizeyinde artis
nedeniyle hiperkolesteroleminin gekillendigi saptandi. Yemlerle kolesterol verilen
gruplarda 3. haftadan itibaren serum kolesterol diizeyinin istatistiksel yonden artig,
total kolesteroliin en onemli fraksiyonunu olusturan ve perifer dokulara % 60-75
oraninda taginmasini saglayan LDL-K artigindan kaynaklanmaktadir (280).

Bizim bulgulartmiza gére, 2 ay 20 giinlik deney siiresi iginde kontrol
grubunu olusturan siganlarin genel goriiniim ve davramslannda herhangi bir farklilik
ve gbze garpan bir degisiklik gdzlenmemistir. Kontrollere gore, kolesterolle beslenen
sicanlarin  hareketlerinde bir degisiklik olmazken, daha hizhi kilo aldiklar
gorilmiistiir.

Bu aragtirmanin sonuglarina gdre, intraperitonel (IP) etanol veya resveratrol
verilmesi sonucunda yem tiiketimlerinde herhangi bir degisiklige rastlanmadigi
halde, kolesterolle beslenen siganlarin giinliik yem titkketimlerinde kontrollerine gore
artma meydana gelmistir. Kolesterol ve Kol+R gruplan arasinda yem tiiketimleri
agisindan fark gorulmemistir. Kasdallah-Grisha ve arkadaglan (281) 6 hafta siireyle
IP etanol verilen ratlarn viicut aguliklaninda azalma gormekle birlikte, bizim
bulgulanimizi destekler bicimde resveratrol verilen ratlann vucut agirliklarinda
kontrollere gére degisiklik gérmemislerdir. Diger yandan, kolesterol ve resveratrolle
beslenen ratlarla ilgili bizim c¢aligmanmuza benzer rat calismasina literatiirde
rastlanamamstir. Kolesterolle beslenmenin sonucunda yem tiiketiminin artmasinmin
nedeni, hayvanlann viicut agirh§mn artmasina bagl olarak daha ¢ok yemeye ihtiyag
duymalar olabilir.

Kontrol ve deney gruplarimn tiiminde giinlik su tiketimleri Sl¢tilmiigtiir.
Kolesterolle beslenen gruplarin su tiketimleri kontrollere gbre anlamli diizeyde
artmigtir. Kol ve Kol+R gruplan kiyaslandiginda, su tiiketimi bakimindan aralarinda
bir farkhilik olmadigr gérilmiistiir. Kolesterolle beslenme ile birlikte su tiketiminin
artmasi, yem tilketiminin artmasina bagh gelisen bir artig seklinde yorumlanabilir, Su
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tiketimi ile ilgili bulgulanmizi kiyaslayabilecegimiz herhangi bir arastirmaya
literatiir taramasi sirasinda rastlanamamastir,

Deney siiresince, tim gruplardaki siganlarin viicut agirhk degisimleri
kaydedilmigtir. Tiim hayvanlarin deney sonundaki agirliklar1 deney baslangicina
oranla artmustir. Bu artis 2 ay 20 giin siireyle hayvanlarin biiylimesine baglidir.
Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin son agirliklan arasindaki farklara gbre yapilan
istatiksel analiz sonucunda, kontrol, A ve R gruplarinda bulunan hayvanlar arasinda
anlamli derecede farklilik bulunmamustir. Kolesterolle beslenen sicanlarin viicut
agirliklari deney sonunda kontrollere gére anlamli derecede artarken, Kol+R
grubundaki si¢anlarin vicut agirliklan Kol grubuna gére anlamli derecede azalmustir.
Kolesterolle 2 ay beslendikten sonra 20 giin siireyle intraperitoneal resveratrol
verilen sigan grubunun viicut agurhigit A ve R gruplan ile karsilagtinldifinda,
herbangi bir farkhilik saptanmamgtir. Sadece kontrollere gére viicut agirhklaninn
arttifi  goriilmiigtiir.  Yokogoshi ve arkadaglan (282) vyapmus oldugu
hiperkolesterolemi modelinde, Wistar sicanlarina %1 kolesterol vermigler ve 14
glinlilk kolesterolle besleme sonunda viicut agirlg ve yem tilketiminde degisiklik
gérmemislerdir. Bu sonuglar, bizim sonuglarimizla uyumlu degildir. Agirlik artiginin
nedeni, siganlarin kolesterollii yemin tadin1 daha yenebilir bulmasindan veya enerji
ihtiyaglarinin artmis olmasindan kaynaklanabilir.

Daha 6nceki ¢caligmalarda atherosklerozlu hastalarda aktive endotel hiicreler,
16kositler ve diiz kas hiicreleri ve trombojenik yolaklanin aktive oldugu belirtilmistir
(283). Geri doniislimlii olarak aktive trombositler inflamatuar yolaklan tetikler (284).
CD40L-CD40 sinyal yolagi prokoagilasyonu indilkler ve plak riiptiring ve
trombozu hizlandirir (285). Hiperkolesterolemili insanlarda yapilan caligmalarda,
platelet aktivasyonunun arttift ve trombosit membranmna baglh P-selektin ve CD40L
(158) ekspresyonlarmin artti1 belirtilmigtir. Hiperkolesterolemili hastalarda monosit
CD40 ckspresyonunun artifi belirtilmis olmakla beraber, CD40 ekspresyonununu
inceleyen bir ¢aligmaya literatiirde rastlanamamistir. Aym sekilde, literatiirde etanol
veya resveratrol uygulanmasina bagli in-vivo veya in-vitro trombosit CD40 ve
CD40L ekspresyonu diizeyi ile ilgili bir ¢alismaya rastlanamamigtir. Biz bu
caligmada, kontrol ratlarina kiyasla etanol ve kolesterol verilen siganlarin
trombositlerinde CD40 ekspresyonunun yiiksek oldugunu goézlemledik. Trombosit
CD40-CD40L ekspresyonunu gosteren bagka bir ¢alismaya rastlanamadifi igin,
bulgulannniz1 bagka c¢alismalarla kiyaslayamadik. Alkol ve kolesterol verilen
gruplarda trombosit aktivasyonunun arttifini ve bunun CD40-CD40L sinyal
yolaklar iizerinden olabilecegi sGylenebilir.

P-selektin (CD62p) istirahat halindeki trombositlerin alfa-graniillerinde depo
edilir ve c¢esitli stimulatdrlerin varlifinda hzli bir bicimde plazma membranina
transloke olur. Trombosit CD62p molekiilii, trombosit adhezyon, agregasyon ve
trombosit ndtrofil etkilesiminden sorumludur ve bu nedenle miyokart enfarktiisiinde
onemli rol oynar (286). Kontrol grubu ile kiyaslandif zaman, intraperitonal ctanol
verilen sicanlarda CD62p ekspresyonu hem ylizde hem MFI olarak artig gdstermistir.
Serebruany ve arkadaglart (287) orta derecede alkol kullanan yetiskin bireylerde
CD62p ekspresyonunun azaldigim belirtitken, Y.Chen ve arkadaslar1 (288)
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C57BL/6N farelerine 2 hafta ctanol vermis ve trombosit CD62p ekspresyonunun
arttifinn  bulmuslardir. Cahismamizda, resveratrol verilen grupta CD62p
ekspresyonunun hem kontrol hem de alkol grubuna g6re azaldifim bulduk.
Literatiirde resveratrol uygulanan ve trombosit CDG62p ekspresyonunu 6l¢en bagka
bir caligmaya rastlayamadik. Bizim bulgumuza goére, resveratroliin trombosit
aktivasyonunu CD62p yolagi tUzerinden inhibe etmis olabilecefi sGylenebilir.
Hiperkolesterolemide hem trombosit hem endotel hiicrelerinde bulunan P-selektin
ekspresyonu arttigh bildirilmistir (289). Biz bu c¢alismada, kolesterollii yemle
beslenen si¢aniarda CD62p ekspresyonunun hem yiizde hem de MFI olarak arttigim
gozlemledik. Literatir taramasinda sicanlarla yapilan benzer bir c¢aligmaya
rastlamamis olmakla beraber, insan (290) ve fare (289) ile yapilmis olan ¢alismalar
mevcuttur. Bu calismalarda, artan hiperkolesterolemiye bagli olarak trombosit
CD62p ekspresyonunun arttig belirtilmistir. Trombosit CD62p ekspresyonunun artig
mekanizmalart  bilinmemekle birlikte CD62p diizeyinin artti@  gorilmiistiir.
Plazmada trombosit aktive edici agonistlerin miktarimin artisi, kollajene bagli kontak
aktivasyon ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) miktanmin artmasi, trombosit
aktivasyonundaki artigt agiklayan mekanizmalar arasinda sayilabilir (289).
Kolesterolle beslenen siganlara resveratrol verildiginde trombosit CD62p
ekspresyonunun kontrol ve resveratrol grubunda bulunan siganlara goére arttigc
goriiliirken, sadece kolesterolle beslenen grubuna gére CD62p aracihkli trombosit
aktivasyonunun azaldig goriildii. Literatiirde resveratrol verilen hiperkolesterolemik
insan veya deney hayvanlarinda trombosit CD62p ekspresyonu olciilen ¢alismaya
rastlanamamstir. Hiperkolesterolemik ve alkol verilen hayvanlardaki artmis oksidan
stresin tetikledigi trombosit aktivasyonunu, resveratoliin azalttifim diiglinmekteyiz.
Bu hipotezi desteklemek igin flow sitometrisinde trombosit ROS diizeyi
incelenmistir. Sonugta, etanol ve kolesterol verilen sigan guruplarinda trombosit ROS
diizeylerinin artt1fi goriillmiistiir. Literatiirde calismamizla kiryaslayabilecegimiz
etanol maruziyeti, hiperkolesterolemi veya resveratrol tedavisine bagli trombosit
ROS diizeyinin Ol¢iildiigi bagka bir ¢aligmaya rastlanamamustir. Tim gruplarda
yapilan korelasyon analizi sonucunda, trombosit ROS diizeyi ile CD40, CD40L ve
CD62p ekspresyonlan arasinda pozitif korelasyon goriilmiigtir. Bu nedenle,
bulgularimiz dogrultusunda alkol ve kolesteroliln trombositlerdeki ROS miktarim
artirdifimi  ve CD40-CD40L ve CD62p vyolaklarini etkileyerek trombosit
aktivasyonunu tetikledigini diigiinmekteyiz.

Dolagimda solubl formda bulunan CD40 (sCD40), membrana bagh bulunan
CD40 (mCD40) formundan koken alir. sCD40 fizyolojik sartlarda olusabilen
fonksiyonel bir mCD40/CD40L interaksiyon antagonistidir (291). Her ne kadar
sCD40 iiretim mekanizmasi ve immun cevaptaki konsantrasyonlar1 bilinmiyorsa da,
bir ¢ok hastalikta onemli bir markir olacagi belirtilmektedir (292). Bu c¢alismada
etanol, resveratrol, kolesterol ve kolesteroltresveratrol verilen siganlarin plazma
sCD40 diizeyinin kontrollere gbre daha yitksek oldugunu bulduk. Literatiirde etanol,
resveratrol ve kolesterol-+resveratrol uygulanmasinin sCD40 {izerine etkisini dlgen ve
sonuglarimizla kiyaslayabilecegimiz in-vivo veya in-vitro caltsmaya ulagilamanmgtir.
Hiperkolesterolemili hastalarda plazma sCD40 dizeylerinin artti@t gosterilmistir
(293). Tim gruplarda yapilan korelasyon analizi sonucu, bize plazma sCD40 ile
trombosit CD40 ekspresyonu arasmda pozitif korelasyon oldugunu géstermistir. Bu
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nedenle, plazmada sCD40 artiginin nedeni trombositlerdeki mCD40 kaynakli
olabilir.

Proinflamatuar bir sitokin olan interldkin-6 (IL-6) inflamatuvar cevaba
aracilik eder ve kardiyovaskiiler hastaliklarla birlikte plazma kolesterol ve
lipoprotein diizeylerindeki degisiklikierden sorumludur (294). Bunlara ilaveten, IL-6,
akut faz cevapta diizenleyici olan primer sitokindir ve diger endotelyal ve koagiilan
faktorleri etkiler, lipit ve lipoprotein metabolizmasinda degisikler meydana getirerek
pro-aterojenik degisiklikleri indiikler (295). Bu ¢aligmada, kolesterollii yemle
beslenen ve kolesterol+resveratrol uygulanan ratlarda X, A ve R gruplarina gore
plazma IL-6 diizeyinin arttigimm gozledik. Literatlir taramasinda ¢aligmamiza benzer
sigan gruplarinda plazma IL-6 diizeyi dlgiimd ile ilgili bir ¢aligmaya rastlayamadik.
Hiperkolesterolemik insan (296) ve tavsan (297) plazmasinda IL-6 diizeyinin
kontrollere gére arttifimu bildiren c¢aligmalar vardwr. IL-6 diizeyindeki bu artis
hiperkolesterolemiye baglh olarak goriilen non-fizyolojik olaylar karsisinda IL-6’nin
diizenleyici olarak gorev yapiyor olmasi olabilir. Resveratrol uygulanmasi
hiperkolesterolemiyi azalttif1 i¢in, IL-6 diizeyleri Kol+R grubunda daha disik
bulunmus olabilir.

Platelet fakdr 4 (PF4) trombosit alfa graniillerinde bulunan bir proteindir. C-
X-C kemokin ailesine ait bir kemokindir ve fizyolojik fonksiyonu heniiz
bilinmemektedir. Ilk yillarda PF4’{in olas1 trombosit fonksiyontarim prokoagiilasyon
yoniinde ¢aligmalar olsa da, son yillardaki ¢aligmalar angiogenesis ve hematopoiesis
inhibisyonun, nétrophil adhezyonunun ve aktivasyonunun artmasi, oxLDL’nin LDL
reseptdriine baglanmas1 ve antikoagiillan bir protein olan aktive protein C’nin
stimiilasyonu yoniindedir. Bu calismada A, R, Kol ve Kol+R gruplarinin PF4
diizeyinin kontrollere gbre arttigini bulduk. Literatiirde benzer bir sigan ¢alismasi
yoktur. Etanol veya resveratrol uygulanmasina baglh PF4 degisikligini inceleyen in
vivo veya in-vitro bir ¢aligmaya da rastlanmadig igin, herhangi bir kiyaslama
yapamadik. Qureshi AA ve arkadasglann (298) kalitsal hiperlipidemisi olan
domuzlarda PF4 diizeyinin diistigiiniit bulmuslardir ve PF4 iin trombosit
aktivasyonuna karst koruyucu oldugunu belirtmiglerdir. Bizim bulgularimiz,
plazmadaki PF4 diizeyinin kan kolesteroliiniin artisina baglh olarak artabilecegi
yoniindedir.

Hiperkolesterolemiye genellikle oxLDL eslik eder. Antioksidan bir
lipoprotein olan HDL, oxLDL olusumunu azaltir. Bu etkisi HDL iizerinde bulunan
ve antioksidan bir enzim olan paraoksonaz-l (PON1) aktivitesinden
kaynaklanmaktadir. Oksidasyon ile ortaya ¢ikan sitiperoksit radikallerin, damar
endotelyumunda birikerek makrofajlardan képiik hiicre olugumuna ve atherosklerotik
plak sekillenmesine neden oldugu bildirilmektedir (299). Bu calismada, % 5
oraminda kolesterol verilen gruplarda deneysel hiperkolesterolemi gelistirildi. Kol +R
grubunda ise plazmadaki lipit degerlerinin onemli diizeyde diistiigli g6rillmiigtiir.
Penumathsa SV ve arkadaglar1 (299) hipokolesterolemik ratlarda resveratroliin tek
bagina veya statinle beraber kolesterolii dlislirdiiglinii belirtmislerdir. Resvaratroliin
kolesterol diigliriicii etki mekanizmas: heniliz bilinmemektedir. Kolesterolle 8§ hafta
beslenen sicanlarm karaciger kolesteroliiniin 10 kata kadar arttig bildirilmistir (299).
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Goklu doymamus yag asitlerinin diizeyindeki artisga bagh olarak Kkaraciger
dokusunda lipid peroksidasyonu artmaktadir. Lipid peroksidasyonun olusumu,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) aerobik metabolizma sirasinda iiretimi ile
gergeklesir. ROS antioksidan sistem tarafindan zamaninda uzaklagtinlamazsa,
hiicreler makromeolekiillerin harabiyeti ve anormal fonksiyonlara sebep olan oksidatif
stresle karsi karsiya kalwlar. PONI, LDL oksidasyonunu engeller ve
hiperkolesterolemik fare modellerinde PON1 aktivitesi ile LDL oksidasyonu
arasinda negatif bir iliski oldugu gosterilmistir. Bunun yam sira, oxLDL yiiksek
oldugu durumlarda PON1 aktivitesi diiser. Bu nedenle oxLDL ve HDL birbirinin
antagonistidir. Bu ¢aligmada, hiperkolesterolemiye bagli olarak serum TK, LDL ve
oxLDL diizeyleri kolesterolle beslenen siganlarda yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar,
literatirdeki  benzer  hiperkolesterolemik  sigan  modellerinin = bulgularnim
desteklemektedir (300). Resveratrol uygulanmasina bagl olarak PONI1 aktivitesi
kontrol siganlarina goére azalirken, kolesterolle beslenen siganlara resveratrol
uygulanmast PON1 aktivitesini daha da diiglirmiistiir. Bunlara ilaveten, resveratrol
uygulanan siganlarda oxLDL diiserken kolesterol verilen siganlara resveratrol
verildiginde oxL.DL dizeyi Kol grubuna gore azalmis ve HDL-K diizeyi artmustir.
Hiperkolesterolemik insan veya hayvanlarda resveratrolin lipidler veya oxLDL
tzerine etkisini bildiren bir ¢aligsmaya rastlanamamustir. Resveratrol etkisiyle PON-1
gen ekspresyonunun ve aktivitesinin arttifi belirtilmis olmakla birlikte, bizim
gahsmamz bu bulguyu desteklememektedir. Bunun nedeni, resveratrol ¢oziiciisil
olarak kullanilan etanol olabilir. Etanol uygulanan sicanlarda PON1 aktivitesinin ve
HDL-K diizeyinin azaldifi ve LDL-K ve oxLDL’nin arttifim gozlemledik. Son
yillarda yapilan aragtirmalar, kolesterol yoniinden zengin diyetlerin LDL
oksidasyonunu ve trombosit aktivasyonunu arttirdigi saptanmastir (280). Rao Mn ve
arkadaslar: (301) yiiksek miktarda alkol kulamminin PON1 aktivitesini diistirdiigii ve
oxLDL diizeyini arttirdigi bildirilmektedir. Bizim bulgularimiz si¢anlardan elde
edilmis olmasina ragmen, insan bulgusuna dayanan bu bulguyu desteklemektedir.

Reaktif oksijen tlirlerinin neden oldugu hiicresel stres atheroskleroz
sebeblerinden biridir. Hidrojen peroksit (H,O,), hiicrelerdeki baglica ROS’tur (302).
Son yillarda yapilan calismalarda, H;O;’nin rejeneratif hiicrelerin replikatif
kapasitesi, apoptoz ve gen ekspresyonu igin gerekli bir sinyal oldugu belirtilmigtir
(303). Kontrol grubuna kiyasla A, R, Kol ve Kol+R gruplartmin serum H,O,
duzeyleri daha yliksektir. Literatlir taramasi sirasinda resveratrol uygulanan insan
veya deney hayvamnda serum H,O, diizeyini dlgen bir calismaya rastlanamamistir.
Resveratroliin H;O, diizeyini arttiricr etkisi etnaole bagli olabilir. Resveratrol alkol
iginde ¢ozilerek verilmistir ve alkol grubunda H,O, diizeyinin arttifimi bulduk.
Bunun yanisira, R grubunun karaciger siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde artis,
katalaz (KAT) aktivitesinde azalma gordiik. SOD etkisiyle artan H,O,, KAT
aktivitesi azaldig igin birikmig olabilir. Sonug olarak, resveratrol alkoliin arttirdig:
H,O, diizeyini arttirmig olmakla birlikte kontrol seviyesine diigiirememistir.
Literatirde H,0, dlzeyinin 6lgildiigli hiperkolesterolemik rat c¢aligmasina
rastlanamamigtir. Hiperkolesterolemiye baglh olarak ortamda arttifn belirtilen
ROS’lardan biri olan H,O, miktar1 oksidan hasann artmasina bagh olarak artmis
olabilir. Diger yandan, Kol grubu sican karacigerlerinde GSH-Px ve KAT
aktiviteslerinde azalma gdriillmiistiir,. GSH-Px ve KAT, H,O; yvi suya doniistiiren
enzimlerdir ve aktivitesindeki almaya bagli olarak serum H,0O, diizeyinin arttif
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diistinilmektedir. Kolesterol+R grubu sicanlanin H;O; diizeyleri R grubundan daha

yiiksek ve Kol grubundan daha diigiik oldugu gézlenmistir. Literatiirde ¢alismarmizi
kiyaslayacagimiz bir caligmaya rastlanamamstir. Her ne kadar resveratrol
kolesteroliin H,O, diizeylerini arttirict etkisini azaltmigsa da R grubu diizeyine kadar
diigiirememisgtir.

Lizofosfatidik asit (LPA), ateroskleroz patogenezinde aktivite gdsteren bir
fosfolipiddir (172) ve oxLDL’nin yapisinda bulunmaktadir, Trombosit, monosit,
makrofaj ve endotel hiicreleri aktive eder ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonuna ve
farkhlasmasina neden olur (15, 304). Bu ¢alismada, Kol ve Kol+R grubu si¢an
serumlarinda LPA diizeylerinin kontrollere gére daha yiiksek oldugu gériilirken
Kol+R grubunun LPA diizeyi Kol grubundan daha diisiik bulunmustur. Tokomura ve
arkadaglan  (172), %1 kolesterolle besledikleri tavsanlarda yiksek LPA
konsantrasyonlar: saptamiglardir. Her ne kadar bizim ¢alismamiz si¢anlarda yapilmig
olsa da, Tokomura ve arkadaglarimin calismasim desteklemektedir. Lizofosfatidik
asit, oxLDL’nin yapisinda bulunmaktadir ve Kol ve Kol+R gruplarinda LPA ve
oxILDL dizeyleri arasinda pozitif korelasyon mevcuttur. Serumda artan LPA miktan
oxLDL artigina bagl olabilir. Hiperkolesterolemik sicanlara resveratrol uygulanmast
oxLDL miktarii digtirtircken, LPA diizeyinde de azalmaya neden oldugu
gorilmiistiir. Kolesterol+R grubu sigan serum LPA’lanndaki bu azalmammn, hem
LDL hem de oxLLDL miktarindaki azalmaya bagl oldugu diigtiniilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerindeki artis, antioksidan savunma sistemini ve
detoksifikasyon mekanizmalarim harekete gegirir. Bo6ylece antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma veya artma seklinde degisiklikler meydana gelebilir. Serbest
radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldiracak bazi enzimler bulunmaktadir.
Bunlarin en onemlileri, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PD), siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (158), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR) ve
glutatyon-S-transferazdir (305).

G-6-PD, hiicresel detoksifikasyon i¢in kilit bir enzimdir (306). Bizim
¢alismamizin sonuglarina gore, G-6-PD aktivitesi A ve Kol gruplarinda artarken,
Kol+R grubunda azalmusgtir. A ve Kol gruplarindaki artis ROS {iretiminin artigina
baglt G-6-PD aktivitesini indiiklemesinden kaynaklanabilir. Ciinkii, ROS, G-6-PD
aktivitesini indiikleyererek hiicresel homeostazi saflamakta ve hiicresel GSH
diizeylerini arttirmaktadirlar. Bunun yamsira, hiperkolesterolemiye bagli olusan
GSSG diizeyinde meydana gelen artisi engellemek igin, G-6-PD enzim aktivitesinde
artma meydana gelmis olabilir (307).

Stiperoksit dismutaz (SOD), siliperoksit anyon radikallerinin hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene dontiglimiinit katalizler (308). Kontrollere gore, resveratrol
grubunun SOD aktivitesi artarken, Kol+R grubundaki sigcanlarin SOD aktivitesi
azalmugtir. Literatirde resveratroliin karaciger SOD aktivitesindeki degisiklikler
bildirilmemistir. Bu nedenle bir kiyaslama yapamamaktayiz. Resveratrol, enzimin
aktif merkezini etkileyerek aktiviteyt arttiriyor olabilir. Oksidan stres SOD
aktivitesini azaltmaktadir. Her ne kadar hiperkolesterolemiye oksidan stresin eslik
ettigi disiiniilse de, kolesterolle beslenmenin karaciger SOD aktivitesini arttirdigim
bildiren arastirmalar da vardir (309). Bu c¢aligmada, Kol+R grubunda bulunan
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sicanlarin serum hidrojen peroksit diizeylerini kontrol grubuna goére yikksek bulduk.

Kol ve Kol+R grubunda bulunan siganlarin SOD aktivitesinde meydana gelen
azalma, ortamda agir1 miktarda olusan hidrojen peroksitin Cu, Zn-SOD aktivitesini
inhibe etmesinden kaynaklanabilir (310).

Katalaz (KAT), hidrojen peroksidin suya indirgenmesini saglayan bir
enzimdir (311). Bizim ¢aligmamizda A, R ve Kol grubunda bulunan siganlarn
karacifer KAT aktivitesi kontrol gruplarina gére 6nemli derecede azalmistir. Bu
gruplarin KAT aktivitesinin azalmasi, bu enzimin substrati olan H,0,
konsantrasyonun  artmasindan  dolayr  olusan  substrat  inhibisyonundan
kaynaklanabilir. Clinkii, A, R ve Kol gruplaninda serum H,0, diizeyleri artarken,
H>O0; olusumunu saglayan SOD aktivitesi Kol+R grubunda azalmistir. Kol+R
grubundaki KAT aktivitesinin Kol grubuna kiyasla artis gostermesinin nedeni,
yitksek konsantrasyonlarda olusan H,O,’in ortamdan uzaklagtirilmaya caligiliyor
olmas:1 olabilir (312). Kol gruplarindak, KAT aktivitelerindeki azalmanin nedeni
ortamda artan H,O, nedeniyle enzim substrat inhibisyonuna ugramasi olabilir (311).
Literatiirde hiperkolesteroleminin KAT aktivitesini distrdiigi belirtilmis olmakla
birlikte, etanol veya resveratrol uygulanmasimin karacifer KAT aktivitesine etkisini
inceleyen ve bulgularimzi kiyaslayabilecegimiz bir ¢alismaya rastlayamadik.
Hiperkoletserolemi ile artan ROS triinleri KAT aktivitesi azaltmis olabilir.

GSH-Px, hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitleri suya ve alkollere
indirgemekte ve hidrojen peroksidin @ diigitkk konsantrasyonlarinda aktivite
kazanmaktadir (313). Alkol grubu siganlanin GSH-Px aktivitesinde azalma meydana
gelmistir. Bu grupta GSH-Px aktivitesinin diisiik olmasimin nedeni, bu enzimin
substrati olan GSH konsantrasyonunun diigilk olmasindan veya konsantrasyonu artan
GSSG’nin (314) GSH-Px aktivitesini inhibe etmesinden kaynaklanabilir. Yiksek
hidrojen peroksit konsantrasyonlarina sahip A, Kol ve Kol+R gruplarinda GSH-Px
aktivitesinde azalma meydana geldigi sonucu ile bizim bulgularimiz birbirini
desteklemektedir (315). A, R ve Kol gruplarinda, yiikksek miktarda iiretilmis olan
hidrojen peroksit KAT aktiviteleri diisiik oldugu i¢in tamamen uzaklastirtlamarnistir,
Alkol verilmesi nedeniyle GSH-Px aktivitesinin de diistligii gdriiliirken, resveratrol
verilmesi GSH-Px aktivitesini kontrol diizeyine getirebilmistir. Kolesterol verilmesi
hem KAT hem de GSH-Px aktivitelerini azaltarak, ortamda hidrojen peroksit
miktarinin artmasma neden olmustur. Kolesterclle beslenen sicanlara resveratrol
verilmesi GSH-Px aktivitesini arttirirken, oksidan stresin etkisini azalmaya
galismaktadir. Kol grubunda GSH-Px aktivitesindeki azalmanin nedeni oksidan
stresin artmast ve GSH-Px enziminin bir diger substrati olan organik
hidroperoksitlerin artmas: nedeniyle inhibe olmasina bagl olabilir (316).

Hiicresel detoksifikasyon sisteminin major bir komponenti olan GST, bir
¢ok reaktif bilesifin biotransformasyonunda rol oynar (317). Resveratrol ve
kolesterol grubu siganlarin karaciger GST aktivitesinde artiy gbzlenmigtir. Yen ve
arkadaglart (318) insan lenfositlerinde, GST aktivitesinin resveratroliin etkisiyle
arthgmi belirtmislerdir. Bizim c¢alismamiz sican karacifer dokusunda yapilmag
olmasina ragmen, Yen ve arkadaslarimin caligmasini desteklemektedir. Kolesterolle
beslenme sonucu GST aktivitesi kontrol grubuna gdre artarken, Kol+R grubunun

157



GST aktivitesi Kol grubuna goére daha disiiktiir. Kolesterol grubunun GSH-Px
aktivitesinde meydana gelen azalmamin, GST’nin aktivitesini arttirarak GSH-Px
gibi davranmasindan kaynaklanabilecegini soylemek miimkiindir. Ciinkii son
yillarda yapilan calismalarda, GST selenyuma bagimli olmayan GSH-Px gibi
tamimlanmis ve GSH-Px’in aktivitesinin yetersiz oldugu durumlarda GSH-Px gibi
aktivite gdsterdigi belirtilmigtir (317). Kol+R grubunun GST aktivitesi ve kontrol
grubu GST aktivitesi arasinda anlamli bir fark yoktur. Bu caligmadan elde edilen
bulgulara gore, kolesterol etkisiyle artan GST aktivitesinin, resveratrol etkisiyle
tekrar bazal diizeye getirildigi sdylenebilir.

GSH, protein tiyollerin indirgenmis seklinin saglanmasim destekleyerek
dogrudan bir antioksidan etki gosterir (319). GSH, organizmada en c¢ok bulunan
antioksidanlardan birisidir. Organik hidroperoksitler hiicre i¢gi GSH’1n okside forma
doniismesi ile zararsiz hale gelirler (241). Bu caligmanin sonuglarina gore, 20 giin
stireyle ip etanol ve resveratrol verilmesi sonucunda, kontrol gruplarina gore GSH
diizeylerinde dnemli derecede azalma meydana gelmigtir. GSH diizeyindeki azalma
GSH ile iligkili olan GSH-Px ve GR enzim aktiviteleriyle ilgili olabilir. Ciinkli, GSH
bu enzimlerin substratidir. Alkol verilmesi GSH-Px ve GR aktivitelerini diisiiriirken,
alkol i¢inde verilen resveratrol, alkoliin etkisiyle azalan GSH-Px diizeyini kontrol
seviyesine yilkseltirken GR aktivitesini kontrol diizeyinin de {izerine ¢ikararak, alkol
nedeniyle azalan GSH diizeyini arttirmus ama kontrol seviyesine getirememistir.
Kolesterolle beslenen sican grubunda GSH miktann kontrollere gére artarken,
kolesteolle beslenen scganlara resveratrol verilmesi GSH diizeyini kontrol grubunun
da altina diigtirmiigtiir. Kolesterol grubunda GR aktivitesinin en yiiksek oldugunu
bulduk. Yiiksek miktarda olusan GSSG, artmig GR aktivitesi ile GSH dilzeyinde
artiga neden olmus olabilir. Bulgularimiz kolesterolle beslenen sigan karacigerinde
ortamdaki ROS miktarindaki artiga paralel olarak, detoksifikasyon igin gerekli olan
GSH biyosentezinin arttigim ve degredasyonunun azaldigimi gdstermektedir. Diger
yandan, Kol+R grubunda GSH diizeyleri, kontrol GSH diizeyine olduk¢a yakindir,
Kol+R grubundaki GSH dizeylerinin azalmasimn nedeni, hiperkolesterolemi
sirasinda karaciferde meydana gelen ROS iiriinlerinin detoksifikasyonu esnasinda
GST ve GSH-Px enzimlerinin substrat olarak GSH’1t kullanmasidir (320).
Resveratrol etkisiyle, kolesterolle beslenen ratlarda ROS diizeyleri diistiigii i¢in
GSH’e duyulan ihtiyac da azalmaktadir.

GSSG, GSH-Px enziminin hidrojen vericisi olan GSH’t kullanarak
hidroperoksitleri indirgenmesiyle meydana gelmektedir (321). Yirmi giin stireyle IP
etanol veya resveratrol verilmesi sonucunda GSSG diizeyi artmugtir. Kolesterolle
beslenme sonucunda artan GSH a paralel olarak GSSG diizeyleri de artarken,
kolesterollii yemle beslenmenin ardindan 20 giin ip resveratrol verilmesi sonucunda
GSSG diizeyinin Kol grubuna gore azaldign goriilmiistiir. Genel olarak GSSG
diizeyleri degerlendirildiginde, GSSG miktannda artig goriilen A ve R gruplarinda,
GSH' diizeylerinin azaldigi dikkati ¢ekmektedir. Bu bulgu, GSH sentezinin ilk
basamaginda gérev alan y-glutamil-sistein sentetazin GSSG tarafindan inhibe
edilerek, GSH {iretimini engelledigini (322) desteklemektedir. Ozellikle kolesterolle
beslenmenin GSSG diizeyini daha fazla etkiledigi goériilmektedir. Kolesterolle
beslenme sonucu artan GSSG, GSSG’nin indirgenmesini saglayan glutatyon
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rediiktazin aktivitesini arttirmis olabilir. Artan GR aktivitesi, NADPH’in NADP’ye
yiikseltgenmesi ile ortamda artan konsantrasyonu NADP’nin tekrar NADPH’a
doniisiimiinii katalizleyen G-6-PD aktivitesi de artmistir. Kolesterolle beslenme
sonucu ortamda olusan ROS diizeyini kompanse etmek icin GSH ve dolayisiyla
GSSG diizeyleri artmis olabilir.

GSH/GSSG oram1 hiicresel redoks potansiyelinin gostergesi olarak
kullamlmaktadir (323). A, R ve Kol gruplarinda kontrol grubuna gére GSH/GSSG
oraninda meydana gelen azalma, siganlarin antioksidan savunmalarimn azalms
oldugunun gostergesi olarak karsumiza ¢ikmaktadir. Oksidan hasar sirasinda GSSG
diizeylerinde meydana gelen artma, GSH diizeyinde ve GR aktivitesinin artig ile
kompanse olamamustir ve GSH/ GSSG oram1 dismistir (323). Artan GSSG
konsantrasyonlar: fiziksel egzersizde, ileri yaslarda, soguk ve sicaga maruz kalmada,
diyabette, kardiyovaskuler hastaliklarda, kanser ve kronik hastaliklarda
gorlilmektedir (323).

A, R, Kol ve Kol+R gruplarmin serum ve karacifer TBARS diizeylerinde
kontrollere gore artis meydana gelmistir. Yani etanol ve resveratrol verilmesi ve
kolesterolle beslenme, sican karacierlerinde lipid peroksidasyonunu arttirmigtir.
Kasdallah-grissa ve arkadaglar (324) yaptiklart bir calismada %35°lik ip etanol
uygulanan siganlarda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun arttifim1 ve buna bagh
olarak karacifer TBARS konsantrasyonunun arttifini, ardinda 5 mg ginlik
resveratrol verilmesi sonucu, TBARS diizeyinin yeniden kontrol gruplarindaki
TBARS diizeylerine diistigiinii gostermislerdir. Bu arasgtiricilarin bulgular bizim
bulgulanimiz ile kismen uyumludur. Biz bu aragtirmacilardan farkli olarak,
resveratrolil sicanlarin yemlerine kanstirmadik. Sicanlara resveratrolil ip olarak 20
mg/kg dozda 20 giin silireyle verdik. Diger yandan, karacifer TBARS diizeyinin
artmast  resveratroliin  lipid peroksidasyonunu kontrol grubuna kiyasla
engellemedigini, aksine arttirdigin1 gostermektedir. Hiperkolesterolemiye bagh
karaciger lipid peroksidasyonun arttifi rat deneylerinde gosterilmistir (325).
Hiperkolesterolemi, serbest oksijen radikallerinin artmasina ve elektron transport
sisteminin bozulmasma neden olmaktadir. Serbest oksijen radikalleri, biyolojik
membranlara hasar vermekte ve sonugta hiicresel hasara neden olmaktadirlar (7).
Sonug olarak, trombositlerin, polimorfoniikleer hiicrelerin, 16kositlerin ve endotel
hiicrelerin membran yapilan etkileneceginden, fizyolojik ézellikleri de degisecektir.

Serbest radikal tiirleri, hiicresel bilesenlere saldirarak lipidlerin, proteinlerin
ve DNA’nin yapistu bozabilir ve organ hasarlarina neden olarak ¢esitli hastaliklara
zemin hazirlayabilirler (326). Canli organizmalar ROS ile miicadele icin bir cok
kompleks antioksidan defans sistemi gelistirmiglerdir. Bu antioksidan sistem
igerisinde SOD, KAT, GPx gibi enzimler, albumin, seruloplazmin ve ferritin gibi
makromolekiiller, askorbik asit, a-takoferol, 8-karoten, GSH ve bilirubin gibi kiigitk
molekiiller vardir. Endojen kaynakli ve besinlerle alinan antioksidanlar, sistemin
total antioksidan potansiyelini belirler. Farkli antioksidanlar arasindaki etkilegim,
ROS veya nitrik oksit (NO) tiirlerine karg1 korumada sagladiklar: koopere etki, yalniz
baglarina olan etkiden daha fazladir (327). Bu nedenle AOP &l¢limid, bize viicut
stvilarindaki veya dokudaki kiimiilatif antioksidan kapasite hakkinda bilgi verir ve
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tek Ol¢lime oranla daha anlamli biyolojik yanit alinabilecegi gésterilmistir (328,

329). Bu c¢alismada deney gruplarmun karacifer dokularnmn AOP diizeyleri
karsilagtinldiginda, A, Kol ve Kol+R gruplarimin AOP diizeyleri kontrol grubuna
gire daha disiik bulunmugtur. Literatiirde AOP 6l¢limii yapan yaym sayist azdir.
Farklh bitki ekstrelerinin ve diabet, kanser gibi c¢esitli hastaliklardaki AQP
diizeylerine ait sonuglar mevcut olmakla birlikte, kolesteroliin etanolin ve
resveratroliin AOP diizeyine etkisini inceleyen ve ¢alismamizla kiyaslayacagimiz bir
bulguya rastlayamadik. Bizim bulgularimiza gdre, etanol verilmesine bagli olarak
sigan karacigerinde AOP seviyeleri diismiistiir. Etanolde ¢oziilerek verilen
resveratrol AOP diizeyini arttirmistir. Bunun yani sira, kolesterollii diyet karaciger
dokusunun AOP diizeyini kontrole gore 2.5 kat (% 58.3) diigtriirken, resveratrol
etkisiyle AOP diizeyi KolHR grubunda yiikselmistir. Total antioksidan kapasitesinin
bir gostergesi olan AOP goz Oniine alindifinda, kolesterollii diyetin karacigerde
oksidan hasara yatkinhik sagladifim, resveratroliin ise antioksidan Ozelliginden
dolayr AOP’yi arttirabilecegini sdylemek miimkiindiir.

Protein yapisinda bulunan prolil, lizil, arjinil ve treonil yan zincirlerinin
oksidasyonu/ peptid baglanimin oksidatif yikimi ya da sisteinil, histidil, lizil
niikleofilik yan zincirlerinin, lipid ya da karbonhidratlardan tiireyen prekiirsorler (ile
etkilesimi, protein karbonil (PK) gruplanm olusturabilir. Oksidatif stresin erken
asamasinda olusan ve diger stres parametrelerine gbre, dolasgimda daha uzun sire ve
sabit kalabilen PK, giivenilir bir marker olarak Onerilmektedir. Bu calismada,
siganlara verilen etanol, resveratrol ve kolesteroliln etkisiyle karaciger dokusunda PK
diizeylerinin artmis oldugunu bulduk. Yalginkaya S ve arkadaslan (330) igme suyuna
kattiklart %20 lik etanol, rat karaciger dokularindaki PK diizeyini arttifim
belirtmislerdir. Biz siganlarin etanolii aldigindan emin olmak i¢in ip enjeksiyonu
tercth etmis olsak da bulgularinmuz Yalginkaya ve arkadaslarinin sonuglarini
desteklemektedir. Resveratrol uygulanan siganlara ait bir literatiir bilgisine
ulasilamans oldugu i¢in R grubuna ait bulgularimizi kiyaslayamadik. Kumar ve
arkadaglart (331) hiperkolesterolemik sicanlarda karacifer PK diizeyinin artmig
oldugunu belirtmislerdir. Bizim bulgularimizi destekleyen bu c¢alisma da
gostermektedir ki yliksek kolesterollii diyetle beslenen sicanlann karacigerlerinde
ROS tirlerinin artisina bagli olarak oksidan stres artrmig ve antioksidan koruma
yetersiz kalmustir ve dolayisiyla da PK diizeylerinde artis gériilmiistiir. Literatiir
taramas: sirasinda resveratroliin, hiperkolesterolemik insan veya hayvan karaciger
dokusuna etkisini inceleyen bir ¢alismaya rastlayamadik.

NO, bir serbest radikaldir. Ayrica, organizmada peroksinitrit anyonu ve
hidroksil radikali gibi ¢ok etkin radikallerin {retilmesine neden olur. Ancak,
dogrudan dogruya NO 6lgmek ¢ok zor oldugundan, NO metabolitleri olan nitrit ve
nitrat diizeyleri belirlenmektedir. Bu ¢alismada A, R, Kol ve Kol+R gruplarimin
karaciger dokusunda NO, ve NO; diizeylerinde artig oldugunu bulduk. Bu arfisin
kaynagi, iNOS stimulasyonuna bagli olarak NO sentezindeki artis olabilir,
Literatiirde resveratroliin karaciger dokusu NO, ve NO; diizeylerine etkisini i¢eren ve
bulgularimizi kiyaslayabilecegimiz bir ¢alismaya rastlayamadik. Kim JW ve
arkadaslan (332) kolesterolle besledikleri si¢anlarin karacigerlerinde ve karaciger
HepG2 hiicrelerinin kolesterolle inkiibasyonu sonucunda, iNOS’un indiiklendigini ve
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NO fiiretiminin arthm belirtmisglerdir. Kim ve arkadaslannmn bulgulari bizim
bulgulannmizla uyumludur. Artan NO diizeyi, damarlardaki gevsemenin
bozulmasina ve doku oksijenasyonunun artmasina neden olabilir (332). Kolesterollit
yemle beslenen siganlara resveratrol verilmesi NO, ve NO; diizeylerini diiglirmiis
olsa da kontrol grubu diizeyine getirememistir. Resveratrol, kolesterol ile beslenen
grupta NO, diizeylerini digiirirken, dokulardaki NO, ve NO; kaynakh oksidatif
hasarm geri gevrilmesine de galistigim diisinmekteyiz.

Nitrotirozin (NT) olusumu protein oksidasyonuna yol acan bir bagka
molekiiler mekanizmadir. Peroksinitrit (ONOQO"), nitrik oksidin (NO), O, ile in vivo
reaksiyonu sonucunda olusan sitotoksik bir tlirevdir. ONOO-"in proteinler lizerine
atagimin ana Uriinl tirozinin orto pozisyonundan nitrolanmasidir. Bu nitrolama
sonucu NT olusur. Biz bu ¢aligmada, kontrol grubuna kiyasla Kol grubunda hem
serum hem de karaciger dokusunda NT diizeyinin artmig oldugunu saptadik. Buna ek
olarak, serum ve doku NT diizeyleri Kol+R gruplarinda, Kol gruplarina gére daha
diigiik bulunmustur. Literatiirde resveratroliin ve kolesteroliin serum veya karaciger
NT diizeylerine etkisini inceleyen ¢alismaya rastlanamamugtir. Serum ve karaciger
dokusunda 6l¢iillen NT diizeyi, proteinlerle etkilesime girmis olan peroksi nitritin bir
gostergesidir. Kolesterolle beslenen hayvanlarin bébrek dokularinda NT diizeyinin
arttif1  belirtilmistir (333). Ortamdaki ROS diizeyinin ve nitrik oksit (NO)
tirevlerinin artmasina bagh NT diizeyi hiperkolesterolemik ratlarda artmug olabilir.

Atheroskleroz derecesini gdstermek amaciyla farkli metotlar belirtilmistir. Bu
galismada atheroskleroza bagli intimal kahnhigin gosterilmesi amaciyla 3 temel
6l¢iim olan IMR, ITI ve %LD degerleri Slglilmiistiir. Kontrollere kiyasla Kol
grubunda artts IMR, ITI ve %LD degerlerinde bulunmugtur. Kol+R grubunun IMR,
ITI ve %LD degerleri Kol grubundan diigiiktiir. Resveratroliin hiperkolesterolemik
ratlardaki bu etkisini kiyaslayabilecegimiz bir rat deneyine literatiirde
rastlanamamigtir. Bunun yamsira, yapmis oldugumuz kolesterol grubunda yaptigimiz
korelasyon analizi sonucunda, %LD ile P-selektin ekspresyonu ve PF4, NO, ve NO;
arasinda pozitif korelasyon saptadik. Resveratroliin, ateroskleroz gelisimi lizerine
olan etkisi, trombosit aktivasyonunu azaltmasina bagli olabilir.
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SONUCLAR
Calismamizin sonuglarim su sekilde zetleyebiliriz:

. Alkol ve resveratrol verilmesinin sicanlarin yem tliketimlerini etkilemedigi,
kolesterolle beslenmenin siganlanin daha ¢ok yem tiiketmelerine yol agtif
gorilmistiir

. Kolesterolle beslenmenin su tiiketimini arttirdigi bulunmustur.

Sadece deney sonundaki agirliklar kiyaslandiginda, kontrol, A ve R
gruplarindaki siganlarin viicut agirhiklan arasinda fark olmazken, kolesterolle
beslenen gruplann viicut agirliklanmn arttifin bulunmugtur. Tim deney
gruplanndaki siganlarin deney siiresinin bitiminde agirliklar: artmigtir.

. Kontrol ratlarina kiyasla alkol ve kolesterol verilen siganlarin
trombositlerinde CD40 ekspresyonunun yiiksek oldugu bulunmustur. Alkol
ve kolesterol verilen gruplarda trombosit aktivasyonunun arttifim ve bunun
CD40-CD40L sinyal yolaklan tizerinden oldugu soylenebilir.

. Resveratrol verilen grupta P-selektin (CD62p) ekspresyonunun, hem kontrol
hem de alkol grubuna gore azaldif goriilmiisgtiir. Kolesterollii yemle beslenen
siganlarda CD62p ekspresyonunun, hem ylizde hem de MFI olarak arttifim
bulduk. Kolesterolle beslenen siganlara resveratrol verildiginde, trombosit
CDo62p ekspresyonunda kontrollere ve sadece resveratrol verilen sicanlara
gbre artma goriiliirken, sadece kolesterolle beslenen sican trombositlerinin
CD62p aracilikli trombosit aktivasyonunda azalma gorilmiistiir.

. A, Kol ve Kol+R gruplannn trombosit ROS diizeylerinde, kontrollere gore
anlamli derecede artma meydana gelmistir. Kol ve Kol+R grubu
karsilagtirildiginda, Kol+R grubunun ROS diizeyinin Kol grubuna gore
anlamh derecede azaldig: bulunmustur.

. Alkol, resveratrol, kolesterol ve kolesteroltresveratrol verilen siganlarin
plazma sCD40 diizeyinin, kontrollere gére daha yiiksek oldugunu belirledik.
Tiim gruplarin korelasyon analizi sonucu bize plazma sCD40 ile trombosit
CD40 ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermistir.

. Proinflamatuar bir sitokin olan interlokin-6 (IL-6), kolesterollii yemle
beslenen ve kolesterol+resveratrol verilen ratlarda K, A ve R gruplanna gore
yiksek bulunmustur. Resveratrol hem R hem de Kol+R grubunda 1L-6
degerlerini diigtirmiistir.

. A, R, Kol ve KoH+R gruplarimn PF4 diizeyinin kontrollere gore arttifim
bulduk. Kol grubuna resveratrol verilmesi PF4 diizeyini ylikseltmistir.
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10. Alkol serum PONI1 aktivitesini diigiiriirken, resveratrol PON1 aktivitesini

11.

12.

13.

14.

15.

16

17.

18.

19.

yikseltmigtir. Kolesterol PONI1 aktivitesini kontrole goére disiirtirken,
kolesterol+resveratrol grubu siganlarin serum PON1 aktiviteleri yalmz
kolesterol verilenlere gore daha diigiiktiir.

Alkol, resveratrol, kolesterol ve kolesterol+resveratrol gruplarmin serum TK,
LDL-K ve oxLDL diizeyleri kontrole kiyasla vyilksek bulunmustur.
Resveratrol verilen sicanlarda, alkol grubuna kiyasla TK diiserken, oxLDL
diizeyleri artmustir. Kolesterol + resveratrol verilmesi, yalmz kolesterol
verilen si¢anlara gére TK, LDL-K ve oxLDL diizeylerini azaltmig ve HDL-K
diizeyini artbirmgtir,

Siganlara alkol verilmesi HDL-K diizeyini diiglirmiigtiir. Kolesterol grubuna
kiyasia, kolesterol + resveratrol grubunda serum HDL-K diizeyi artmigtir.

Kontrollere kiyasla, alkol, resveratrol, kolestero! ve kolesterol -+ resveratrol
verilmesi serum H»O, diizeyini artturmistir. Kolesterol grubuna Kkiyasla,
kolesterol + resveratrol verilen grubun serum H,O, diizeyini azaltmgtir.

Kontrollere kiyasla, alkol ve kolesterol grubunun serum NT diizeyi artmustir.
Alkol grubuna kiyasla, resveratrol verilmesi serum NT diizeyini diigiirmiigtiir.
Kolesterol grubuna kiyasla, kolesterol + resveratrol grubunun serum NT
diizeyi diigmiigtiir.

Kontrollere kiyasla, kolesterol ve kolesterol + resveratrol grubunun serum
LPA diizeyi artmustir. Kolesterol grubuna kiyasla, kolesterol + resveratrol
verilen grubun serum LPA diizeyi diigmiistiir.

. Tiim deney gruplarimin serum TBARS diizeyi artmmgtir. Alkol grubuna

kiyasla, resveratrol verilmesi serum TBARS diizeyini arttirmistir, Kolesterol
grubuna kiyasla, kolesterol + resveratrol grubunun serum TBARS diizeyi
azalmastir.

Karaciger dokusunda, G-6-PD aktivitesi A ve Kol gruplarinda kontrollere
kiyasla artarken, Kol+R grubunda azalmugtir. G-6-PD aktivitesi, Kol+R
grubunda Kol grubuna gére daha diigiik bulunmustur. G-6-PD aktivitesi en
fazla Kol grubunda artmastir.

Resveratrol verilmesi, karaciger SOD aktivitesini kontrollere gbre arttirirken,
Kol+R grubundaki sicanlarin SOD aktivitesi kontrollere ve kolesterol
grubuna kiyasla azalmigtir.

A, R ve Kol gruplarinda bulunan siganlarin karaciger KAT aktivitesi kontrol
grubuna gére azalmistir. Kol+R grubundaki sicanlarin KAT aktivitesi, A, R
ve kolesterol grubuna kiyasla artmugtir. KAT aktivitesindeki en fazla azalma
resveratrol grubunda gdrilmistiir.
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20. Alkol, kolesterol ve kolesterol + resveratrol gruplarinin, karaciger GSH-Px

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

aktivitesinde kontrollere kiyasla azalma meydana gelmistir. Sadece
resveratrol verilmesi GSH-Px aktivitesini arttirken, kolesterol ile beslenen
siganlara resveratrol verilmesi GSH-Px aktivitesini arttitmistir.

Kontrol grubuna kiyasla R, Kol ve Kol + R gruplanimin GST aktivitesinde
artis gdriiliirken, alkol grubunda bulunan siganlarin GST aktivitesi diismiistiir.
Kol+R grubunun GST aktivitesi, kontrol grubu GST aktivitesine gore
artarken, R ve Kol grubu siganlanmin GST aktivitesine gbre azalmistir.
Kolesterol + resveratrol verilmesi GST aktivitesini, kolesterole kiyasla
azaltmis ve tekrar bazal diizeye getirmistir.

Kontrollere kiyasla, alkol, resveratrol ve kolesterol + resveratrol verilmesi
GSH diizeyinde azalma meydana getirirken, sadce kolesterol verilmesi GSH
diizeyini arttirmigtir. Kolesterol ile beslenen siganlara resveratrol verilmesi,
kolesterol etkisiyle artan GSH diizeyini kontrol grubunun da altina
diigtirmiigtir.

Alkol, resveratrol ve kolesterol verilmesi, GSSG diizeyini kontrollere kiyasla
arttrmistir. Kolesterol grubuna resveratrol verilmesi sonucunda GSSG
diizeyinin Kol grubuna gore azaldif gorilmiistiir.

Kontrol grubuna kiyasla, A, R ve Kol gruplarimin GSH/GSSG oraninda
azalma meydana gelmistir. Kol grubuna kiyasla Kol+R grubunda,
GSH/GSSG oranm artt131 goriilmiistiir.

Kontrol grubuna kiyasla, A, Kol ve Kol+R gruplarinin AOP diizeyleri diisiik
bulunmustur. Bunun yanisira, kolesterollii diyet, karaciger dokusunun AOP
diizeyini yaklasik kontrole gore 2.5 kat (% 58.3) disiirirken kolesterol +
resveratrol verilmesi, sadece kolesterol verilen gruba gore AOP diizeyini
yiikseltmistir.

Kontrol grubuna kiyasla, alkol, resveratrol, kolesterol ve kolesterol +
resveratrol gruplarinin karaciger PK diizeyi artmuistir, Resveratrol verilmesi,
alkol grubuna gore PK diizeyini arttimmstir. Kolesterol + resveratrol
verilmesi, kolesterol verilen sicanlara kiyasla PK diizeylerinde artisa neden
olmustur.

Kontrol grubuna kiyasla, Kol grubunda karacifer NT diizeyi artarken, R ve
Kol + R gruplarinda azalmistir. Karaciger NT diizeyleri, Kol+R grubunda,
Kol grubuna gére daha diigiik bulunmustur.

A, R, Kol ve Kol+R gruplanimin karaciger dokusunda NO, ve NO;
diizeylerinde artis goriilmiistiir. Kolesterol ile beslenen sicanlara resveratrol
verilmesi, karacifer NO, diizeylerini azaltsa da kontrol grubu siganlarinin
NO; diizeyine getirememigtir.
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29. A, R, Kol ve Kol+R gruplarimin karaciger TBARS diizeylerinde kontrollere
gbre artis meydana gelmistir. Resveratrol grubunun TBARS diizeyi A
grubundan daha yiiksektir. Kol+R grubunun TBARS diizeyi Kol grubundan
daha diisiik bulunmustur. Lipid peroksidasyonu iiriinii olan TBARS en fazla

R grubunda bulunmustur.

30. Ateroskleroz olusumunun 3 temel dl¢iimii olan IMR, ITI ve %LD degerleri,
kontrollere kiyasla Kol grubunda artig gostermistir. Kol+R grubunun IMR,
ITI ve %LD degerleri Kol grubundan daha disiiktiir.

Sonug olarak, bu aragtirmada kullanilan resveratrol tedavisi trombosit
aktivasyonunu, lipid diizeylerini ve antioksidan enzim aktivitelerini, GSH ve
GSSG diizeylerini ve lipid peroksidasyonunun en dnemli indikat6rlerinden olan
TBARS diizeylerini normal yemle ve kolesterolle kangtinlmis yemle beslenen
siganlarda farkli yonlerde etkilemigtir. Resveratrol verilmesi, trombosit
aktivasyonunun gostergesi olan CD40-CD40L ekspresyonunu hem kontrol hem
de kolesterolle beslenen siganlarda azaltmigtir. Kolesterolle beslenen sicanlarin
serum total kolesterol, LDL-K, oxLDL diizeylerini diiglrirken, lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu olan HDL-K diizeyini arttirmugtir. Kolesterolle
beslenme genel anlamda karacigerdeki antioksidan enzim aktivitelerini
diigtirirken bu gruba resveratrol verilmesi antioksidan savunmayi arttirmistir. Bu
calisma, hiperkolesteroleminin trombosit aktivasyonuna neden olarak,
trombositlerde CD40-CD40L ve P-selektin ekspresyonunu arttirdigini, bunun
yaninda, resveratroliin hiperkolesterolemik ratlarda trombosit CD40-CD40L ve
P-selektin  ekspresyonunu azalttifim1  gOstermigtir.  Hiperkolesterolemide
trombosit aktivasyonunun neden arttifinin ve resveratrolin trombosit
aktivasyonunu hangi mekanizmayla azaltifimin gelecek ¢aligmalarda daha
detayli incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Resveratroliin bu etkilerinin
kolesterol azaltici etkisinden mi, antioksidan 6zellikte olmasindan m
kaynaklandigim anlamak igin aymi1 model, kolesterol diisiiriicii veya antioksidan
maddeler ile kiyaslanabilir.
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Abstract

Objectives: In this study, we aimed 1o investigate the activities of paraoxonase-1 (PON1} and nitric oxide synthase (NOS) and the levels of
asymmetric dimethylarginine (ADMA). nitric oxide (NO), oxidized low-density lipoprotein (oxLDL), ceruloplasmin (CP), thiobarbituric acid-
reactive substances {TBARS), malondialdehyde (MDA), 4-hydroxynonenal (HNE) and lipids in serum of patients with end-stage renal disease
(ESRD) having continuous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD) treatment and controls living in the Antalya region, Turkey.

Design and methods: Fifty-three patients with ESRD were enrolled in this study and were treated by CAPD. As the control group (n=32),
subjects with nenmal renal function were included.

Results: Serum PONI activity and high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-C) levels were decreased in ESRD patients whereas ADMA,
NO, oxL.DL, CP, TBARS, MDA and HNE levels and NOS activity were increased with regard to control group. In CAPD patients, ADMA
positively correlated with NO, CP, oxLDL, TBARS and MDA levels whereas negatively correlated with PON1 activity. On multiple logistic
regression analysis, risk factors associated with ESRD included CP, TBARS, triglycerides {TG) and very low-density fpoprotein-cholesterol
(VLDL-C) levels.

Conclusions: Our data have demonstrated that ESRD patients on CAPD treatment exhibit increased lipid peroxidation reactions and decreased
antioxidant protection. The assay of serum HNE and MDA may be useful to evaluate the individual accumulation of these toxic aldelydes to test

the efficiency of new dialysis strategies in removing them.

€} 2008 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: End-stage renal disease (ESRD); Continuous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD); Asymmetric dimethylarginine (ADMA); Nitric oxide synthase;
Nitrie oxide; Oxidative stress; Paraoxonase; Oxidized low-density lipoprotein; 4-hydroxynonenal; Ceruloplasmin

Introduction

Each year, the number of patients with chronic kidney disease
that progress to end-stage renal disease (ESRD) are increasing
and the prevalence of impaired kidney function has been
estimated to be between 10% and 20% of adult populations in
most countries worldwide [1,2}, Continuous ambulatory
peritoneal dialysis (CAPD) extends the lives of ESRD patients
by separating colloids and crystalloids in peritoneal capillary

* Corresponding author. Fax: +90 242 2274495,
E-muai] address: sgumuslai@akdeniz.edur (8. Glimisl).

blood using dialysis fluids containing high concentrations of
dextrose, acting as an osmotic agent [2]. During CAPD, glucose
degradation products, low pH and high osmolality increase
reactive oxygen species (ROS) production [3]. Reactive oxygen
species mnay directiy alter proteins with the eventyal formation of
oxidized amino acids [4]. Alternatively, the presence of low pH
and renal failure increase protein degradation {51 Proteolysis of
proteins containing methylarginine residues leads to the release
of asymunetric dimethylarginine (ADMA} into the plasma [6].
Asymmetric dimethylarginine is a competitive inhibitor of nitric
oxide synthase (NOS). In patients with renal failure, plasma
ADMA concentrations are reported to be incrcased whereas

()09-9120¢8 - see front matter © 2008 The Canadian Society of Clir_xicai Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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concentrations ofarginine, the endogenous substrate for NOS, are
reduced [7]. In literature, conflicting results are reported about
plasma NOS activity and nitric oxide (NO) levels in patients with
renal disease [8,9]. In ESRD patients, the existence of a vicious
circle from inhibition of NO production cause a subsequent
increase in oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) accumula-
tion and further increases the synthesis of ADMA [10].

Hydroxynonenal (HNE), which is one of the major un-
saturated aldehydes yielded by peroxidation of membrane lipids
in association with oxidative stress, has been suggested to play
critical roles in the pathogenesis of various diseases, such as
atherosclerosis, diabetes and chronic renal failure [11]. An
association between HNE and ADMA levels has not been
previously studied in ESRD patients on peritoneal dialysis.
Possessing a peroxidase-like activity, paraoxonase-1 (PON1)
was shown to protect againsi lipoprotein oxidation [12] in
ESRD whereas ceruloplasmin (CP) has been reported to actas a
pro-oxidant or an antioxidant, depending on its concentration
[13]. But no report is present in the literature about its relation
with lipid peroxidation or NOS activity in ESRD patients on
CAPD.

Therefore, in this study, we matched the subjects for age and
sex to eliminate the influence of age and gender and aimed to
investigate the changes in the activities of PON1 and NOS and
the levels of ADMA, NO, CP and lipid peroxidation markers
(oxLDL, thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS),
malondialdehyde (MDA) and HNE) in patients with ESRD
having CAPD treatment living in the Antalya region, Turkey.
We also aimed to determine the correlations among ADMA,
NO, oxLDL, CP, TBARS, MDA and HNE levels and NOS and
PONT activity in CAPD patients.

Materials and methods
Subjects

Fifty-three ESRD patients {27 females and 26 males) on
CAPD for at least 3 months at Akdeniz University School of
Medicine and at Antalya State Hospital were enrolled in the
study. All patients were clinically stable and free of active
infections, diabetes mellitus and autoimmune diseases. Etiolo-
gies of chronic renal failure were hypertension (#=24), chronic
glomerulonephritis (r=17) and tubulointerstitial nephritis
(n=12). None of the patients was receiving antibiotics, cor-
ticosteroids or cytotoxic drugs at the time of the study. All
patients were on a four to five dialysis exchanges per day with
standard dialysis solutions.

As a control group, age and gender matched 32 healthy
individual (16 females and 16 males) were enrolled in this study.

Written informed consent was obtained fiom each partici-
pant, The study was approved by the Akdeniz University Ethics
Committee of Faculty of Medicine. .

*Serum saniples

Venous blood samples were obtained in the morning after
a 12 h fasting. Serum was separated immediately by low-

speed centrifugation (4000 rpm for 10 min at 4 °C) and
separated to be used freshly for analysis by biochemists those
were blinded to classification of subjects as CAPD patienis
and coatrols.

Laboratory investigations

Total cholesterol (TC), low-density lipoprotein-cholesterol
(LDL-C), high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-C), trigly-
cerides (TG), glucose and uric acid levels were assayed em-
ploying enzymatic colorimetric methods and albumin and
hemoglobin levels were assayed employing, colorimetric meth-
ods on & Roche Modular PP auto-analyzer (Roche Diagnostics,
68298 Mannheim, Germany). The factor [triglyceride]/S was
used fo estimate VL.DL-C concentration [14],

Asymunetvic dimethylarginine (ADMA) assay

Asymmetric dimethylarginine levels were measured using an
ELISA kit (Protocol No: 07001, Cardiovasics, Palo Alto, CA).
Using a standard curve, the absorbance of the ADMA-antibody-
horse radish peroxidase complex in sample was measured at
450 nn. Asymmetric dimethylarginine concentrations of serum
samples were determined in pmol/L.

Nitric oxide synthase (NOS) activity assay

Measurement of NOS activity was performed by a col-
orimetric assay (Bioxytech 22113, Oxis International Inc.,
Portland, OR, USA), which is based on the measurement of
nitrite produced in the sample using Griess reagents during a
timed reaction compared with a heat-inactivated control sam-
ple. Nitrate reductase is utilized for the enzymatic reduction
of nitrate fo nitrite. In acidic solution, nitrite is converted
to nitrous acid, which diazotizes sulfanilamide. This sulfani-
lamide-diazonium salt is then reacted with N-(l-naphthyl)-
¢thylenediamine to produce a chromophore which is measured
at 540 nm and the results were given as nmol/mL/min.

Table &
General lipid profile, albumin, hemoglobin, glucose and wrie acid levels in
CAPD patients and controfs

Parameters Controls (#=32}  CAPD patieats (=53}  p-value
TC (mg/dl) 176.16£6.27 211.15+£5.86 <(.001
HDL-C (mg/dL} 47.93%1.39 40.96+0.70 «0.001
LEDL-C (mgidL) 103.22£5.63 127.70£4.57 <0.005
VEDL-C (mg/al) 24.29+1.79 38.05£2.40 <0001
TG {mg/dL) 122.97+£8.88 190.23%11.99 <0.011
Albumin (g/dL) 4.58:£0.08 3.90£0.06 <0.001
Hb (g/dL) 13.63£0.31% 10.81£0.20 <0001
Glucose (mg/dL) S146x£1.97 95.89+2.50 <0.001
Uric acid (mgfdL) 4.75%0.22 5.77+0.21 <0.005
Age (years) 42.20:41.97 42.39+1.70 n.s.

Values expressed as the mean=SEM.

TC, total cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-C,
low-density lipoprotein-cholesterol; VLDL-C, very low-density lipoprotein-
cholesterol; TG. triglycerides; Hb, hemoglobin; CAPD, continucus ambuiatory
neritonesl dialvsis; 2. number of subjects: n.s. non-significant.
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Tabie 2
Nitric oxide synthase (NOS) and PONI activities, ADMA, NO, oxLDL, CP,
TBARS, MDA and HNE levels in CAPD patients and controls

Parameters Controls CAPD patients Pvalue
(n=32) (n=33)

ADMA (umol/L) 0.67+£0.03 0.89+0.03 <0301
NOS activity (omol/mLimin) - 3.1840.14 456017 <0.001
NO (umo¥L) 89.54:840  139.48+8.19 <0.601
PON1 activity (1H/L) 486.48+24.60 392.67:121.35 <0.061

oxLDL {ng/mlL.) 7.79+0.62 18.45+:1.43 <0.001
CP (UL} 120.59+£1,11  212.19£1.80 <0.001
TBARS (umol/L) 0.96::0.04 2.16+0.06 <0.001
MDA (umoi/L) - 0.76:£0.03 1.18::0.04 <0.001
HNE (umol/L) 0244001 030:0.01 <0.005

Values expressed as the mean:SEM.

ADMA, asymmetric dimethylarginine; NO, nitric oxide; PONI, paraoxonase-:
oxLDL, oxidized-LDL; CP, ceruloplasmin; TBARS, thiobarbituric acid-reactive
substances, MDA, malondialdehyde; HNE, 4-hydrexynonenal; CAPD, con-
tinuous ambulatory pevitoneal dialysis; n, number of subjects.

Nitric oxide (NO) assay

Quantitation of NO performed spectrophotometeically em-
ploying the NADH-depeadent enzyme nitrate reductase for
conversion of nitrate to nitrite prior to quantitation of nitrite
using Griess reagent, thus providing accurate determination of
total NO production using Griess Reagent (Oxford Biomedical
Research, Inc. NB 98, M1 48371 USA). The completed reaction
was read at 540 nm. Nitric oxide concentrations were determined
in pmol/L.

Paraoxonase-1 (PONI} activity assay

Serum PONI activity was assayed spectrophotometrically
as described previously [13,16] by using paraoxon as a sub-
strate. One unit (U) of PON1 activity was defined as 1 umol of
p-aitrophenol formed per minute. Paraoxonase-1 activity was
expressed as U/L.

Oxidized low-density lipoprotein {oxLDL) assay

Oxidized LDL levels were measured using an ELISA kit
{catalog No: K7810 KO, Immundiagnostik AG, Bensheim,
Germany). The absorbance of the complex formed between
oxLDL in the sample and the goat-anti oxLDL peroxidase con-
jugate was measured at 450 nm. Using a standard curve, oxL.DL
concentrations of samples were determined as ng/ml.

Cervloplasmin (CP) assay

Serum CP was determined according to the method of
Schosinsky et al. [17] by using o-dianisidine dihydrochloride as
a substrate. The results were presented as U/L,

Lipid peroxidation products assay

Malondialdehyde (MDA) and 4-hvdroxynonenal (HNE) assays

Measurements of serum MDA and HNE were performed by
a colorimetric assay kit (Bioxytech LPO-586, Oxis Interna-
tional Inc., Portland, OR, U.S.A.). The results were given as
pmol/L.

TBARS assay

TBARS levels were measured by a fluorometric method
described by Wasowicz et al. [18] and Gumusiu et al. [19]
using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as a standard. Fluorescence
of n-butanol extract was measured in a spectrofluorometer
(Shimadzu RF-5000 (Kyote, Japan)), using wavelengths of
525 nm for excitation and 547 nm for emission. The results
were estimated as [mol/L.

Statistics

All statistical analysis were performed using the SPSS
version 13-0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Student’s t test
was used for comparison of means. Pearson’s correlation co-
efficient was used to test the strength of any associations be-
tween different variables. Multiple logistic regression analysis
was used to identify associations between CAPD and the in-
dependent parameters. Data were expressed as mean®=SEM,
P valies< 0,05 were considered statistically significant.

Results

Table 1 reports data of general lipid profiles from CAPD
patients and controls. In CAPD patients TC, LDL-C, VLDL-C,
TG, glucose and wric acid levels were higher (p<0.005) while
HDL-C. hemoglobin and albumin levels were significantly
lower (p<0.001) than the controls (Table 1).

In CAPD patients, PON1 activity was significantly lower
{p<0.01) than the controls. On the other hand, CAPD patients
had elevated levels of ADMA, NO, oxLDL, CP, TBARS, MDA
and FINE and NOS activity (Table 2).

Table 3
Correlation coefficients between ADMA, NQ, oxLDL, CP, TBARS, MDA and HNE levels and NOS and PON1 activities in CAPD patients

ADMA NOS NG PON1 oxLDL cp TBARS MDA HNE
ADMA 1.000 - 0.437** ~{.501** 0.403%* (0.287* 0.523%* 0.399%* -
PONi —0.59** —0.457** —{).556"* 1.000 -, 313** —0.344% —0.564* —0.674%* —0.456%*
oxLDL G.403%* 0.379%* 3.33%% ~§.380%* 1.000 0.339%+ 0377 0.428%* 0.419**
Cp 0287 - - -0.344* - LOG0 0.367** 0.309* -
*p<0.05,
**p <0001,

ADMA, asymmetric dimethylarginine; NGS, nitric oxide synthase; NO, nitric oxide; PONI, paraoxonase-1; oxLDL, oxidized-LDL; CP, cemloplasmin; TBARS,
thiobarbituric acid-reactive substances, MDA, malondialdehyde; HNE, 4-hydroxynonenal; CAPD, coatinuous ambulatory peritenenl dialysis.
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Table 3 shows the correlation coefficients among various
parameters including ADMA, NOS, NO, PONI, oxLDL, CP,
TBARS, MDA and HNE in CAPD patients.

On multiple logistic regression analysis, risk factors asso-
ciated with CAPD included CP, TBARS, TG and VLDL-C
levels.

Discussion

Compounds aceumulating in the blood during the develop-
ment of ESRD have either a direct or an indirect impact on
several biochemical and physiotogical functions [20}. We
therefore paid attention to the behavior of some of these pa-
rameters in Turkish ESRD patients on peritoneal dialysis living
in Antalya region.

There are only a limited number of studies investigating
ADMA levels in CAPD patients. Our results denote increased
ADMA levels as compared with healthy controls. Our finding
is in accordance with the report of Xizo et al. [21] whereas
Kielstein et al. [9] reported significant lower levels of ADMA in
patients treated with peritoneal dialysis. Interestingly, standard
peritoneal dialysis solutions such as 1.5 % and 4.23 % Dianeal
have been shown to reverse the hemodynamic effects of ADMA
on rat mesenteric arteriolae in vivo within minutes {9]. For this
reason the observed increase in ADMA concentration might be
due to increased in vivo protein degradation, inhibition of its
degradation via dimethylaminohydrolase, diminished renal ex-
cretion, and dysfunction of the L-arginine/NO pathway [6] or
CAPD treatment.

Mittermayer et al. [22] denoted that ADMA may influence
constitutive NO formation in chronic renal failure and elevated
ADMA might stimulate endothelial NO refease in PD patients.
In this study, in spite of the increased levels of the NOS inhibitor
ADMA, we observed a significant increase in NOS activity and
NQ concentration in CAPD patients. Erdogan et al. {23] also
reported increased serum NO levels in peritoneal dialysis (PD)
patients while Schmidt et al. [24] found decreased nitric oxide
production in ESRD patients on PD. As nitrite and nitrate are
efiminated via the kidneys [24]. they increase in renal failure,
despite a low overall NO production. This finding made us
assume if the ADMA concentration in ESRD might be reflecting
the actual fine tune berween NOS pathway and free radical
productiort.

The reason tor measuring PON1 activity in this study was to
point out that there may be a refationship between PON1 activity
and lipid peroxidation parameters which are also indicators of
increased free radical production. We observed decreased PON 1
activity in ESRD patients having CAPD, which is in accordance
with the results of Jurek et al. {25] who suggested that free
radical production might be defayed or inhibited by PONI. This
idea seems to be supported by our findings on the negative
correlations between PONT activity and ADMA, NO, oxLDL,
CP, TBARS, MDA and HNE levels and NOS activity. The lower
PONTactivity may be related to increased leveis-of these com-
pounds in serum. Even though the negative association between
lipid peroxidation markers and PON1 is studied [25] no report is
present in the literature concerning any relationship between

PON1 activity and ADMA/NOS pathway in ESRD paticnts on
CAPD treatment. For this reason further studies are needed to
understand the association between decreased PON! activify
and ADMA/ NOS pathway in ESRD patients,

Increased oxidative modification of LDL has been reported in
patients receiving hemodialysis treatment but not clarified in
patients undergoing PD [26]. In the present stucdy, we measured
direct oxLLDL, which is based on immunological reactions rep-
resenting the oxidative changes occurring in the apolipoprotein-B
component of LDL [27]. Levels of oxLDL were significantly
higher in the CAPD patients than in the controls which are in
agreement with the study of Pawlak et al. [28]. The signiticant
positive correlations among oxLDL levels and ADMA, NO,
TBARS, MDA, HNE and CP levels and NOS activity, observed
in this study suggest a link between these parameters in CAPD
patients. Paiva et al. {27] reported that there may be a regulatory
system between LDL oxidation, plasma nitrate and ADMA
in vivo. Taking together the associations among ADMA, PON1
and lipid peroxidation indicators, we assume that, the effect of
ADMA/MNO system is directed against LDL lipid component as
well as its protein moiety. :

We found increased CP levels in ESRD patients having
CAPD than the controls. Emenaker et al. [29] conctuded that CP
appears to be lower in CAPD patients and no report underlines
increased CP in CAPD patients. On the other hand, in our patient
group, the positive correfation of CP with ADMA, MDA and
TBARS levels and the negative correlation with HDL-C levels
and PONI activity, made us assumne that an antioxidant protein
like CP might have changed status from antioxidant to pro-
oxidant in the patients group that we have studied. Elevated
serum CP levels might be due to high oxidant stress and pre-
served residual renal function in the presence of ESRD and
contribute to increased lipid peroxidation.

Lipid peroxides frequently decompose to reactive aldehydes
like HNE and MDA that reacts with nucleic acids, proteins and
lipids, causing tissue and organ damages [30]. We have clearly
shown increased concentrations of serumin TBARS, MDA and
HNE in CAPD patients as compared to the controls. No report
is present in the literature comparing the levels of these three
markers at the same time in CAPD patients. This increase might
be attributed to the extensive half-lives of MDA and HNE which
are able to diffuse to various tissues that are distant from that of
its formation [31]. In spite of CAPD, which provides a more
physiological condition; they might not have been removed from
plasma because of insufficient excretion and they rediffuse to
circulation.

In conclusion, this is the first study that provides information
on the levels of various oxidant and antioxidant parameters in
Turkish ESRD patients on CAPD living in the Antalya region.
This study indicates that the balance between the oxidative
stress and the antioxidant protection is shifted in favor of the
oxidants during ESRD. Besides, multiple logistic regression
analysis revealed that the level of CP is the best independeat
risk factor for ESRD i this study population. This supports the” -
concept that CP might have changed status from antioxidant to
pro-oxidant in ESRD patients having CAPD and may, therefore,
be an important determinant of clinical events. The increase in
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ADMA, nitrite, nitrate and lipid peroxidation levels might
indicate insufficient renal excretion of these compounds in spite
of the CAPD treatment. The assay of lipid peroxidation in-
dicators may be useful to evaluate the individual accumulation
of these toxic metabolites to test the efficiency of new dialysis
strategies in removing them, On the other hand, the relationship
between PON activity and ADMA/NO pathway merits further
studies with a larger group including healtlyy volunteers having
CAPD treatment to evaluate the paradoxical effect of CAPD
solutions on ADMA/ NO pathway and the oxidant-antioxidant
balance.
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