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OZET

Bu ¢alismamizda gliniimiizde 6lam risklerinin basinda yer alan ateroskleroz
ve daha sonrasinda ateroskleroz olusumunu takiben kalp krizi (MI) olusumunun ana
nedeni olan hiperlipideminin engellenmesi ve olasi hiperlipideminin azaltiimast igin
dogada dogal olarak yetisen ali¢c (Crataegus tanacetifolia) meyvesinin ve meyve
sirkesinin hiperlipidemi ve ateroskleroz olusum mekanizmasindaki faktorler olan
Kolesterol, Trigliserid, HDL, LDL, Homosistein, P-Selektin, VCAM-1 degerleri
Uzerine olan etkinligini inceledik.

Deneysel olarak olusturdugumuz hiperlipidemi modelinde kullandiginiz
ratlar1 7 farkli gruba ayirdik gruplarimiz; Kontrol, HL (Hiperlipidemi), HL+8 hafta
AE, HL+4 hafta AE, HL+4. haftadan sonra AS, HL+4. haftadan sonra ND+AS,
HL+4. haftadan sonra ND+ AE seklindedir. AE ve AS ratlara gruplara gava] yoluyla
verildi. 4 hafta sonunda ve 8. haftalarin sonunda aldigimiz kanlarin serumlarin
ayristirarak Kolesterol, Trigliserid, HDL, LDL, Homosistein, P-Selektin, VCAM-1
duzeylerini 6lctik.

Elde ettigimiz bulgular hem ali¢ sirkesinin ve hem de ali¢ ekstresinin diyete
ilavesinin, homosistein, P-selektin, TK, LDL-K ve TG dizeylerindeki distst ve
HDL-K diizeylerindeki artis1 da daha belirgin hale getirdigini gosterdi.

Sonug olarak, yiksek yagli diyet ile beslenme nedeniyle olusan hiperlipidemi,
hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi ve artmis adhezyon molekilleri dizeyleri
ile korele bir sekilde artan ateroskleroz riskini alic meyve ekstresi ve sirkesinin
azaltabilecegi hipotezi Uzerinden kurguladigimiz bu calismada elde ettigimiz
bulgular gostermektedir ki; hem alic meyve ekstresi hem de ali¢ sirkesi ayr1 ayri
guclii antiaterojenik etki gosterirken bu etkileri disik yaglh diyetle kombine
edildiginde daha giclii hale gelmektedir.

Anahtar kelime: Alig, Ali¢ sirkesi, Crataegus tanacetifolia, Hiperlipidemi,
Ateroskleroz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF HAWTHORN
(Crataegus tanacetifolia) FRUIT EXTRACT AND HAWTHORN FRUIT
VINEGAR AGAINST EXPERIMENTAL HYPERLIPIDEMIA AND
POSSIBLE ENDOTHELIAL DAMAGE IN RATS.

In this study, to prevent hyperlipidemia, is primary cause of atherosclerosis
and heart attacks which leading causes of death, we investigated effectiveness of fruit
extract and vinegar of naturally grown Crataegus tanacetifolia on total-, LDL- and
HDL-cholesterol, triglycerides, homocysteine, P-Selectin and VCAM-1, which was
involved in atherogenesis mechanism.

Experimentally hyperlipidemia-induced rats were divided into seven groups;
Control, HL (Hyperlipidemia), HL+8 weeks Crataegus extract (CE), HL+4 weeks
CE, Crataegus vinegar (CV) after 4 weeks HL, Normal diet (ND)+CV after 4 weeks
HL, ND+CE after 4 weeks HL. CE and CV were administrated by gavage to rats.
Total-, LDL- and HDL-cholesterol, triglycerides, homocysteine, P-Selectin and
VCAM-1 levels were measured in serum which was obtained from collected blood
samples at the end of 4. and 8. week of experiment.

Obtained findings showed that, addition of both CE and CV to diet has
highlighted reductions in total- and LDL-cholesterol, triglycerides, homocysteine and
P-Selectin levels and elevations in HDL-cholesterol level.

As aresult, findings of this study which was designed based on the theory of
CE and CV may diminish atherosclerosis risk which increases with hyperlipidemia,
hypercholesterolemia, hyperhomocysteinemia and elevated levels of adhesion
molecules in high fat diet indicates that although both CE and CV show strong anti-
atherogenic effect, this effect becomes more stronger when combined with low fat
diet.

Keywords. Hawthorn, Hawthorn vinegar, Crataegus tanacetifolia,
Hiperlipidemia, Ateroskleroz.
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1. GIRIS

Son yillardaki teknolojik gelismeler sonucunda fiziksel aktivitelerin azalmasi
ve hayvansal Urunlerin tiketiminin artmasi sonucunda insanlar icin hiperlipidemi
riskini de arttirmistir. Hiperlipidemi, lipid metabolizmasi bozuklugu sonucunda
gelismekte olup, plazma trigliserid ve lipoprotein dizeyinin yikselmesi olarak
tammlanmaktadir. Hiperlipidemi, damarlarin intima tabakas: altinda lipid birikimi
sonucu, hiicresel-humoral reaksiyonlara neden olan ve ateroskleroz olarak bilinen
vaskiler bozuklugu meydana gelmektedir. Ateroskleroz ise, koroner kalp hastaligina
(KKH)’azemin hazirlayan faktorlerin baginda gelmektedir (1).

Plazmada yiksek oranda kolesterol, 6zellikle de distik dansiteli lipoprotein
(LDL) ve trigliserit (TG) bulunmasi yam sira, yuksek dansiteli lipoprotein’in (HDL)
disik olmasi, tatin kullanim, hipertansiyon, diyabet, erkek cinsiyet, egzersiz
eksikligi, obezite ve stres aterosklerotik kardiyovaskuler hastalik igin dnemli risk
faktorleridir (2).

Koroner arter hastaliklarimin en 6énemli belirtisi; miyokardin gegici iskemisi
olarak kabul edilen ve gogus agrisi olarak kendini gosteren anjina pektoristir. 65
yasin Ustiinde olan erkeklerin % 20’'sinde, kadinlarin ise % 13'lUnde rastlanan bir
bulgudur. Bu agrimin altinda yatan baslica sebep bir veya daha fazla koroner
arterlerde gordlen daralmadir. Stabil veya stabil olmayan angina olarak
degerlendirilen anjina pektorisde hekim tarafindan tedbir alinmaz ise, karsilasilacak
durum myokard infarkttsttr (MI). MI, koroner arter tikanmast nedeni ile gorilen
irreversibl iskemi, yani kalp kasimin 6lumudir. Sik rastlanan ani élimlerin baslica
nedenlerinden biri olup altta yatan sebep ise yavas yavas gelisen aterosklerozdur (3).

Endotel kaygan, parlak yuzeyli, vazodilatasyona egilimli bir yapidir. Ancak
sigara, hipertansiyon, diyabet, dislipidemi, obezite gibi bilinen vaskiler risk
faktorleri, mekanik, hemodinamik ve simik etkiler endotelin bu yapisint bozarlar.

Hipertansiyon, hiperhomosisteinemi, hiperlipidemi, sigara, ileri yas ve
ateroskleroz endotel disfonksiyonunun O6nde gelen nedenlerindendir (4). Bugin



vaskiuler endotelin, dolasimla cevre dokular arasinda yalmzca yapisal bir bariyer
olmadigi, aym zamanda fizyolojik ve patolojik uyarilara yant olarak vaskler
hemodinamiyi etkileyen mediyatorler de salgiladig: bilinmektedir (5).

Endotel hasari, endotel tarafindan vaskiler adhezyon molekillerinin
ekspresyonuna  yol acar. Monositler adhezyon molekiillerine  baglanarak
subendotelyal bolgeye gecerler. Inflamatuar cevap, monositlerden olusan
makrofajlarla T lenfositlerin spesifik alt gruplart tarafindan olusturulur ve bu
hiicreler aterogenezin her evresinde vardir. Inflamasyon ilerledikge kandan goc eden
ve lezyon icinde ¢ogalan makrofaj ve lenfositlerin sayisi artar. LDL, damar duvarini
gegerek okside olur. Okside LDL sitokinlerin salinmminda artisa ve nitrik oksit (NO)
Uretiminin inhibisyonuna neden olur (6).

Endotel ve diiz kas hicrelerinden salgilanan makrofaj koloni stimule edici
faktorler, monositler Gzerinde okside LDL’leri tamyan ¢Opgl (scravenger)
reseptorleri Uretirler. T hicrelerinden salinan sitokinlerle monositler, makrofajlara
donisur ve okside LDL’leri bu reseptorler araciligiyla iclerine alarak kopuk
hiicrelerine donusurler. Bu hicreler aterosklerozun éncil hiicreleridir (7). Endotel
hasar1 devam ettikge trombositler de endotele yapisir. Monosit adezyonu, diz kas
hiicre gocu, makrofaj ve diiz kas hiicrelerinde lipid birikimi devam ederek intimada
kopuk hicre birikimini arttirr ve makroskopik olarak yagli cizgilenmelerin
gorilmesine yol acar (8). Duiz kas hicreleri tarafindan kollgjen ve ekstraselltler
matriks sentezlenir. Sonucta lipid dolu gekirdegi endotelyal ytizeyden ayiran fibroz
sapka olusur ve plak stabilize olur (9). Baslangicta arter duvar: kalinlastikca limen
cap: giderek bilyir ve arter genisleyerek yeniden sekillenir. Belli bir noktadan sonra
daha fazla genisleme olmaz, lezyon arter lumeni igine dogru buydr ve lumeni
daraltarak kan akimim engeller (10). Ozellikle ileri lezyonlarda olusan hassas
plaklar, lumen trombozuna yol agabilecekleri igin tehlikelidirler (11).

Ali¢ bitkisinin meyve ve ciceklerinde antioksidan ozellikteki flavonoidler
(6r.flavanlar), vitaminler (6zellikle C vitamini), saponin, organik asitler, eter yag: ve
sekerler basta olmak Uzere insan sagligi bakimindan faydali birgok bilesen
bulunmaktadir. Ali¢ agacimin yaprak, cicek ve meyveleri kalbin dizenli ¢calismasini



desteklemek ve kalp-damar sistemi fonksiyonlarimt normalize etmek igin
kullamImaktadir (12).

Calisma konumuzu Crataegus tanacetifolia (Poir.) Pers. (Kotan alici) tari
alic bitkisinin antihiperlipidemik etkisi olusturmaktadir. Crataegus tanacetifolia
tlkemizde Karadeniz, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bolgelerinde dogal olarak yayilis
gbgeren endemik bir turdir. Malatyada ise Hekimhan dolaylarinda kaydi
bulunmaktadir. Calisma konusunu olusturan 6rnekler Malatya ili, Arapgir ilges,
Suceyin Kdytinde, 20.09.2011 tarihi, yaklasik 1200 m rakimda toplanmustir.

Sirke de insanlar tarafindan binlerce yildir baharat ve gida koruyucu olarak
kullanilan bir gida maddesidir. Sirkenin antibakteriyel 6zelligi disinda kan basincini
distrmesi, kardiyovaskiler hastaliklari azaltmasi, antioksidan aktivitesi ve besin

metabolizmasini diizenlemesi gibi insan sagligina yararlari hakkinda birgok galisma
yapilmistir (13).

Bu calismada hem ali¢ (Crataegus tanacetifolia) meyvesinin hem de ali¢
sirkesinin deneysel olarak hiperlipidemi olusturulan ratlarda meydana gelen endotel
doku hasar1 ve yiksek kan lipid dizeylerine karst koruyucu ve tedavi edici
etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Bu baglamda hiperlipidemik ratlarda
hiperlipidemi olusumunu ve ali¢ tedavisinin uygulanmasi sresince gbzlenebilecek
degisimleri izlemek amaciyla plazma trigliserid, total kolesterol, trigliserid, HDL,
LDL duizeylerinin yan sira endotel hasarimi degerlendirebilmek amaciyla VCAM-1,
P-Selektin, NO,, Total nitrit ve Homosistein diizeyleri l¢ulmastur.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Endotd

Endotédl; hiicre tabakasi vaskiler diz kas ile damar Itimeni arasinda uzanan,
bazal membran Gzerine yerlesmis, damarlarin i¢ ylzeyini doseyen tek sira yassi
hicrelerden meydana gelmistir. Eskiden sadece mekanik bir bariyer oldugu
distndlen endotelin, bugin vaskiler tonusu, hiicre cogamasini, trombositlerin ve
I6kositlerin damar duvart ile etkilesimini diizenleyen, tromboregtilator molekdlleri ve
blyume faktorlerini sentezleyebilen, fiziksel ve kimyasal uyarilara yant veren bir
doku oldugu bilinmektedir (4).

DAMAR G YOZEYI DOZKAS TABAKASI

EMDOTEL ALTY
EMDFITEL BOSLLK

Sekil 2.1. Endotel tabakasi ve damar yapisi (14)

YUzeyindeki glikoproteinler ile glikozaminoglikanlarin  negatif  yuk
kazandirdig1 endotel hicreler, hiicresel ve hormonal molekillerle etkilesim icinde
olduklarindan c¢ok sayida reseptor tasimaktadirlar. Trombosit agregasyon
inhibisyonu, koagulasyon aktivasyonunun inhibisyonu, fibrinolizis fonksiyonlar: ile
pihtilasmay1 dnleyici bir ylzey olusturmak, ayrica doku ve dolasim arasinda madde
aligverisi, vaskiler tonusun dizenlenmesi, I6kosit ve trombosit adhezyonunun
regilasyonu gibi gorevleri vardir (15).



2.2. Endotel disfonksiyonu

Endotel kaygan, parlak yuzeyli, vazodilatasyona egilimli bir yapidir. Ancak
sigara, hipertansiyon, diyabet, dislipidemi, obezite gibi bilinen vaskiler risk
faktorleri, mekanik, hemodinamik ve simik etkiler endotel yapisimi bozarlar. (16).

o HT
Dislipidemi iskemi KAH
Sigara \\“I I v 4 Homosislein
/)\ Oksidatif stress
.f/V
& ENDOTEL j
Fanksiyon Bozukiugu
MO azalmas:
ACE ariisi
Angiatensin |l artigi
Inflamatuvar belireyicilenn arts
| | |
PAaK1 VCAM, Endatalin-1 GIH Proteciz
| ICAM-1 |
L v ¥ ¥ l

Tromboz inflamasyon  Vazokonstriksiyon  Remodeling  Plak riptur

Sekil 2.2. Kardiyovaskiler risk faktorleri ve endotel disfonksiyonu iliskisi (17)

Bugiin vasktiler endotelin, dolasim ve cevre dokular arasinda yalnizca yapisal
bir bariyer olmadigi, aym zamanda fizyolojik ve patolojik uyarilara yanmit olarak
vaskiler hemodinamiyi etkileyen mediyatorler de salgiladigi bilinmektedir.
Endotelden kaynaklanan bu mediyatérler damar tonusunun ayarlanmasinda, hem



dilatator hem de konstriktor maddeleri belli bir dengede salgilamaktadir. Bunu hem
cevresindeki degisiklikleri algilayarak hem de vazoaktif maddeler salgilayarak yapar

(5).
2.2.1. Endotelden kaynaklanan mediyatorler
2.2.1.1. Kuguk molekuller

- Histamin

- Serbest radikaller

- EDRF (Endotel kaynakl1 releksan faktor)=Nitrik Oksit
- Endotel kokenli konstriktor faktor

- Endotelyal kaynakl1 hiperpolarizan faktor (EKHF)

- Adnedozin

- Ctipi atriyal natridretik faktor

- Anjiotensin |

- Endotdlin-1

2212 Lipidler

- Progtaglandinler (PGI2, prostasiklin, tromboksan-A2)
- Lokotrienler
- PAF (Trombosit aktivasyon faktor)

2.2.1.3. Proteinler
- Buyume faktorleri (PDGF)
2.2.1.4. Adhezyon molekdlleri

- ICAM (intraseltler adhezyon molekdl)

- VCAM (vaskiler adhezyon molekiil)

- PECAM (Platelet endotelyal hiicre adhezyon molekil)
- E-selektin

- P-selektin



2.2.1.5. Matriks protenleri
- Heparan siilfat
2.2.1.6. Pihtilagsma faktorleri

- t-PA (doku plazminojen aktivatori)
- PAI-1(plazminojen aktivatdr inhibitori-1)
- VWF (von Willebrand fakttr)

2.2.1.7. Antijenler
- MHC-V(major histocompatibiliti antijeni-V)
2.2.1.8. Enzimler

- ACE/ Reseptorler (18,19).

Endotel kaynakli gevsetici faktor (EKGF) olarak da bilinen nitrik oksit (NO)
eslesmemis bir elektron tastyan yiksiz bir molekdldir. NO'in bu 6zelligi onu essiz
bir mesgjci yapar. Yani yuksiz oldugu icin membranlardan kolayca geger,
eslesmemis bir elektrona sahip olmasi nedeni ile hizli reaksiyona girer, yar1 6mri 20-
30 sn dir (20). NO, L - arjinin guanidin N terminalinden nitrik oksit sentaz (NOS )
enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile sentezlenir.

L-Arjinin +O, _NOS » Sitrdlin + Nitrik Oksit
NADPH

Sekil 2.3. L-Arjinin-Nitrik Oksit yolu (21)

NOS'1n inhibisyonu ¢ogu vaskiler dokuda vazokonstriksiyona ve sistemik
arteriyal kan basincinda artmaya neden olur. NO yapimi, endotele bagimli
relaksasyonun temelini olusturur. NO, endotel hiicresinde sentezlendikten sonra
damar duz kas hicrelerine difiizyonla girerek relaksasyon saglar. Endotel hticres,
NO'i sadece damar diiz kaslarina dogru salgilamaz, aym zamanda damar |imenine

dogru da salgilar. Endotel kaynakli NO, ayni zamanda siklik guanozin monofosfat



(cGMP) bagimli mekanizmayla trombositlerin adezyonunu, aktivasyonunu,
sekresyon ve agregasyonlarint inhibe eder. Bu 6zellik, endotelin NO Uretiminin
azaldhg1 ateroskleroz gibi durumlarda klinik 6nem kazanmir (22). Endotel baslica
vazodilatér olarak NO salgilamakla birlikte daha az vazodilator etkisi olan
prosasiklin  (PGl;) ve endoted kaynakli hiperpolarizan faktor (EKHF)
salgilamaktadir. Endotel, endotelyal vazodilatatorler NO, EKHF, PGIl; disinda
vazokonstriktor anjiotensinojen, vazokontriktor prostoglandinler, trombosit aktive
edici faktor (PAF) gibi kontraksiyon yapan mediyatorler de salgilar. Endotelinl,
endotelde baskin olarak sentezlenen endotelin tipi olup damar diiz kasinda 6zel
Endotelin A reseptdriine baglanarak vazokonstriksiyona ve hiicre blytimesine neden
olmaktadir. Bunun aksine, Endotelin B reseptorleri ise NO salimm araciligiyla
vazodilatasyona yol agmaktadir (23). Endotel disfonksiyonu aterosklerotik stirecteki
en Onemli mekanizmalardan biridir. Klasik ve yeni belirlenen risk faktorleri
endotelde vazodilatatdr cevabin azalmasina yol agan kronik hasarlar yaratirlar.
Bdylece endotelde olusan vazokonstriksiyon, inflamatuvar hicrelerin birikimi, diz
kas hiicrelerinin migrasyonu, sitokin tretiminin artis1 gibi olaylar aterosklerotik plak
olusumuna neden olurlar. Endotel disfonksiyonu yalmz plak olusumuna neden olan
aterosklerotik surecin ilk basamagi olmakla kalmaz, ayrica olusan plagin
blyUmesine, ¢catlamasina ve trombojenik olaylarin tetiklenmesine de neden olur (24).

2.3. Hicresel adhezyon molekulleri

Endotelyal hiicrelerle I6kositler arasinda adheziv etkilesimi saglayan bir grup
hiicre yuzey molektlinin 1980’li yillarin ortalarindan itibaren molekuler olarak
belirlenmesi, adhezyon molekdlleri ile ilgili bilgilerimizin hizla artmasina neden
olmustur. Daha sonraki yillarda adhezyon molekdllerinin, histogenez, embriyogenez,
hiicre biyimesi, hiicre farklilasmasi ve inflamasyon gibi olgularin diizenlenmesinde
gorev aldiklar1 belirlenmistir. Adhezyon molekilleri fonksiyonlarina ve yapilarina
gore bes ayr1 simifta incelenmeye baglandi. Bunlar;

1-Selektinler,
2-integrinler,

3-immiinglobulin stiper ailesine ait adhezyon molekilleri



4-Kaderinler
5-Proteoglikanlar (25,26)
2.3.1. Selektinler

Tamyic1 olarak karbonhidratlari kullanan adhezyon molekilleri olup
lenfositlerin yerlesmesinde (homing) rol alan, ayrica aktivasyon sonucu endotel
hiicrelerinde ve trombositlerde beliren ylzey proteinleridir (26). Selektinlerin
yapisinda reseptorlere baglanmayi saglayan lektin bolgesi vardir. Bir adet epidermal
growth faktor (EGF) bdlgesi, sayilar iki ile dokuz arasinda degisen kompleman
baglayan bolge, kisa bir transmembran parcasi ve kiicik bir intrasitoplazmik parca
icerirler (27).

Kompleman
baglayvan
EGF  domainler
* ”

L
Transmembran parca

Lektin Intrasitoplazmik parga

Sekil 2.4. Selektinin yapisi (27)
Bulunduklar1 hiicre ¢esidine gore;
Lokosit (L)-Selektin
Endoteliyal (E)-Selektin
Trombosit (P)-Selektin olarak isimlendirilirler.

2.31.1 L-sdektinler (CD62L): (L eukocyte endothelial cell adeson molecule-
1; LECAM-1)

Bu ailenin ilk tanimlanmis en kiglk selektin molekulldir. Lokostlerde
yapisal olarak bulunur ve endotel hicresindeki ligand: ile etkilesir.. L-selektin;
kemik iliginden, protimosit, dogal T ve B hicreleri, bellek hicrelerinin bir alt grubu,
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monosit ve granulositler Uzerinde yapisal olarak eksprese edilir. Notrofillerin
inflamasyon bolgesine toplanmasi igin gerekli yuvarlanma safhasindan sorumludur.
L-selektinin diger selektinlerden farki, hiicre aktive olduktan sonra diger
selektinlerden daha hizl1 bir sekilde hiicre membraminda yer almasidir.

2.3.1.2. E-selektinler (CD62E): (Endothelial leukocyte adhesion molecule-
1; ELAM-1)

Endotel hiicre ylzeylerinde; endotoksin, Timor Nekrozis Faktoér (TNF) yada
Interlokin-1 uyarist sonucu baskilamir. Lokositlerin  gevsek olarak endotele
tutunmasin saglarlar. P -selektinle birlikte nétrofil adezyonunda ve 16kosit gogiinde
gorev yaparlar. E-selektin sadece endotel hicrelerinden salimp, monosit ve
granulositlerin adezyonunu kolaylastirir.

2.3.1.3. P-selektinler (CD62P): (Granule membrane protein—140; GM P—
140/ Platelet activation dependent granule to external membrane; PADGEM)

P-Selektinler en blyUk selektin molekilil olup trombositler ve endotel
hiicreleri tzerinde bulunurlar ve E-selektinlerle birlikte I6kositlerin endotel Gzerine
gevsek olarak tutunmalarini saglarlar. Notrofiller, monositler, T bellek hiicrelerinin
bir alt grubu, akciger, meme ve kolon kaynakli cesitli karsinomlar P-selektin
baglayan ligandlar1 eksprese ederler. Histamin ve trombinle P-Selektin ekspresyonu
¢ok hizlt bir sekilde belirir. Bu gruptaki selektinler; trombin, histamin ve kompleman
fragmanlar1 gibi ¢esitli mediatorlerle uyarilabilir. Ancak endotel hiicrelerine 6zgin
Weibel-Palade cisimcikleri ve trombositlerde bulunan a granillerinde P-selektinler
hazir olarak da bulunduklar1 i¢in o grantllerin membrana flizyonu ile P-selektinler
cok hizli olarak eksprese olabilirler (28).

2.3.2. integrinler

Integrinler Ca" baglh hiicre-hiicre ve hiicre-matriksi etkilesmesini saglayan
heterodimerik membran reseptorleridir. Yani, ekstraseltler matriks ile intraselller
ortam arasinda integrasyonu saglayan hicre yuzeyi glikoproteinleri olmalart
sebebiyle ‘‘integrin ailesi” denilmektedir. Ancak integrinler, hicre-ekstraselller
matriks etkilesimleri kadar hticre-hiicre etkilesimlerinde de 6nemlidir. integrinler alfa
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ve beta zincirlerinden olusan heterodimer bir yapiya sahiptirler. Farkli 14 adet alfave
8 adet beta zincirinin degisik kombinasyonu ile 20 adet integrin olusmustur. Beta alt
grubu ile birlesme 6zelliklerine gore iki alt gruba ayrilirlar. En genis grup beta-1
integrinler olup, bunlar; lenfosit ytizeyinde aktivasyonu izleyerek 2-4 hafta gibi geg
olarak ortaya giktiklarindan, Very Late Activation Antigen (VLA) olarak da bilinir.
Ekstraseliler matriks proteinlerine (fibronektin, laminin, kollajen, vitronektin)
baglandiklarindan, yara iyilesmesinde rol oynarlar. T lenfosit migrasyonunda,
ekstraselller matriks proteinlerine tutunmay1 saglayan matriks reseptoridirler. Beta-
1 ailesinden yalnizca VLA-4, ekstraseliler matriks proteinleri disinda, immino-
globulin stiper ailesinden VCAM-1'e baglanarak, lenfosit trafigi ve yapismasinda
etkili olur. Hicre-matriks ve hticre-hticre adhezyonundaki rollerine ek olarak, beta-1
integrinler, gesitli virtslerin (HIV tip 1 gibi) ve bakterilerin memeli hicrelerine
girmelerini de kolaylastirirlar. DOrt Uyesi olan beta-2 integrinler, Ozellikle
|6kositlerde bulunduklarindan, 16kosit integrinler olarak da bilinirler. Bunlar icinde,
LFA-1; imminglobulin siipergen ailesinden ICAM molekdlleri ile birlesme 6zelligi
ile 16kositlerin inflamasyon alanina gocgtinde, NK ve sitotoksik T lenfositlerinin hedef
hicreleri 6ldirmesinde 6nem tasir. Mac-1 ve p150/95, aym zamanda kompleman
reseptorleri olarak da galisirlar (29).

2.3.3. immiinglobulin siiper ailes

Yapisal olarak Ig lere benzedigi icin bu adi almis olup yapisinda olarak bir
transmembran kisim ve stoplazmik kuyruk bulunmaktadir. Bu aile molekl cesitliligi
bakimindan oldukga zengindir. Ailenin her Uyesi, degisik miktarlarda Ig benzeri
bdlge igerirler ve antijen tamma ve hiicre adhezyonunda dnemli rolleri vardir (30).

2.3.3.1. ICAM-1 (intra sdliiler adhezyon molekiilii-1) (CD54)

Endotel hicresi, lenfositler, monositler, diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda
eksprese edilen Ig sliper ailesinin bir tyesidir.

2.3.3.2. ICAM-2 (intra sdliiler adhezyon molekiilii-2) (CD102)

Endotel hiicrelerinde, monositlerde ve lenfositlerde eksprese olur, fakat
proinflamatuar sitokinler ekspresyonunu etkilemez. ICAM-1’'den farkli olarak iki Ig
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benzeri bGlge igerir. Mac-1 baglaoma bolgess o bolgesi olmadigindan
bulunmamaktadir.

2.3.3.3. ICAM-3 (intra sdliiler adhezyon molekiilii-3) (CD50)

Endotel hicrelerinde bulunmayip yalmzca |6kostlerde bulunur ve T-
lenfositlerin adhezyonunda rol alir. ICAM-1'e yapisal olarak ¢ok benzer, tek farki

U¢lncti 1g bolgesine Mac-1 baglanmaz.
2.3.3.4. ICAM-4 (intra seliiler adhezyon molekiilii-4)
Eritrositlere 6zgudur.
2.3.3.5. ICAM-5 (intra sdliiler adhezyon molekiilii-5)
Beyne 6zgudur (31).
2.3.3.6. VCAM -1 ( Vaskuler hiuicre adhezyon molekilu-1)

VCAM-1, aktif endotel hicrelerinde, doku makrofgjlarinda, dendritik
hicrelerde ve kemik iligi fibroblastlarinda bulunur. T lenfositlerin, monositlerin ve
eozinofillerin endotel hiicrelerine adhezyonu ile gérevlidir (5). Lokositlerde bulunan
VLA grubu integrinler ile iligskiye girer. Endotel hicreleri, antijen sunan htcreler,
kemik iligi stromal hiicreleri, embriyonik doku ve sinoviyal dokuda eksprese olurlar.
Inflamasyon alanina lenfosit ve I6kosit gocli ile lenfosit aktivasyonu ve ko-
stimilasyonuna katilirlar (25).

2.3.3.7. Noral hiicre adhezyon molektlt (NCAM, CD56)

Noral krest hicreleri, néral hiicreler, astrosit ve miyoblastta eksprese olur,
embriyogenezde normal doku mimarisinin gelisimi ve hicre bliyimesinde izlenen

kontak inhibisyonuna katilirlar.
2.3.3.8. PECAM-1 (CD31) (Trombosit endotelyal adhezyon molekili)

Trombosit endotel adhezyon molekili-1(PECAM-1);CD31 ve endoCAM
olarak da bilinen, 130 kilo dalton (kDa) agirliginda immtnoglobulin stiper ailesinden
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bir molekuldir (5 polimorfonikleer hiicreler, monosit, trombosit, notrofil ve endotel
hiicresi Uzerinde eksprese olur).

2.3.3.9. LFA (Lokosit fonksiyonlu adhezyon molekili)

Lokosit, eritrosit, endotel, epitelyal hicreler ve fibroblastlar (zerinden
eksprese olurlar. Ug alt gruptan olusurlar.

2.3.3.9.1. LFA- 1(L6kosit fonksiyonlu adhezyon molekili-1)

Adhezyona bagli lenfosit fonksiyonlar: igin gerekli molekdl olup antijenler
yarchimiyla T-hiicre uyarilmasi, sitotoksik T-hlicre fonksiyonu ve lenfositin endotele
tutunmasi igin gereklidir.

2.3.39.2. LFA-2 (CD2),( Lokost fonksiyonlu adhezyon molekiili-2)

T-hlcresi ve NK hiicresi tzerinde eksprese olurlar, LFA-3'e baglanarak T-
hiicrenin hedef hiicreye adezyonu, T-hlcre aktivasyonu ve ko-stimilasyonuna
katilirlar.

2.3.3.9.3. LFA-3 (L 6kosit fonksiyonlu adhezyon molekiilti-3) (CD58)

Lokosit, eritrosit, endotel ve epitelyal hicreler, fibroblast Gzerinde eksprese
olurlar. CD2 ye baglanarak, T-hiicrenin hedef hiicre ve antijen sunan hicreler ile
iliskisine, T-hiicrenin ertrositler ile adhezyonuna (rozet olusumu) aracilik ederler
(28).

2.3.3.10. Junctional adhesion molecule (JAM)

Endotelde hicre-hiicre komsulugunda yer alan “junctional” adhezyon
molekulleri (JAM)'de fonksiyonel olarak PECAM-1'e benzer (3). JAM endotelyal
hicrelerde, hicreler arasi kavsakta yapisal olarak bulunan bir molektldir. JAM’1n
monosit transmigrasyonunda 6énemli bir rol oynadig: distintlmektedir (25).
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2.3.4. Kaderinler

Kaderinler, molekiler agirliklart 120.000-140.000 kDa arasinda degisen yapi
ve fonksiyonlar1 agisindan Ca'™®a bagimli transmembran proteinlerdir. Kaderinler
Uzerinde bulunduklar1 dokulara gore isimlendirilirler ve bugin bilinen bes kaderin
grubu vardir (32).

2.3.4.1. E-kaderinler
Epitel hiicrelerinde eksprese olurlar.
2.3.4.2. P-kaderinler

Plasentada eksprese olurlar ancak belirli donemlerde diger dokularda da
bulunduklar1 bildirilmistir.

2.3.4.3. V-kaderinler

Endotel hiicreleri Uzerinde eksprese olurlar.

2.3.4.4. N-kaderinler

Noral dokularda ve kas hiicrelerinde eksprese olurlar.
2.3.4.5. H-kaderinler

Kalp kasinda eksprese olurlar (33).

2.3.5. Proteoglikanlar

Dort biyiuk adhezyon molekillu ailesine ilaveten son zamanlarda Gnem
kazanmig bir gruptur. En Oonemli molekili CD44 (Hermes-1,Pg p-I)'dir. Cok
fonksiyonlu ve cok farkli sekillerde bulunabilen bir transmembran hyalurinat
reseptorudir. Endotel ve epitelyum hicresinde, kondrositlerde, fibroblast ve
|6kositlerde bulunur (26).



Tablo 2.1. Adhezyon molekdilleri ve ligandlar (27)

Tablo 1. Adezyon molekiilleri ve ligandlar.
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Adezyvon molekiilii Dagilim Ligandlar: Fonksiyon
Selektinler
E-selektin (CD62E) Endaotel hiieresi PSGL-1"de bulunan Tutunma, yuvarlanma

P-gelektin (CDA2F)

L-selektin (CD62L)

Selektin hgandlan
E-selektin ligand (ESL-1)
P-seleltin ligand-1
(PSGL-1/CD162)

integrinler

oy fy(CD49/CD20) (VLA-4)

a By (CD11a/CD18) (LFA-1)
iyfls (CD11b/CD18) (Mac-1)

atyfly (CD11e/CD18) (F150,95)

aghy (CD11d/CD18)

fiy ailesi

a fis (gpllb/ILa){CD41/CDE1)

fir ailesi
oyfig (LPAM-1)
immiinglobulin siperailesi
ICAM-1 (CD54)
ICAM-2 (CD102)
ICAM-3 (CDa0)
PECAM-1 (CD31)

MAdCAM-1
VCAM-1 (CDL06)
JAM-A

JAM-B

JAM-C

Endotel hiicresi, trombosit

Liikosit

Liikosit
Liikosit

Lenfosit, bazofil, NK
eozinofil

Likositler

Nitrofil, monosit, NE,
enzinofil

Miveloid hiicreler
Likosit, eazinofil

Trombositler

Lenfosit, eozinofil, NK

Endotel hiicresi, lenfosit
Endotel hiicres:
Endotel hiieres:, lakosit

Likosit, platelet, endotel
hiicresi

Mukozal HEV

Endotel hiicres:
Endotel hiicresi, likosit
Endotel hiicresi
Endotel hiicresi, likosit

sialize, fukozile yapilar

PSGL-1"de bulunan
sialize, fukozile yapilar

CD34, MAdCAM-1

E-selektin
E-, P-, L-selektin

VCAM-1, fibronektin

ICAM-1, -2, fibrinajen
ICAM-1, fibrinojen, C3hi

ICAM-1, fibrinojen, C3bi
VCAM-1, ICAM-3

Fibronektin, fibrinojen
VvWE, vitronektin, PECAM-1

MAACAM-1, VCAM-1

LFA-1, Mac-1
LFA-1, Mae-1
LFA-1
PECAM-1, ayfy

L-selektin, o,fi,

VLA-4, a,fiy

JAM-A, LFA-1

JAM-B, JAM-C, VLA-4
Mac-1

Tutunma, yuvarlanma

Tutunma, yuvarlanma

Tutunma, yuvarlanma
Tutunma, yuvarlanma

Sik1 adezyon, migrasyon

Sk adezyon, migrasyon
Sik adezyon, migrasyon

Sik1 adezyon
Sik adezyon

Trombosit proliferasyonu
migrasyonu

Sik adezyon

S1k1 adezyon, migrasyon
Sik: adezyon
Sik1 adezyon
Sik1 adezyon, migrasyon

Yuvarlanma, sika adezvon
Sik adezyon

Sik adezyon, migrasyon
51k adezyon, migrasyon
S1k adezyon, migrasyon

VLA=4: Very late antigen, LFA: Leukoryte funetion assoclated antigen, VCAM-1: Vaseuler eell adhesion molecule, ICAM-1, <2, =3 Inter-
celluler adhesion molecule=1, =2, =3, PSGL-1: P-salectin glycopratein lgand-1, LPAM-1: Lymphocyte-Peyver's patch adhesion molecule-
1, MAACAM-1: Mucozal addresin cell adhesion molecule, C3bi: Inactive form C3b, PECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecu-
le, HEV: High endothelial verules, JAM-A, -B, -C: Junetional adhesion molecule-A, =B, -C.
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2.4. Hiperlipidemi

Son yillardaki teknolojik gelismeler sonucunda fiziksel aktivitelerin azalmasi
ve hayvansal Urtin tuketiminin artmasi insanlarda hiperlipidemi riskini de artirmustur.
Hiperlipidemi, lipid metabolizmasi bozuklugu sonucunda gelismekte olup, plazma
trigliserid ve lipoprotein dizeyinin yikselmes olarak ifade edilmektedir. Y ksek
seviyelerdeki LDL kolesterol, trigliserid, apoprotein B100, lipoprotein(a) ya da
dustk seviyelerdeki HDL kolesterol ve apoprotein Al hiperlipidemi olusumunu
yukselten faktorlerdir. Hiperlipidemi, damarlarin intima tabakas: altinda lipid
birikimi sonucu, hicresel-humoral reaksiyonlara sebep olup ateroskleroz olarak
bilinen vaskiler bozukluga neden olmaktadir. Ateroskleroz ise, koroner kalp
hastaligina (KKH)' a zemin hazirlayan faktorlerin basinda gelmektedir (1). Tim
dinyada 6nde gelen morbidite ve mortalite sebeplerinden olan kardiyovaskuiler
hastaliklarin patogenezinde ateroskleroz 6nemli rol oynar. Ateroskleroz, etkilenen
organin kan akiminin azalmasina, oksijen ve diger besin maddelerinden yoksun
kalmasina neden olarak dokuda iskemi ya da infarkttise yol acar. Damar duvarinda
lipid depolanmasi ve ardindan gelisen hicre proliferasyonu, aterosklerozdaki kan
akim azalmasinin esas nedenidir. Plazmada yiksek oranda kolesterol, ¢zellikle de
LDL ve TG bulunmasi, bunun yam sira HDL'nin distuk olmasi, titin kullanmim,
hipertansiyon, diyabet, erkek cinsiyet, egzersiz eksikligi, obezite ve stres
aterosklerotik kardiyovaskiler hastalik igin 6nemli risk faktorleridir (2).

2.4.1. Kolesterol

Kolesterol, hayvansal kokenli bir steroiddir; ilk kez 1775 yilinda insan safra
tasindan izole edilmis olup safrada bol miktarda bulunur. Kolesterol, lipit simifinin
blylUk bir alt grubunu olusturan steroidlerin bir Gyesidir; molekil yapisi, steroit
yapida bir steran halkasi igerir.
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Sekil 2.5. Kolesterolin yapisi (34)

Kolesterol hiicre membran bileseni olmasindan bagka, steroid hormon,
Vitamin D ve safra tuzlarinin sentezinde de 6nctll molekil olup diyetle alindig: gibi
(eksojen) viicutta da sentezlenir (endojen). insanlarda normal bir diyet 200-500
mg/gun kolesterol icerir. Kolesterol bagirsaga safra asitleri (800-1200mg/gin) ve
dokulen bagirsak epitel hicreleri halinde (300 mg/giin) girer. Bu kolesteroliin %30-
60’1 geri emilir. Kolesterol biyosentezinin asil merkezi karaciger ve santral sinir
sistemidir. Dokulardan emilmeyen kolesterol safra tuzlari olarak bagirsaktan ve
deriden atilir (35).

2.4.2. Trigliseridler (Triagilgliseroller)

Her bir trigliserid molekuld, bir molekul gliserin ve ti¢ molekil yag asidinin
esterlesmesinden meydana gelmistir. Bittn bu sekildeki dogal yaglar trigliseridler
diye adlandirilirlar ve bu yapilara nétral yaglar da denir. Y ag dokusundaki lipidlerin
%95’ i trigliseridlerdir (36).
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Sekil 2.6. Trigliseridin yapisi (37)

Triagilgliserol, baslica karaciger ve yag dokusunda sentezlenir. Endojen
triacilgliserollerin  buyuk kismu cok distk dansiteli lipoproteinlerin (VLDL)
bilesiminde, besinlerle alinan triagilgliseroller ise silomikron seklinde genel dolasima
katilmaktadir. LPL etkisi ile VLDL ve silomikrondaki triacilgliserollerden
serbestlesen yag asitleri, periferal dokular tarafindan alindiktan sonratekrar gliserolle
esterlestirilerek triagilgliserol halinde depolanir (38).

2.4.3. Lipoproteinler

Steroid hormonlarin ve safra asitlerinin 6n molekili olan kolesterol, diyetle
alinabildigi gibi, % 10 — 20'si karacigerde olmak Uzere cesitli vicut hicreleri
tarafindan da sentezlenebilir, bunun yaninda hicre membranlarinin  yapisal
komponentidir. Lipidler, plazmada tasinabilmeleri icin baglandiklar: hidrofilik
yapidaki  apoproteinler (Apo) ile lipoprotein denilen yapilari olustururlar.
Lipoproteinler ultrafiltrasyon yontemi ile ayrimlarina gore:

1.Silomikronlar,
2.Cok dusuk dansiteli lipoproteinler (VLDL),

3.Aradansiteli lipoproteinler (IDL),
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4.Dusuk dansiteli lipoproteinler (LDL),
5.Y Uksek dansiteli lipoproteinler (HDL),
6.Lipoproteina (Lp(a))seklinde adlandirilirlar.

Kolesteroliin blyik bolimi LDL ile tasinmaktadir; endojen trigliseridler
(TG) ise esas olarak VLDL ile tasinirlar. Kolesterolin ekstrahepatik dokulardan
karacigere tersine nakledilmesi islemi ise HDL ile gergeklestirilir (39).

2.4.3.1. Silomikron

Silomikronlar bagirsak mukoza hicrelerinde Uretilir ve diyetle alinan
trigliserid, kolesterol ve kolesterol esterlerini, lipidleri periferik dokulara tasirlar.
Blyukligt 100-1000 nm arasinda degisen yogunlugu <0.950g/mL, elektroforetik
mobilitesine gére incelendiginde orjinde yer alan, plazmanin en buyuk lipoprotein
molekllt silomikronlardir (40).

Apolipoprotain

Eolastercl Fosfolipid

Triagilglis=rol ve keolastersol
=steri

Sekil 2.7. Silomikronun yapisi (41)

Silomikronlar, plazma lipoproteinleri arasinda yogunluk olarak en kuguk,
boyut olarak en biytk lipoprotein grubunu olustururlar. Yapisinda bulunan
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trigliserid ana komponent olup silomikronlarin yaklasik %90 1n1, kalamni ise
fosfolipid, kolesterol, kolesterol esterleri ve apolipoproteinler olusturur.

Epitelyum hiicresinde olusan silomikronlar, ekzositozla lenf dolagimina ve
oradan duktus torasikus yolu ile kana aktarlirlar. Genel dolasima giren 6ncu
silomikronlar lenf ve kan dolasiminda HDL den aktarilan Apo C-Il, Apo C-lII ve
Apo E apolipoproteinlerini alarak olgun silomikron haline donusdrler (42).

Karaciger Ka raC |Q er

kaynakh

kolesterol
—_— YLDL

DL

LPL

I \ Z1da kaynakl)

£ ! Safra kolestarol
# . .

. .LDL asitleri l

Hugresel Ly, .Lﬂ .Lﬂrp . \
kolesterel ;
— dlisk HOL, HDL, ,
o Sllomikron '2(
. LPL kalintist ?‘
O O e— 7
b 4 Silomikron Silomikron g
Periferik .
Hilcraler Kan plazmasi Lenf sivisi Badirsak

Sekil 2.8. Silomikron metabolizmasi (43)
2.4.3.2. Cok Dusuk Dansiteli Lipoprotein (VLDL)

Yap1 ve kompozisyon olarak silomikronlara benzemekle birlikte trigliserid
icerigi daha az, kolesterol, fosfolipit ve protein igerigi daha fazladir. Partikdl
blyUkligl 25-100 nm arasindadir, yogunlugu <1.006 g/mL ve elektroforezde pre-f
mobilitesi gostermektedir. Y apisinda Apo C, Apo E ve Apo B-100 bulunmaktadr.
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Sekil 2.9. VLDL nin yapist (44)

VLDL ve silomikronlar arasindaki baslica farklar, sentez yeri ve tasidiklar:
trigliseridlerin tortdir (45). VLDL, en cok karacigerde sentezlenir, baslica gorevi
aclikta dokular icin gerekli endojen kaynakli lipitleri tagir, ancak bazi VLDL 'ler ince
bagirsakta sentezlenir ve safra kokenli yag asitleri ile endojen kolesterolin yeniden
emiliminde rol alirlar. Asir1 karbohidrat alinuna bagl olarak karacigerde endojen yag
asitlerinin sentezi ve karacigere serbest yag asitlerinin giris izimin fazlalastigi
durumlarda VLDL sentezinde artis gorulir (46). Fonksiyonlar: trigliseridleri
karacigerden periferik dokulara tasimaktir. VLDL’ler dolasimda bircok yapisal
degisiklige ugrarlar. Trigliseridler lipoprotein lipaz enzimi tarafindan yikilir, bu
durum VLDL nin boyutlarimin kictilmesine ve daha yogun olmasina neden olur. C
ve E apolipoproteinlerinden olusan yuzey bilesenleri HDL'ye transfer edilir. Son
olarak, kolesterol esterleri HDL'den VLDL'ye transfer edilir. Bu degisikliklerden
sonraVLDL, plazmada LDL’ye donusturdlir. (47,48).
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24.33.1DL

Plazma konsantrasyonu ¢ok dusiktir. VLDL metabolizmasinda bir ara Griin
olarak tammlanir. Partikdl blydklGgt ortalama 25-30 nm olup yogunlugu 1.006-
1.019 g/mL arasindadir. Elektroforezde yavas pre-p mobilitesi gosterir, baslica
protein yap: taslari Apo B-100 ve Apo E'dir. Karaciger tarafindan temizlenir ya da
hepatik lipazin etkisi ile LDL’ye doniserek katabolize olur (49).

2.4.3.4. Dusuk Dansiteli Lipoprotein (LDL)

LDL'nin asil gorevi periferal dokulara kolesterol saglamak olup bu islevi
hiicre membranlarindan serbest kolesteroll bosaltarak yaparlar. Kolesterol biittin
hiicrelerin membramnda bulunur, dolayisiyla her hicrenin membran yapisi igin
kolesterole ihtiyag vardir. Kolesterol hicre disi kaynaklardan elde edilebilir.
LDL’nin dokulara tasinmasinda en byUk roli, dokudaki reseptorle etkilesen Apo B—
100 oynar. LDL dokulara endositozla resepttr araciligi ile alinir. LDLyi alan baslica
dokular; karaciger, adrenal dokular ve yag dokularidir. Endositoza ugramis hticre
membranindaki LDL reseptorleri LDL partikdllerini hticre igine alir. Lizozomlardan
gelen asit karekterli lipazlarla LDL parcalanir ve icinde bulunan kolesterol
serbestlesir. Bu kolesteroltin bir kismut membran yapisini yenilemek izere membran
yapisina birlesir. Kolesterolun fazlast “agil KoA kolesterol aciltransferaz” araciligi
ile tekrar esterleserek hiicrede depo edilir. Bu arada LDL iginde bulunan
apoproteinler de hidrolize olur ve serbestlesen amino asidler hiicre icindeki amino
asid havuzuna girerler (50).

LDL, VLDL den daha az trigliserid icerir, ancak kolesterol ve kolesterol ester
diizeyi daha yuksektir. LDL yaklasik %75 lipid ( %35 kolesterol esteri, %10 serbest
kolesterol, %10 trigliserid ve %20 fosfolipid ) ve %25 proteinden olusur. Apo B-100
eser miktardaki Apo E disinda gergekte bu partikillerde bulunan yegéne proteindir
(52).
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Sekil 2.10. LDL nin yapisi (52)

Cogu laboratuvardatotal kolesterol, HDL ve trigliseridler 6lctilmekte, bundan
sonra epidemiyolojik calismalar i¢in oOnerilen Friedewald formilt ile LDL
hesaplanmaktadir. Ozellikle ekonomik olmasi nedeniyle diinyada en yaygin olarak
kullanilan yontemdir (53).

Friedewald formulu:
LDL kolesterol = Tota kolesterol - [HDL kolesterol + (trigliserid/5)]

Plazma trigliserid seviyesinin 400 mg/dl' nin Uzerinde oldugu durumlarda
LDL duzeyi bu formille dogru sekilde hesaplanamaz. Bu durumda ardisik
ultrasantrifj gibi yontemlerle ayr1 ayr1 6lglim yapmak gerekir.

2.4.35. Yuksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

HDL, 7-10 nm'lik capiyla lipoproteinlerin en kicuk olamdir. HDL, plazma
total kolesterolinin %20-35'ini tasiyan bir lipoprotein olup, yapisimin %50’ sini
protein, %50'sini lipitler olusturur. HDL’ nin lipit ¢ekirdeginde kolesterol esterleri
yer alir. Major apoproteinleri Apo A-l ve Apo A-II"dir, az miktarda da Apo E ve Apo
C'leri de icerir.
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Fosfolipit

Trigiliserit

Sekil 2.11. HDL’ nin yapisi (54)

HDL, dansiteleri dikkate alinarak HDL-1 (1.050-1.063 g/ml), HDL-2 (1.063-
1.12 g/ml) ve HDL-3 (1.12-1.21 g/ml) olmak Gzere t¢ simfa ayrilir. HDL’ nin kiguk
ve kure seklindeki ilk formu HDL-3 serbest kolesteroltin en iyi alicisidir. Alinan ve
esterlestirilen serbest kolesterolin miktar: arttikca partikilin boyutu da artar ve
HDL-2 meydana gelir. HDL-2 kolesterol esterleri tarafindan daha da zenginlesebilir
ve ayn1 zamanda Apo E edinebilir ve HDL-1 meydana gelir.

Dokularda Agir Serbest

Kolesterol
Serbest kol. E
Serbest Kol L L‘
HDL, » HDL, ___ %% _ HDL,(HDL-E)
LCAT '

LCAT

VLDL/IDL/ Artiklar

l

LDL Receptorleri

Karaciger

Sekil 2.12. HDL metabolizmast (55)
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HDL karacigerde sentezlenir ve kan dolasimina salinir. Fonksiyonlar; apo C-
[1"nin dolasimdaki bir deposu olarak gorev alirlar, ekstrahepatik dokulardan serbest
kolesterolti uzaklastirirlar ve esterlestirirler, kolesterol esterlerini VLDL den LDL’ye
yer degistirme reaksiyonuyla transfer ederler ve kolesterol esterlerini karacigere
tasirlar. HDL karacigerde yikilir ve ekstrahepatik dokulardan topladigi kolesterol
salwverilir. Bu kolesterol ya tekrar lipoproteinlere girer veya safra asidine dondsur
veya safrayla atilir (47,48).

2.4.3.6. Lipoprotein (a)

Yeni risk faktorlerinden olup karacigerde sentezlenir. Major lipid icerigi
kolesteroldir ve iki komponenti vardir. Bunlardan birincisi LDL’ye benzer ve apo
B100 molekilt ile baglhdir, digeri apo (a) glikoprotein molekiltudir. Lipoprotein
(&’'mn 6nemi plazminojen, faktér VII, protrombin ve plazminojen aktivatorine
yapisal  benzerliginden kaynaklamr. In vitro calismalar lipoprotein ()’ min
aterogenezde kolesterol kavramas: yoluyla direkt olarak ve fibrinolizi inhibe etmek
suretiyle  de  indirekt  olarak  rol  oynadigimi  gOstermistir  (44).

2 Fosfolipid
. : ?;\‘A )_,Lf?'* ' Serbest Kolesterol
( ! \'Llj
, 6?11‘ :,r; 5 Trigliserid

»)

M Kolesterol Ester

Lipoprotein (a)

Sekil 2.13. Lipoprotein a nin yapisi(56)
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2.4.4. Homosistein

Homosistein, protein yapisinda olmayan sllforli bir aminoasittir. Bu
aminoasit, diyetle alinan ve endojen proteinlerden sentezlenen esansiyel bir
aminoasit olan metiyoninin metil grubu alinmig bir tdrevidir. Remetilasyon yoluyla
tekrar metiyonine donuserek ya da transsilfirasyon yoluyla sistein, metilmalonik ve
2-metilsitrik aside doniuserek metabolize edilir (57).

Homosisteinin damar toksisitesi birbirinden farkl: birgok etmenin katilimiyla
ortaya cikar. Bunlar su sekilde siralanmaktadir:

1. Homosisteinin homosistin, karisik distlfidler ve homosistein tiyolaktona
otooksidasyonu esnasinda, hidrojen peroksit, slperoksit ve hidroksil radikali gibi
cesitli  sitotoksik reaktif oksijen tdrlerinin olusumunu  artirir.  Bunlar  lipid
peroksidasyonunu uyararak disik dansiteli lipoproteinin (LDL) oksitlenmesine,
dolayisiyla trombosit aktivasyona ve kimelenmesine yol acar. Endotelden
serbestlesen NO, slperoksit radikaliyle birlestigi igin tuketilir. Sonugta NO
araciligiyla gerceklesen endotel bagiml1 vazodilatasyon bozulmus olur

2. Hiperhomosisteinemi, endotelin antitrombotik Ozelligini protrombotik
yonde degistirir.

3. Homosistein damar diz kasindaki hiicre buyumesini arttirir. Htcre
disindaki matriks bilesenlerinin birikimini hizlandirir.

4. Damar diz kas hucresindeki kalsiyum salinimi ve damar resktivitesi
sonucu hiperhomosisteinemi artar (58).

Bu etkilerin neticesinde pihtilasma ve pihtt yikimi arasindaki  denge
pihtilasma yonine dogru kayar ve sonucunda tromboz ve ateroskleroz olusum riski
artar.

2.4.5. Hiperlipidemilerin smflandiriimas

Literatire bakildiginda hiperlipidemilerin siniflandirmasiyla ilgili  birgok
yaklasim oldugu gorilmektedir. 196011 yillarda Frederickson ve arkadaslari
tarafindan lipoproteinlerin elektroforetik mobilitesine gore dizayn edilen Fredrickson
siniflandirmasi, 1970'de Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan revize edilerek,
halen kullamlmakta olan son seklini  amstir  (59). Ancak Fredrickson

siniflandirmasimin klinik agidan yetersizligi, altta yatan genetik bozuklugu ve
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fizyopatolojiyi yansitmamas: nedeniyle, daha sonra birgok siniflandirma
gelistirilmistir. Halen ideal bir simflandirma sistemi olmamakla birlikte plazmada
artan lipit fraksiyonuna gore siniflandirma sistemi giiniimuizde ilgi gormektedir. Son
yillarda molekiler tam yontemlerindeki hizli ilerlemeler sayesinde ise Ozellikle
primer hiperlipidemi vakalarinda genetik taninin 6n plana ¢iktig: gorulmektedir.

Sik kullanilan siniflandirma sistemleri sdyle 6zetlenebilir;

Altta yatan hastalik veya nedene gére:

1. Primer (Genetik, Ailesel)

2. Sekonder

a) Endokrin-Metabolik

b) Non-Endokrin

3. Sporadik
Lipoproteinlerin elektroforetik mobilitesine gore
Patofizyolojik 6zelliklere gore
Plazmada artan lipit fraksiyonuna gore

2.4.5.1. Alttayatan hastalik veya nedene gére

Diglipidemiler yaygin olarak, primer veya sekonder dislipidemi olarak
siniflandirilmaktadir.

2.45.1.1.Primer vakalar

Genellikle lipoprotein metabolizmasinda rol oynayan proteinlerin isleyisini
bozan genetik bozukluklar sonucu ortaya ¢gikar (Tablo 2.).
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Tablo 2.2. Primer hiperlipidemiler (60)

Haitahk Mutant Gen Kalitim Sulcdike Artan Klinik

Lipoprotein
Allevi gilomikroenemi L oR 11" T Erlipdil ksantoma, HEM,
{Tip 1) Apn £l pankraalit
Alkevi Hiperkolesteralem| LOL reseptard oD 14500 [Heterozgot) LEL KEH, Tendon ksantoma
{Tip Ma) 1/10° (Homozigot) Ksantelezma
Ailevi defaktil apoB-100 Apo B oD 1/1000 LDL KKH, Tendadn kiantma
{Tip Ma)
0D Hiperkolosteralemi PCEKS oD ? LD Ksantom, KKH
{Tip Ha)
OR Hiperkolesterolemi ARM oR 110 LOL KKH, Tendon kiantoma
Tip Ra)
Sitosterolemi ABCGS-8 ORr 1110 LB KEH, Tendon kiantoma
[Tig RMa)
Paligenik Hip.kolesterolemi Pofigendc 1/30{7) LOL KKH, kiantom yok
{Tip Ba)
dAlbevi  kombineg  hiperlipidemi  ? oD 1200 LOLTG KKH
{Tiplib)
Al disbotalipoproteinemi  Apo E 0b i1at LOLTG TUberoeriptif ksantom,
(Tiphi) poriferik vaskiiler hastalk
Allevi hiperirighseridemi {TiplV) ? (] 17500 TG4 + KkH
Albed hipenrighseridem| (Tipy) LPL OD-0R ? TG T Kzantoma & KEH

Apo Cll

|-Ailesel hiperkolesterolemi (Tip Il hiperlipidemi)

1/500 oraninda gorulitr. LDL-C reseptori diizeyinde genetik bozukluk vardir
ve otozomal kodominant gegislidir. Tendon ksantomlar: ve erken yasta ateroskleroz
gorulur. LDL-k seviyeleri 200-400 mg/dl arasindadhr.

a) Poligenik hiperkolesterolemi

Endojen ve eksojen etkenler (k6tl beslenme gibi) bir aradadir ve genellikle
LDL-k dizeyleri 200-300 mg/dl arasindadir. TG seviyeleri normaldir, KKH riski
normal kolesterol degeri olan bireylerden 2-3 kat daha fazladir.

b) Monogenik hiperkolesterolemi

En cok gorilenler (olgularin %5’ inden azi), 19. kromozom defektlerine bagl
olup LDL-k’ nin tasinmasi, baglanmasi, hiicre igine alimimasi, yeniden kullanim ile
ilgili genlerde mutasyon olmasiyla ilgilidir. Bu olgularin heterozigot olanlarinda
LDL-k dizeyi 300-550 mg/dl arasindayken, homozigot olanlarinda 500" den baslayip
1000'li degerlere kadar cikabilmektedir. Ozellikle homozigot olgular cocuklukta ve
genglikte gelisen erken ateroskleroz ve komplikasyonlariyla ortaya cikabilirler.
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Heterozigot olgularin toplumda gorilme siklig1 binde 1-2 iken, homozigot olgularin
gorulme sikligr milyonda 1 civarindadir.

I1-Ailesel kombine hiperlipidemi

Sikhigi 1/200 civarinda olup, otozomal dominant kalitimli, siklikla total
kolesterol duzeyinin 250-350 mg/dl arasinda ve TG dizeyinin 250-500 mg/dl
arasinda oldugu lipid fonksiyon bozuklugudur.

[11-Ailesel hipertrigliseridemi (Tip 1V hiperlipoproteinemi)

Sikhgi 1/400-500'dur. Siklikla metabolik sendrom tablosunda gorulir.
Otozomal dominant gegislidir ve VLDL-k ve TG yuksek, HDL-k dusuktir.

IV-Ailesel disbetalipoproteinemi (Tip 111 hiperlipidemi)

Yaklasik olarak 1/5000 siklikta ortaya ¢ikar, anormal apolipoprotein E2
seviyeleri vardir. TG ve total kolesterol degerleri 300-1000 mg/dl arasindadir.
Lipoprotein elektroforezinde prebeta bandi genislemistir. Ksantomalar ve erken
ateroskleroz gorulebilir.

V-Ailesel silomikronemi (Tip | hiperlipidemi)

Cok nadir karsilanan metabolik bir bozukluktur, lipoprotein lipaz veya
Apolipoprotein C-1l eksikliginde ortaya ¢ikar. Genellikle hipertrigliseridemi veya
kombine hiperlipidemi tablosu iginde gorulir. Klinikte eruptif ksantomlar,
hepatosplenomegali, pankreatit gorulebilir.

VI-Lipoproten (a) hiperlipoproteinemis

Lipoprotein(a); antiplasminojen etkili, damar i¢i trombolizi inhibe edici etkisi
olan bir apoprotein icerir, bu nedenle aterojenik etkili bir lipoproteindir.
Lipoprotein(a) dizeyinin 30 mg/dl’ den yiiksek olmasinin ateroskleroz riskinde artisa
neden oldugu bildirilmistir.
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VII-Apo Al gen defekti

HDL-k'nin genetik dizeyde olusumu, olgunlasmast ve yikimi yamnda
ozellikle plazma TG seviyelerinden oldukca fazla etkilenir. Apo Al gen defektinde
Uretim hatasindan dolay1 HDL-k diizeylerinde duisuklUk vardir ve otozomal dominant
gecislidir.

VIII-Ailesel defektif apolipoprotein B-100

1/700-800 arasinda bir oranda apolipoprotein B 100 (Apo B 100) eksikligine
bagli hiperkolesterolemi oldugu bilinmektedir. Su ana kadar Apo B 100 eksikligi
olan vakalarin hepsinin heterozigot oldugu bildirilmistir. Homozigot olgularla ilgili
bilgiler yetersizdir, bu olgularda da total kolesterol dizeyleri 250-550 mg/dl
arasindadir.

2.4.5.1.2. Sekonder didipidemi

Tablo 2.3. Baslica Sekonder Dislipidemi Nedenleri ve Klinik Bulgulari
(61,62)

Sekonder neden Klinik bulgular

Obezite Artmis TG, azalmis HDL
Diabetes mellitus Artmis TG ve LDL, azalmis HDL
Kronik bobrek yetmezligi Artmis TG ve LDL, azalmis HDL

HIV (antiretroviral tedavi sirasinda) Artmis TG, TK ve HDL

Hipotiroidi Artmis TG, TK ve HDL
Nefrotik sendrom Artmus TK ve LDL
Obstriiktif karaciger hastalig Artrmis TK

Glikojen depo hastalig Artmis VLDL

Akut hepatit Artmis VLDL

ilaglar Cok degisken
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2.4.5.1.3. Sporadik

Hiperlipidemiye neden olacak hicbir bulgunun mevcut olmadigi vakalar,
hastanin klinik tablosuna gore sporadik veya poligenik olarak simflandirilabilir (59).

2.4.5.2. Lipoproteinlerin elektroforetik mobilitesine gére

1972 yilinda diinya saglik 6rgiti (WHO) tarafindan kabul goren Fredericson
siniflandirmasi asagida tablolarda gosterilmektedir (63).

Tablo 2.4. Frederickson siniflandirmasi (59)

Elektroforez Laboratuar Bulgular Mekanizma

I Silomikron artisi Yiksek TG, Disiik HDL LPL  veya Apo cli
eksikligi/yoklugu

lla Pre-Beta artisi Yiksek LDL Azalmus LDL katabolizmasi
Reseptor defekti, poligenik

llb Pre-Betave Yiksek LDL ve VLDL Artmig VLDL Gretimi
Beta artisi Bozulms LDL katabolizmasi

lll  Genis Betabandi  Yiiksek Kolesterol ve TG Anormal ApoE

Bozulmus IDL katabolizmasi

IV  Pre-Beta artisi Yiksek VLDL Bozulms VLDL katabolimasi
Siklikla diisiik HDL Diyetle asir alim
') Silomikron ve Yiksek TG wve VLDL, AzalmisLPL aktivitesi

Pre-Beta artisi Disiik HDL VLDL agini Gretimi
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Phato from the U.S. National Library of Medicine.

Dr Fredrickson, shown here in 1969, changed our understanding of lipid metabolism and parthologies.

Sekil 2.14. Dr. Donald Sharp Fredrickson (63)

*Fredrickson fenotip |

Serum silomikron konsantrasyonu ve belirgin olarak trigliserid yuksekligi
mevcuttur. Eger hipertrigliseridemi 2000 mg/dl'yi asarsa vicudun belirli
bdlgelerinde ksantomlar olusabilir, retinada lipid birikimi olabilir, hastalarda ayrica
pankreatit, hepatomegali ve splenomegali gortlebilir. Tedavi icin distk yag diyetli
beslenme 6nerilmektedir.

*Fredrickson fenotip l1a

Serum LDL, trigliserid ve apolipoprotein B seviyeleri de %90 Ustiinde
olabilir.
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* Fredrickson fenotip 11b

Serum LDL ve VLDL konsantrasyonlar: belirgin olarak yukselmistir, total
kolesterol, trigliserid ve apolipoprotein B dizeyleri de %90 Uizerinde olabilir.

* Fredrickson fenotip 111

Serum VLDL artiklar1 ve silomikron konsantrasyonlar: belirgin olarak
artmigtir. Total kolesterol ve trigliserid diizeyleri %90 Gizerindedir.

* Fredrickson fenotip 1V

Serum VLDL konsantrasyonlar:t belirgin olarak arthus olup distk HDL
diizeyiyle seyreder. Total kolesterol ve trigliserid diizeyleri %90 Gizerinde olabilir.

* Fredrickson fenotip V

Serum VLDL ve silomikron dizeyleri belirgin olarak artmis olup trigliserid
duzeyleri %99 tzerindedir (64, 65).

Didlipidemi tamsinda en az total kolesterol, trigliserid ve HDL-C duzeyleri
Olcllmeli lipoprotein analizi en az 12-15 saatlik agligi takiben yapilmalidir. Aksi
takdirde ozellikle trigliseridlerle ilgili parametrelerde yanlis sonuclar elde edilebilir.
Didlipidemi, tamim olarak serum tota kolesterol, LDL-C, TG, apo-B veya lipoprotein
(a) diuizeyinin %90 Uzerinde, HDL-C'Uin ise %10 altinda olmasidir. Distk HDL ve
yiuksek LDL kolesterol degerleri Ozellikle artmis ateroskleroz riskini beraberinde
getirmektedir. LDL ve VLDL'den farkli olarak HDL antiaterojenik etki gosterir; kan
akigkanlhigint artirir, ters kolesterol transportunu saglar, endotel fonksiyonuna
yardimci olur, tromboz gelisimini Onler. HDL dizeyinin 75 mg/dL’nin Uzerinde
olmasi uzun yasam sendromu ile iliskilidir. Ayrica total kolesteroliin HDL’ye oran
da mutlaka degerlendirmede goz 6nune alinmast gereken bir ol¢uttir. Bu oran
erkeklerde 6.4’'Un, kadinlarda ise 5,6' nin Uzerinde ise riskin arttigi belirlenmistir.
Normalde bu oranin 3.5-4.0 arasinda olmasi idealdir.



Hipertrigliseridemi de artmis kardiyovaskuler risk ile iliskilidir. Trigliseridler
apolipoprotein C-11I'ten zengin olduklarindan aterojenik 6zellik gosterirler ve
bununla birlikte koagulasyon egilimini arttirip kan akiskanligim azaltirlar (66).

2.4.5.3. Patofizyolojik Ozelliklere gore

i. Yapim artis1 (ailevi kombine hiperlipidemi, ailevi hipertrigliseridemi)

ii. Plazmaklirens defekti (ailevi hiperkolesterolemi, lipoprotein lipaz eksikligi)
iii. Yapim artigi+plazma klirens defekti (Tip V hiperlipoproteinemi)(68)
2.4.5.4. Plazmada artan lipit fraksiyonuna gore

Hiperlipidemilerin siniflandirilmasinda kullamilan giincel yaklagim, daha
kolay ve tedavi agisindan daha 6z olan, plazmada artis gosteren lipit fraksiyonuna
gore yapilan siniflandirma sistemidir. Bu sistemde hiperlipidemiler; kolesterol artist,
trigliserid veya ikisinin birden artis1 ile seyreden tipler olmak Uzere 3 sinifta
incelenmektedir. (60,61)

Tablo 2.5. Hiperlipideminin plazmada artan lipid fraksiyonuna gore

sitniflandirilmast

Hiperkolesterolemi Hipertrigliseridemi Mikst hiperlipidemi
1. Ailesel 1. Ailesel silomikronemi 1. Ailesel kombine
hiperkolesterolemi 2. Ailesel hiperlipidemi

2. Ailesel defektif hipertrigliseridemi 2. Ailesel
Apo-B100 3. Apo-Cll eksikligi disbetalipoprotei
3. Otozomal resesif nemi
hiperkolesterolemi 3. Hepatik lipaz
4. Otozomal dominant eksikligi

hiperkolesterolemi
5. Ailesel Sitosterolemi
6. Poligenik

hiperkolesterolemi
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2.6. Ateroskleroz

Koroner arter hastaliklarimin en 6nemli belirtisi; miyokardin gegici iskemisi
olarak kabul edilen ve gbgus agrisi olarak bilinen anjina pektoristir. 65 yasin tUstiinde
olan erkeklerin % 20'sinde, kadinlarin ise % 13'Unde rastlanan bir bulgudur. Bu
agrinin altinda yatan baslica sebep bir veya daha fazla koroner arterlerde goérilen
daralmadir. Stabil angina (SA) veya unstabil angina (UA) olarak degerlendirilen
anjina pektorisde hekim tarafindan tedbir alinmaz ise, karsilasilacak durum myokard
infarktsddr (M1). MI; koroner arter tikanmasi nedeni ile gorilen irreversibl iskemi,
yani kalp kasinin olimudur. Sik rastlanan ani 6lumlerin baslica nedenlerinden biri
olup bunun altinda yatan sebep ise yavas yavas gelisen aterosklerozdur (3,67).

Aterosklerozu anlatmadan 6nce aterom plagin olustugu damar sisteminin
yapisint inceleyelim. Saglikli kan damarlarinda ¢ tabaka bulunur: En i¢ kissmda
kanla temasta bulunan intima tabakasi, liminal yizde bulunan tek sirali endotel
hicreleri ve endoteli media tabakasina baglayan lamina elastika internadan meydana
gelir. Ortada bulunan tunika media, diz kas hicrelerinden ve bu hicrelerin
cevresinde bulunan kollgjen, elastin lifler ve glikozaminoglikanlardan olusur. En
distaise, gevsek bir bag dokusundan meydana gelen tunika adventisya mevcuttur.

Tunikaintima

Tunica intima endotelyum tabakasi, bunun bazal membram ve az miktarda
pirimitif mezensimal hiicreli bir bag dokusu tarafindan olusur.

Tunika media

Arter duvarimin en genis tabakasidir, tek bir hiicre tipinden, vaskiler diiz kas
hiicresinden olusmustur. Vaskiler diiz kas hticresi arterin hticre kitlesinin biytk bir
kismini ve mediamin bilegsenlerini olusturur. DUz kas hicreleri birbirlerine birlesme
yeri kompleksleri ile yapisan uzun hicrelerdir. Bu hicreler dairesel tabakalar
seklinde organize olmustur ve arter Iimenini konsantrik daireler seklinde cevrelerler.
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Tunika adventisya

Cevredeki bag dokusu stromasi icine devam eden bir bag dokusu yapisidir.
Ic kismu fibrézdir ve 6n planda kollgjen ve elastinden olusur. Media tabakasindan
uzaklastikca bunlarin yerini gevsek bag dokusu alir. Adventisya liflere ek olarak
fibroblastlar, mast hicreleri, adipositler ve sempatik sinir uglarim icerir. Normal
arterde medianin i¢ kism ve tim intima avaskilerdir (68).

Elastica interna

L imen

duz kas hicreler

- intima

Sekil 2.15. Kan damarinin yapisi (69)
2.6.1. Ateroskleroz patofizyolojis

Endotel hasari, endotel tarafindan vaskiler adhezyon molekillerinin
ekspresyonuna  yol acar. Monositler adhezyon molekillerine  baglanarak
subendotelyal bolgeye gecerler. inflamatuar cevap, monositlerden olusan
makrofajlarla T lenfositlerin spesifik alt gruplart tarafindan olusturulur ve bu
hticreler aterogenezin her evresinde vardir. Inflamasyon ilerledikce kandan goc eden
ve lezyon icinde cogalan makrofg] ve lenfositlerin sayist artar. Bu hlcrelerin
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aktivasyonu, hidrolitik enzimler, sitokinler, kemokinler ve biytme faktorleri gibi
lezyon harabiyetini daha da artiran maddelerin salinimina neden olur ve sonugta
fokal nekroz gelisir. Bunun sonunda, LDL’de damar duvarini gecerek okside olur.
Okside LDL sitokinlerin salimmminda artmaya ve nitrik oksit (NO) Uretiminin
inhibisyonuna neden olur (6).

LDL oksidasyonu, LDL fosfolipidlerindeki poliansatire yag asitlerinin
peroksidasyonu ile baslamaktadir. Bunun sonucu, lesitin lizolesitine dontismekte ve
Apo B kismu scavenger reseptor tarafindan tamnmasina yol agan kismi yikima
ugramaktadir ve vyapisindaki ApoB’nin lizin  kalintilarimn  dogal LDL'de
bulunmayan, malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonel (4-HNE) ile konjuge
olmasiyla oksidasyona 06zgu lipid-protein kalintilart olusmaktadir. Bu olay
hicrelerden slperoksit anyonlarimin  salimmi, membrana bagli  enzimlerin
(fosfolipazlarin) LDL'ye direkt etkisi, hiicre membranlari icinde olusan lipid
peroksitlerin LDL'ye aktarilmasi veya hiicre dis1 proteoglikanlara bagli LDL'nin
metal iyonlarinca katalizlenen peroksidasyonu sonucu olabilir (70).

Endotel ve duz kas hicrelerinden salgilanan makrofa) koloni stimule edici
faktorler monositler (zerinde okside LDL’leri tamyan c¢opcl (scravenger)
reseptorleri Uretirler. T hicrelerinden salinan sitokinlerle monositler, makrofajlara
donusur ve okside LDL’ leri bu reseptdrler araciligiylaiclerine alarak aterosklerozun
Oncul hicreleri olan kdpuk hicrelerine donusdrler (7).

Endotel hasar1 devam ettikce trombositlerde endotele yapisir, monosit
adezyonu, diz kas hicre gocgl, makrofaj ve diz kas hicrelerinde lipid birikimi
devam ederek intimada kopuk htcre birikimini artirir ve makroskopik olarak yagh
cizgilenmelerin gorulmesine yol agar (8). Yagl cizgilenmenin klinik 6nemi yoktur,
ancak bazi yagli gizgilenmeler, fibrin ve yag iceren gercek aterosklerotik plaklara
donusdrler. Bu durum hemodinamik zorlanma bdlgelerinde olur (71). Endotelyal
hasar bolgesindeki vaskiler diiz kas hiicreleri mediadan intimaya goc edip, prolifere
olurlar. Endotelden, trombosit ve makrofajlardan salgilanan B fibroblast Biytime
Faktort  (BFBF) ve Trombositten Kaynaklanan Blylme Faktort (PDGF) diiz kas
hiicre proliferasyonunu uyarirlar. Diz kas hicreleri tarafindan kollajen ve
ekstraselluler matriks sentezlenir. Sonugta lipid dolu ¢ekirdegi endotelyal ylizeyden
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ayiran fibréz sapka olusur ve plak stabilize olur (9). Baslangigta arter duvari
kalinlastikca limen capr giderek biytr ve arter genisleyerek yeniden sekillenir. Belli
bir noktadan sonra daha fazla genisleme olmaz, lezyon arter lumeni icine dogru
blydr ve lumeni daraltarak kan akimim bozar. Olusan plak, lipidden zengin bir
cekirdek ve etrafini saran ekstraselliler matriks proteininden olusur. Fissir olan
plakta fazla miktarda lipid golcugu ile kopik hicre infiltrasyonu vardir. Lipid
golctigt trombositten zengin trombis olusumu igin guclu bir substrattir (10).

Ozellikle ileri lezyonlarda olusan hassas plaklar, lumen trombozuna yol
acabilecekleri icin tehlikelidir. Hassas plagin Uzerine trombus eklenmesi kararsiz
anjina, myokard infarkttisil, ani kardiyak 6ltim gibi akut koroner sendromlarin en sik
nedenidir. Plak yirtilma riski, plak biytkltgtunden ¢ok plak tipine baglidir. Lipidden
zengin ve yumusak plaklar, kollojenden zengin ve sert plaklara gore daha hassas ve
yirtilmaya daha yatkindirlar. Doku faktort igeriginin yuksek olmasi nedeniyle
plaklar yirtildiktan sonra daha trombojenik olurlar. Lipid birikimi, makrofaj
infiltrasyonu, diiz kas hiicre eksikligi plag: kararsiz hale getirerek yirtiimaya yatkin
kilar. Otopsi verilerine gore saglikli bireylerin %9 u koroner arterlerde yirtilmis plak
(trombis olmadan) tasirken bu oran diyabetes mellitus ve hipertansiyon olan
vakalarda %22’ ye yiikselmektedir. Hassas plaklar sik parcalanirlar. Oliimeiil koroner
arter hastaliginda koroner arterlerde trombus eklenen veya eklenmeyen birden fazla
yirtik plak bulunur. Plak yirtilmasinin en korkulan komplikasyonu arterin trombotik
tikanmasidir. Akut koroner sendromlarda sorumlu trombisiin, %75'i trombojenik
olan plak igeriginin akan kana maruz kaldig1 yerde plak yirtilmas: ile baslar ve
parcalanan plaklar Gzerinde trombis olusur (11).
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Sekil 2.16. Ateroskleroz gelisimi (72)
2.6.2. Aterotrombozis

Ateroskleroz  ve arteryel sistemde olusturdugu lezyonun  klinik
manifestasyonlarina ve anatomik progresyonuna hemen her zaman trombozis eslik
etmektedir (intralumen, intraplak). Bundan dolay: yeni goriste “Aterotrombozis”
aterosklerozun yerine gecmis durumdadir. Aterotrombozis sistemik bir arteriyel
hastaliktir. En fazla, biyuk ve orta blyuklukteki arterlerin intimasini tutmaktadir
(karotis, aorta, koroner ve periferik arterler). Aterotrombotik plaklarin ana
komponentleri:

(1) konnektif doku- ekstrasellller matriks icerigi; kollajen, proteoglikanlar ve
fibronektin elastik fibriller;

(2) kolesterol kristalleri, kolesterol esterler ve fosfolipidler;

(3) monositlerden olusmus makrofajlar, T- lenfositler ve diiz kas hticreleri;



(4) trombotik materyal; trombositler ve fibrin depolanmasi ile farkli plaklarda
bu komponentler degisen oranlarda meydana gelmistir ve lezyonlara olduk¢a genis
bir spektrumda heterojenite saglamaktadir. Bu komponentler primer olarak intimay1
etkilemekte fakat mediya ve adventisyada da vasa vazorumlarin gelisimi dahil
sekonder degisiklikler olmaktadir. Ateroskleroz lipid niivenin ekspansiyonuna dogru
ve fibroz kapsiilt yirtacak makrofajlarin plagin kenarlarina birikmesi ile progresyon
gostermektedir.

Sekil 2.17. Ywrtilmis plak Uzerine oturmus non-okluziv trombositten zengin
trombus; ince kapsilin altinda lipidden-zengin nive. (Tiyokrom boyasi; trombus-

kirmizi, kollgjen-Mavi ve lipidler-renksiz.) (73).

Plak rUptirind tayin eden risk faktorleri; yikselmis total kolesterol/HDL
oran, fibrd kapsulin kalinlhig: (%95'i <64 micm). Buna gore patolojide hassas plagin
tarifi; fibroz kapsulunin kalinligi <65 micm ve biyuk miktarda makrofajlar ile
infiltre olmustur. Insanda en sik koroner trombozu olusturan odak plak riiptiridir,
ancak koroner trombus gelisen yerlerin %30-40’ inda plak rupturtine rastlanmamustir.
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Koroner trombozise uyan akut kardiyak-6lumlerin yaklasik yarisinda trombus
ylzeyel erozyonun (proteoglikan diz kas hicrelerinden zengin plak) Uzerinde
gordlmis ve kapsil yirtilmas: saptanmamustir. Asinmis plaklar  pre-menapozal
kadinlarda siklikla gordlmusttr. Asinmis plaklar daha az stenotiktir ve daha disik

miktarda makrofaj infiltrasyonuna sahiptirler ve bunlarda kalsifikasyon insidensi ¢ok
daha az gosterilmistir (sekil 19)

Sekil 2.18. Plak erozyonu; stenotik aterosklerotik plak Uzerine oturmus
tikayic1 trombus; plak-trombus ara ytzeylerinde endotel kaybolmustur, fakat aksi
tarafta plak yizeyi saglam. (Trokrom boyasi; trombus-kirmizi, kollajen-mavi) (73).

Sonucta, arteriyel trombus meydana getiren iki farkli mekanizma vardir; plak
riptird ve erozyon (sekil 18,19). “YuUksek-riskli” veya “hassas’ kelimeleri, artnus
trombozis riskli plaklar: tarif etmek icin kullanilmustir. Bu kelimelere ilave olarak
“sorumlu- lezyon”, “iltihaplanmis ince-kapsilll fibroateroma’, “kalsifik nodul ”,
“tromboze plak”, ve “hassas-hasta’ kullanilmaktadir (74).
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Sekil 2.19. Aterogenezis (75)

2.7. Al¢ (crataegus.....)

Crataegus cins ismi, Yunanca “kratos’tan gelir ve “gu¢” anlamindadir.
Anadolu'da ali¢, yemisen, geyik dikeni, kus yemisi gibi isimleri ile tamnan
Crataegus kisin yapragini doken agac ya da calilardir (76).

Alem: Plantae

~ Alt alem: Tracheobionta
- Bolim: Magnoliophyta
- Simif: Magnoliopsida
~ Alt sinif Rosidae
- Takim: Rosales
- Aile: Rosaceae
- Cins: Crataegus

- Tur: Crataegus ......

Sekil 2.20. Alicin sistematigi (77)
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Ali¢ (Crataegus ...... ) genellikle kisa boylu kirmizi, pembe sar1 veya beyaz
renkli gicegi ve 6-10 mm c¢apinda, 1-3 tohumlu, lezzetli, meyveleri hafif eksimsi ve
meyveleri yenilebilen bir bitkidir. Gulgiller familyasina ait olup yaklasik olarak 280
tane tdrdnun oldugu sanilmaktadir. Kurak kosullara uyum saglayabilen, kumlu tagl
topraklarda yetisebilen uzun dmurla bir tardir. Alig agaclart Mayis ayinda gigeklenir
ve meyveleri sonbaharda toplanir. Turkiye nin bircok bolgesinde 6zellikle daglik
aanlarda ve hatta topragin fakir oldugu vyerlerde bile fazla miktarda
yetisebilmektedir (78). Crataegus L. (ali¢) cinsi Rosaceae (Gulgiller) familyas: Uyesi
olup Ulkemizde yayilis gsteren toplam 24 tirl bulunmaktadir (79).
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Sekil 2.21. Turkiyedeki Crataegus spp nin dagilimi(76)
2.8. Ahcain biyoaktif bilesenleri

Ali¢ (Crataegus spp.) bitkisininin baslica biyoaktif bilesenleri flavonoidler,
oligomer prosiyanidler, kardiyotonik amin bilesikleridir (80). Bu bilesenlerin yam
sira organik asitler, triterpen organik asitler, aktif polisakkarit yapilar ali¢ tirlerinde

bulunan diger bilesenlerdir (81).
2.8.1. Flavonoidler

Bitki fenollerinin en genis simfint difenilpropan (C6 - C3 - C6) iskeletine
sahip flavonoidler olusturmaktadir. Su ana kadar bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve
cicek kisimlarinda 6000'in Uzerinde farkli yapida flavonoid belirlenmistir (82). Iki
fenil halkasi ve bir hetero halkasindan olusan bu bilesikler, hetero halkanmin farkl



yukseltgenme derecelerine gore flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanonoller,
flavon-3-oller, flavon-3,4-dioller, antosiyanidinler, auronlar gibi gesitli alt simiflara
ayrilmistir. Flavonoidler igin farkli siiflandirmalar mevcut olmasina karsin genel
olarak 6 temel flavonoid sinifi bildirilmektedir. Bunlar; flavonlar, flavononlar,
flavonoller, isoflavonoidler, antosiyaninler ve flavanlardir (83).

Flavonoidlerin aterosklerozis ve kroner kalp hastaliklarindan koruyucu
etkisinin muhtemel mekanizmasi; serbest radikalleri yakalayarak antioksidan yolla
veya siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek antienflamatuvar etki
yoluyla aterosklerotik plaklarin  biyumesini  6nlemek seklindedir. ilaveten
antitrombotik etkisi nedeniyle de ate rosklerozisten korumaktadirlar (84).
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Sekil 2.22. Flavonoidlerin iskelet yapisi (84)
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2.8.2. Oligomer prosiyanidinler

Epikatesin ve katesinin kondensasyonu ile olusan polimerik yapilara
prosiyanidinler denir (85). Prosiyanidinler dimer, oligomer ve polimer bilesikler
olmak Uzere Ug¢ ana gruptan olusmaktadirlar. Prosiyanidinler B1,B2,B3,B4 olarak

adlandiriimaktadirlar.
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Sekil 2.23. Prosiyanidin B1,B2,B3,B4 formdilleri (86)
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Alig bitkisi ile yapilan son ¢alismalar, bu bitki meyvelerinde prosiyanidin B2
dimerlerinin agirlikli oldugunu gostermektedir, ayrica oligomer prosiyanidinlerin
kalp kaslarim guiclendirdigi ve kan akim hizimi atirdig: belirtilmektedir (81).

2.8.3. Organik aditler

Crataegus bitkisinde bulunan organik asitlere malik asit, tartarik asit, sitrik
asit, siksinik asit, askorbik asit, quinik asit, salisilik asit, 3-hidroksi ve 4-hidroksi
benzoik asitler 6rnek verilebilir (81).

2.8.4. Triterpen organik asitler

Triterpenler yapilarina bagli olarak 20 alt gruba ayrilirlar. Tibbi bitkilerin pek
cogunda bulunan temel yapr oleanane triterpenidir. Bu tip bilesikler en sik olusan
dort formu ile temsil edilir: olenolik asit, ursolik asit ve & ve b- amyrin dir.
Triterpenler antioksidan, antialerjik, anti-hipertansif, karaciger koruyucu ve
kolesterol dustrict biyoaktiviteye sahiptirler (87). Crataegus bitkisinde ise baslica
Oleonol asit, Ursolasit ve Crataegolasit (=2-a-Hyroxyoleanolasit) gorilmektedir
(88).

Sekil 2.24. Oleneolik asit (89)
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Sekil 2.25. Ursolik asit (90)

2.9. Ahg Sirkes

Fransizca Vin aigre “Eksi sarap” kelimesinden gelen sirke; sarap, melas,
sorgum, elma, armut, Gzim, ¢ilek, kavun, hindistan cevizi, bal, bira, patates, pancar,
akcaagac surubu, malt, tahil, peynir alt1 suyu dahil olmak (zere mayalanabilir
karbonhidrat kaynagi olan hemen hemen her triinden yapilabilmektedir. Mayalar ilk
once gidalardaki sekeri alkole donustirirler daha sonra alkol asetik asit bakterileri
tarafindan sirkenin ana bileseni olan asetik aside dontstrdltr.

1. Asama (Alkol fermantasyonu)

Anaerobik
CegH420g e 2C:H-OH + 2C0,
(180 g) (92 g) (88 g)
Fermente olabilir seker etil alkol karbondioksit

2. Asama (Asetik asit fermantasyonu)

Aerobik

CoH:OH + O — CH;COOH + H-O
(46 g) (60 g) (18g)
etil alkol asetik asit su

Sekil 2.26. Fermente olabilir sekerlerin 2 asamal1 oksidasyonu (etil alkol ve
asetik asit fermentasyonu) sonucu asetik aside donisimu (91,92).
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Sirke, insanlar tarafindan binlerce yildir baharat ve gida koruyucu olarak
kullamlmaktadir. Sirkenin antibakteriyel 6zelligi disinda kan basincim disirmesi,
kardiyovaskiler  hastaliklari  azaltmasi, antioksidan aktivitess ve besin
metabolizmasini diizenlemesi gibi insan sagligina yararlari hakkinda birgok galisma

yapilmistir (14).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlari
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Calismamizda inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar: Uretim ve
Arastima Merkezinden (INUTF-DEHUM) ainan 70 adet yaklasik 250+15 gr
agirhiginda 6-7 aylik erkek Sprague Dawley cinsi rat kullamldi.(Etik kurul no: 2011/

A-61)

3.2. Hiperlipidemik yem

Hiperlipidemik modelimiz igin gerekli olan toz yem Elazig Yem Sanayi

A.S. den alindi. Normal toz yemin igerigi asagidaki gibidir;

Tablo 3.1. Normal fare yemi icerigi (Elazig yem)

Su En ¢cok %12

Ham protein En ¢ok %24

Ham seluloz Enaz %7

Ham kul En ¢ok %8

HCI’ de ¢oztinmeyen kil En ¢cok %2

NaCl En ¢ok %1

Kalsiyum En az-En ¢ok %1- 2,8

Fosfor En az %0.9

Sodyum En az-En ¢ok %0.5-0,7

Metabolik enerji Kcal/Kg | Enaz 2.650

KULLANILAN MADDELER: Bugday, Arpa, Soya kuspesi, Findik kispesi,
Melas mayasi, Aygigegi tohumu kispesi, Pamuk tohumu kispesi, Misir proteini,
Rasmol, Et-Kemik unu, Balik unu, Kan unu, Kemik unu, Tuz, mermer tozu, melas,
Tapiyoka, Sorgum, Kolza kispesi, Sentetik lisin, Sentetik metiyonin, Premiksler,
Kepek, Siit tozu

Yeme % 3 kolesterol, %1 kolik asit ve %3 bitkisel kat1 yag (Vita bitkisel kat1

yag: %90 olan yag igeriginin %60 1 doymus, %40 1m doymamis yaglar
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olusturmaktadir) eklenerek homojen hale getirildi. Daha sonra bir miktar su ile
islatilarak bulamag haline donlsturdldi ve yem yapma makinasinda pellet haline
getirilerek Kkurutuldu. Yemler calisma siresince her U¢ ginde bir taze olarak
hazirland:.

3.3. Vitamin D3

Hiperlipidemi gurubundaki her bir rata deneysel sirecin ilk gint 700000
IU/kg dozda Devit 3 (Devailag San. A.S.) oral gavaj yoluylatek doz uygulandi.

3.4. Ali¢ (Crataegus tanacetifolia)

Calismamizda kullamlan aliglar Crataegus tanacetifolia (Poir.) Pers. (kotan
alic1) tirt aliglardir. Crataegus tanacetifolia llkemizde Karadeniz Bolgesi, i¢
Anadolu ve Dogu Anadolu’da dogal olarak yayilis gosteren endemik bir tirdr.
Malatyada ise Hekimhan dolaylarinda kayd: bulunmaktadir (93). Calismada
kullanilan 6rnekler Malatya ili, Arapgir ilgesi, Suceyin kdyu kirsalindan, 20/09/2011
tarihinde ortalama 1200 m yukseklikte toplanmustir.

Sekil 3.1. Crataegus tanacetifolia gicek (Canon Powershot A3350)



Sekil 3.3. Ali¢ meyvesi
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. Crataegus tanacetifolia gicekli genel gorinim

Sekil 3.4

Crataegus tanacetifolia agag

5

Sekil 3
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3.4.1. Bitkinin genel morfolojik ozellikleri

Dik yukselici calimsi ya da kisa boylu olan ali¢ agaci, 8-10 m boyunda ve
seyrek dikenlidir. Yapraklar, obovattan rombik ovata kadar, 1.5-2.5(-5) x 1.5-2.5 cm,
tabam kuneat, yesil, ince uzun yumusak tlyld, alt yizeyinde daha yogun, loblar 3-7(-
9), dik derin disli, steril slirgtinlerde orta damara kadar parcali, salgili-testere disli,
yaprak sapi 3-10 mm'dir. Korimbus 4-8 cigeklidir. Cicekler beyaz, 2- 2,5 cm
capinda, sepaller genis, Uggensi, meyvede geriye kivrik, stiluslar 5 adettir. Meyve
sar1, bazen kirmizi ile renklenmis, kiremsi, yaklasik 2 cm ¢apinda, 6zellikle ug ve
taban kisminda kisa yumusak tOylidir ve genellikle 5 adet cekirdek
bulundurmaktadir. Ciceklenme dénemi 5, 6, 7. aylardir. Genel Habitat1: Pinus(¢am)
ya da Quercus(mese) ormaninda kayalik kiregtasli yamaglardir. (93).

3.5. Ah¢ ekstres

5 gr gekirdekleri ¢ikarilmis aligc meyvesi sicakligi 60 °C olan %80 lik alkolde
homojenize edildi ve 5000 g de 25 dakika santrifujj edildi. Uste kalan siipernatantlar
toplandi kalan ektrenin Uzerine sicakligr 80°C olan deiyonize distile su eklenerek
tekrar 500 g de 25 dakika santrif(j edildi. Bu islem 4 defa tekrarlandi. Toplanan
alkol, su, ekstre karisimi 25 ml kalana kadar evaporatorde buharlastirilch. Uzerine
%95 lik alkol ilave edilerek 4°C 10 saat birakildi. Daha sonra ¢oken ali¢ biyoaktif
bilesenleri Gzerinde kalan sivi faz yine evaporatérde tim sivi uzaklasana kadar
buharlastirildi. Balon jojenin icinde kalan jelimsi yogun faz 25 ml distile suda
cOzulerek calisma siresince ekstre olarak kullanildi. Bu islem calisma slresince
defalarca tekrarland: ve ekstreler taze hazirlanarak ratlara konsantrasyonu 100 mg/kg
dozda olacak sekilde 1 ml ¢ozelti halinde verildi (95). Oral gavaj yardimiyla verildi.

3.6. Ah¢ Sirkes

Alic sirkes olarak bolgesel aktarlarda satilan Kemal Unlii marka ali¢ sirkesi
seyreltilerek kullanildi. Ratlara 0,8 mi/kg dozda olacak sekilde oral gavaj uygulandh.
(96).



3.7. Deneyin yapihsi

70 adet erkek rat her kafeste 3-4 rat bulunacak sekilde kafeslere yerlestirildi
ve her gurupta 10 rat olmak lzere 7 ayr1 ¢alisma gurubu olusturuldu, bu guruplardan
farkli zamanlarda alinan kan numunelerinden de 11 ayr1 6érnek gurubu olusturuldu.
Calisma boyunca su ve besin miktarinda sinirlamaya gidilmezken, besin bilesimleri
hiperlipidemi olusturulmasi amaglanan guruplarda farkliliklar icerdi. Ratlar kafeslere
alindiktan sonra 1 hafta adaptasyon saglanmasi amaciyla beklendi ve 1 haftanin
sonunda calismaya baslandi. Calisma siiresince 12 saat karanlhik 12 saat aydinlik
periyodu izlendi.

1-KONTROL

2-HL (Hiperlipidemi)

3-HL+8 hafta AE

4-HL+4 hafta AE

5-HL+4. haftadan sonraAS

6-HL +4. haftadan sonraND+ AS

7-HL+4. haftadan sonra ND+ AE seklindedir.

3.7.1. Kontrol grubu

Kontrol grubundaki ratlar 8 hafta boyunca normal rat yemiyle beslendi. Bu
guruptaki ratlardan birinci, dérdincti ve sekizinci haftalarda kan 6rnekleri alindi.

3.7.2. HL grubu(Hiperlipidemi)

Bu gurubtaki ratlara 8 hafta boyunca hazirladigimiz hiperlipidemik yem
verildi. Bu guruptaki ratlardan dordiinct ve sekizinci haftalarda kan 6rnekleri alind.

3.7.3. HL+8 hafta AE grubu

Bu gruptaki ratlara 8 hafta boyunca hiperlipidemik yem ve 2 giinde bir rat
bagina 1 ml olacak sekilde hazilachgimiz ali¢ eksteresi i.g. gavajla verildi. Bu
guruptaki ratlardan dérdiincl ve sekizinci haftalarda kan 6rnekleri alindi.
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3.7.4. HL+4. haftadan sonra AE

Bu gruptaki ratlar 4 hafta boyunca sadece hiperlipidemik yemle beslendi. 4
hafta sonra hiperlipidemik yeme devam edilerek 2 ginde bir rat basina 1 ml (100
mg/kg dozda) olacak sekilde ali¢ ekstresi i.g. gavajla verildi. Bu guruptaki ratlardan
dordiincl ve sekizinci haftalarda kan 6rnekleri alindi.

3.7.5. HL+4. haftadan sonra AS

Bu gruptaki ratlar 4 hafta boyunca hiperlipdemik yemle beslendi. 4 hafta
sonra hiperlipidemik yeme devam edilerek iki gunde bir 0,8 mg/kg (~1,5 ml) dozda
ali¢ sirkesi i.g. gavaj yoluyla verildi. Bu guruptaki ratlardan dérdincii ve sekizinci
haftalarda kan 6rnekleri alindi.

3.7.6. HL+4. haftadan sonra ND ve AS

Bu gruptaki ratlar 4 hafta boyunca hiperlipidemik yemle beslendi. 4 hafta
sonra normal diyete gecildi ve devam eden 4 hafta siiresince ND ve iki giinde bir 0,8
mg/kg(~1,5 ml) dozda olacak sekilde ali¢ sirkesi verildi. Bu guruptaki ratlardan
dordiincl ve sekizinci haftalarda kan ornekleri alindi.

3.7.7. HL+4. haftadan sonra ND ve AE

Bu gruptaki ratlar 4 hafta boyunca hiperlipidemik yemle beslendi. 4 hafta
sonra normal diyete gecildi ve 2 giinde bir rat basina 1 ml (100 mg/kg dozda) olacak
sekilde ali¢ ekstresi i.g. gavajla verildi.

Deney siresince ratlardan birinci, dordinct ve sekizinci haftalarda kanlar
alindi. Alinan kan 6rneklerinden derhal serumlar ayrilarak calisma amina kadar
-45°C’ de sakland.

3.8. Nitrit ve Nitrat analizi (Total Nitrit ve Direkt Nitrit Tayini)

NO bioaktivitesinin ateroskleroz baslamas: ve progresyonunda 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. NO lokal olarak etki gosteren ve hizli metabolize olan bir
maddedir. NO arjininden, nitrik oksit sentaz enzimi ile sentezlenir (97). Endotel

normalde antiinflamatuar 6zellige sahiptir. Bu 6zelligi aterosklerozun 6nlenmesinde



56

onemli bir yere sahiptir. NO, |okositlerin endoteline yapismasini engellemek
suretiyle antiadhezif ve antiaterosklerotik 6zellik gostermektedir. NO serbest radikal
olmasinin yan sira diger reaktif oksijen radikalleri ile reaksiyona girer ve bu sayede
serbest radikallerin endotel yapisinda olusturacag: hasar1 azaltir. Gerek oksidan
fonksiyonu gerekse antioksidan olmasi nedeni ile dengeli salimm endotel
fonksiyonlarimin devamliligr igin 6nemlidir (98). NO metabolizmasi sonucunda
idrarda ve plazmada nitrat ve nitrit olusmaktadir. Plazmada NO’nun oksidasyonu
sonucunda nitrat olugsmakta, kanda ise nitrat stabil olmadig: icin cabucak nitrite
donismektedir. Calismamizda nitrit ve nitrat tayinini Najwa K. C. and Nabil W.
W. nin gelistirmis oldugu kadmiyum-indirgenme metoduyla yapildi (99).

3.8.1. Cozdtiler
3.8.1.1. Kadmiyum granulleri

Pense ile parcalanan 20-40 mg kadmiyum grantlleri 0,1 M H,SO, ¢ozeltisi
icerisinde saklandh.

3.8.1.2. Glisin-NaOH tamponu

15 gr glisin deiyonize su igerisinde ¢ozulerek Uzerine 2M NaOH ilave edildi
ve PH 9,7 ye ayarlanir.1 L ye ayarlanir.0-8 °C de 1 ay muhafaza edilebilir.

3.8.1.3. Sulfanilamid cozeltis

5 gr stlfanilamid 500 ml 3M sicak HCI sollisyonu igerisinde ¢ozullr ve oda
sicakliginda 1 yil muhafaza edilebilir.

3.8.1.4. N-Naftiletilendiamid(NNDA) ¢ozeltisi

50 mg NNDA 250 ml deionize su igerisinde ¢6zilur.0-8 °C de 2 ay muhafaza
edilebilir
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3.8.2. Deneyin yapihs
3.8.2.1. Deproteinizasyon

0,5 pl seruma 2ml 75 mM ZnSO, ¢ozeltisi ile 2,5 ml 55 mM NaOH ¢ozeltisi
eklenip karistirilir.10 dakika beklenir ve ardindan sanriftj edilir.

3.8.2.2. Kadmiyum garnillerinin aktivasyonu

Daha 6nce H,SO, ¢ozeltisinde beklettigimiz Cd grandlleri 3 kez deionize su
ile yikandi. Glisin-NaOH tamponunda hazirlanmis 5 mM CuSO, ¢ozeltisi icerisinde
1-2 dakika karistirildi ve ¢ozelti dokildi. CuSO, ¢ kez Glisin-NaOH tamponu ile
yikandi. Daha sonra kadmiyum grantlleri kurutma kégich ile kurulandi. Bakir kapli
grantller hava ile fazla temas etmeden kullamlir. Kullamlan graniller daha sonra
tekrardan yikandi ve 0.1 M H,SO; igerisinde muhafaza edildi.

3.8.2.3. Nitrat Olguimii (Total nitrit élgimii)

Tiplere 1ml Glisin-NaOH tamponu konulur. Ornek tiplerine 1 ml
deproteinize serum Uzerine 2,5 -3 gr aktive edilmis kadmiyum grantlleri eklenir.
Standart tlplerine ise farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis KNO3 ¢ozeltisinden
eklenir. Reaksiyon aktive edilmis kadmiyum grandllerinin tiplere eklenmesiyle
baglar ve eklendikten sonra 90 dakika oda sicakliginda calakalanarak reaksiyon
devam eder, 90 dakika sonunda tiiplerden 2'ser ml alinir. Uzerine 1 ml siilfanamid ve
1 ml NNDA eklenerek calkalamr ve karanlik bir ortamda 45 dakika bekletilir. Daha
sonra 545 nm de 6lgtimleri yapilir.

3.8.2.4. Nitrit Olglimui

2 ml deproteinize serum Cd ile isleme maruz birakilmadan Gzerine 1 ml
silfanamid ve 1 ml NNDA eklenerek karistirilir ve karanlikta bekletilir.45 dakika
sonra 545 nm de 6lgtimleri yapilir.
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3.8.3. Standartlar

0,1 mol/L NaNO, veya KNOjs stok cozeltisi calisma gininde 10 mmol/L
Na:B4O; icinde ¢oziilerek calisma konsantrasyonlarina seyreltilir.

05,25,5, 10, 15 ve 20 umol konsantrasyonlarinda hazirlanan standartlar
kullarilarak kalibrasyon grafigi cizdirilmistir.

0,35 v =0,0145% + 0,0508
R?=0,9998 -

P

.-‘---'
-

Absarbans

005 ¥

0
F 5 14 15 2 25

Eonsantrasyon {pmol]

Sekil 3.6. Nitrit Standart Grafigi
y=0,0145x+0,0508 R*=0,9998
3.9. Total Kolesterol dl¢gtimt (100-109)

Kolesterol dlglimiinde Bilimsel Tibbi Uriinler Pazarlama Sanayi Tic. Ltd.STI
BT CHO-10600 (6*100ml) Bahcelievlier - 1IZMIR - TURKEY chollesterol Kkiti

kullanlmistir. Olgiim metodu;

Kolesterol Esteri +H,O K Esteraz Kolesterol + Yag Asitleri

Kolesterol +O, K Oksidaz , Kolesterol-4-en-3-one + H,O;

2H,0, +PHE + 4AAP Peroksidaz > Kinonimin + 4H,0
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seklindedir. Olusan kirmizi rengin yogunlugu 500 nm de ol¢tldiginde numune
icersindeki Total kolesterol miktar ile dogru orantilidir.

3.9.1. Reaktiflerin bilesimi

Tablo 3.2. Total kolesterol reaktif bilesimi

Aktif Tcerik K onsantrasyon
PIPES 90 mM
4-Aminoantipirin 0,40 mM
Kolesterol oksidaz 350 U/L
Kolesterol esteraz 500 U/L
Peroksidaz 1000 U/L
Fenol 28mM
PH 7,0 £0,2
3.9.2. Prosedir

Tablo 3.3. Total kolesterol 6lgim prosediiri

Dalga Boyu 500+20 nm

Sicaklik 37°C

Optik Yol lcm

Test Tipi Endpoint (son nokta)
Test YONU Artan
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Tablo 3.4. Kolesterol Reaktif, Numune, Standart, Kor hazirlama yontemi

K or Standart Numune
Reaktif 1000 1000 1000
Distile su 10 pl - -
Standart - 10 pl -
Numune - - 10 ul

Karistirdiktan sonra 5 dakika 37°C de inkibe edilir. Kére karst numune ve standart

absorbanslarin: okunur.
3.9.3. Hesaplama
(Abs= Absorbans)
Abs. Numune x Standart konsantrasyonu = Kolesterol (mg/dL)

Abs. Standart (mg/dL)

332, 66,4, 996 , 132,8 ve 166 mg/dl konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi gizdirilmistir.
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Sekil 3.7. Total Kolesterol Standart Grafigi
(y=0,0015x+0,0125 R?=0,9803)
3.10. Trigliserid 6lgimi (110-119)

Trigliserid élgtimi icin Bilimsel Tibbi Uriinler Pazarlama Sanayi Tic. Ltd.STI
BT triglycerides TRI-10600 Bahcgelievler - iZMIR - TURKEY Kkiti kullanidmustir.
Hizl1, diizgin bir son nokta reaksiyonu Uretmek Uizere degistirilmis bir Trinder renk
reaksiyonu kullanmaktadir.

Trigliserid +H,O _ Lipaz , Gliserol +Yag Asitleri

Gliserol + ATP GK > GsP + ADP

GzP+ O, GPO > DAP +H,0,

H,0, +4AP + p-Klorofenol POD . Kinonimin +H,0

Numunedeki trigliserid, lipaz tarafindan gliserol ve yag asitlerine hidrolize
edilir. Daha sonra gliserol, gliserol kinaz (GK) tarafindan katalize edilen bir
reaksiyonla adenozin -5-trifosfat (ATP) tarafindan gliserol-3-fosfata (G3P) ve
adenozin-5-difosfata fosforile edilir. Gliserol-3-fosfat (G3P) daha sonra gliserolfosfat
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oksidaz (GPO) tarafindan dihidroksiaseton fosfat (DAP) ve hidrojen peroksite
donustaraltr. Daha sonra hidrojen peroksit, peroksidaz tarafindan katalize edilen bir
reaksiyonla kirmizi renkli kinon boyas: Gretmek Uzere 4- aminophenazone (4-AP) ve
p —chlorophenol ile reaksiyona girer. Uretilen kirmizi rengin yogunlugu 505nm de
okundugunda numune icersindeki trigliserid konsantrasyonu ile dogru orantilidhr.

3.10.1. Reaktif bilesimi

Tablo 3.5. Trigliserid reaktif bilesimi

Aktif Tcerik K onsantr asyon

ATP 0,1 mM

4- Aminophenazone 0,1 mM
P-chlorophenol 2,0mM
GPO 3500 U/L
Lipoprotein Lipaz 150000 U/L
GK 500 U/L
GOOD 50 mM

pH 75+0,2

3.10.2. Prosediir

Tablo 3.6. Trigliserid 6l¢im prosedirt

Dalga boyu 505 nm (490-550)
Sicaklik 37°C

Optik yol lcm

Test tipi Endpoint (Son nokta)
Yon Artan
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Tablo 3.7. Trigliserid Reaktif, Numune, Standart, Kér hazirlama yontemi

K or Standart Numune
Reaktif 1000 1000 1000
Digtile 10 pl - -
su
Standart - 10 pl -
Numune - - 10 pl

Seklinde karstirilir ve 5 dak 37°C de ya da 10 dak.15-25 °C de inkibe edilir. Kére
kars1 standart ve 6rnegin absorbanslar1 okunur. Nihai renk 30 dak. stabildir.

3.10.3. Hesaplama

(Abs. Numune/Abs. Standart) x Standart konsantrasyonu(mg/dl) = Trigliserid
(mg/dl)

248 , 496 , 744 , 99,2 ve 124 mg/dl konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi gizdirilmistir.
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Sekil 3.8. Trigliserid Standart Grafigi
y=0,0011x+0,0024 R*=0,9972
3.11. HDL élgiimii (120-129)

HDL 6lguimii icin Bilimsel Tibbi Uriinler Pazarlama Sanayi Tic. Ltd.STi BT
triglycerides HDL-10400 Bahcelievler - iZMIR - TURKEY HDL kolesterol-direkt
yontemi ile serum HDL kolesterol seviyeleri 6n hazirlik veya santriflj asamasina
gerek gorilmeden dogrudan olculmektedir. Bu yontem bir tor iki reaktifli
formatdadir. Birinci reaktifte HDL olmayan esterlestiriimemis kolesterol enzim
reaksiyonuna baglidir ve olusan peroksit renksiz Grin vermek icin DSBmT ile
peroksidaz resksiyonu tarafindan tuketilir. ikinci reaktif HDL nin kantitatif
belirlenmesi igin, spesifik HDL, kolesterol esteraz (CE) ve renk olusturmak igin
kromojenik bag1 coktirme kapasitesine sahip bir deterjan igerir.

3.11.1. Reaktif bilesimi

Reagent 1 (R1) : Kolesterol oksidaz (E.Coli) <1000 U/L, Peroksidaz (yaban
turpu) <1300
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ppg U/L, DSBmT <1 mM, Akseleratér <1 mM, Askorbik oksidaz <3000 UJ/L,

koruyucu.

Reagent 2 (R2) : Kolesterol esterase (Pseudomonas sp) <1500 U/L, 4-AAP <1 mM,
ylzey etkin reaktifi, koruyucu.

3.11.2. Prosediir

Tablo 3.8. HDL Resktif 6l¢im prosedir

Birinci Dalgaboyu 600 nm

Ikinci Dalgaboyu 700 nm

Sicaklik 37°C

Optik yol lcm

Test tipi Son Nokta/ Numune korlt
Yon Artan

Tablo 3.9. HDL Reaktif 1, Numune, Standart, Kor hazirlama yontemi

Standart Numune
Reaktif 1 300 pL 300 pL
Standart 4uL --
Numune -- 4 uL

1. Resaktifle odaisisina getirilir. (15-30°C)

2. Karstiriir ve 37°C de 5 dakika inkiibe edilir ve distile suya kars1 numune
(Abs.1 numune) ve standart (Abs.1 standart) absorbanslar: okunur.
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Tablo 3.10. HDL Resktif 2, Numune, Standart, Kor hazirlama yontemi

Standart Numune

Reaktif 2 100 100 pl

3. Tekrar 37° C konur ve 5 dakika sonra ve distile suya karst numune (Abs.2
numune) ve standart (Abs.2 standart) final absorbanslar1 okunur.

4. Numune ve standart icin A Abs hesaplanr.
3.11.3. Hesaplama
(AAbs.=ADbs.2-Abs.1)

(AAbs. Numune/AADbs. Standart) x Standart Konsantrasyonu (mg/dl) =HDL —
Kolesterol (mg/dl)

128 , 25,6 , 384 , 51,2 ve 64 mg/dl konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi gizdirilmistir.

0,200 -
0,180 -
0,160 -
0,140 -

2 0,120 -

g

£ 0,100 -
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0,040 -
0,020 -
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y=0,0013x+0,0895
R2=0,9991

0 10 20 30 40 50 60 70
Konsantrasyon (mg/dL)

Sekil 3.9. HDL-K olesterol Standart Grafigi

y=0,0013x+0,0895 R*=0,9991



67

3.12. LDL élgiimii (130-135)

LDL o6lgiimil icin Bilimsel Tibbi Urlinler Pazarlama Sanayi Tic. Ltd.STI
LDL-10400 Bahcelievler - iZMIR — TURKEY. Bu metot serum yada plazmada
herhangi bir 6n hazirlik ya da santrifij basamaklar: gerektirmeden direkt olarak LDL
—C seviyelerini 6lgmeye dayal1 bir metottur. Bu metot iki reaktif formatindadir ve tek
bir deterjamin 6zelliklerine baglidir. Bu deterjan (reaktif 1) sadece LDL olmayan
lipoprotein partikdllerini ¢ozer. Olusan renksiz reaksiyon sonucunda ayrigsan
kolesterol, kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz tarafindan kullamilir. Geri kalan
LDL partikdllerini ve kromojenik ciftleri ¢ozen ikinci deterjan (resktif 2) renk

olusturur, olusan rengin yogunlugu ornekteki LDL kolesterol miktar: ile orantilidir.
3.12.1. Reaktif bilesimi

Tablo 3.11. LDL reaktif bilesimi

Aktif Tcerik K onsantrasyon

Reaktif 1

MES Tampon (pH 6,3) <%1,0

Kolesterol esteraz <1500 U/L

Kolesterol oksidaz <1500 U/L

Peroksidaz <1300 U/L

4-aminoantipirin <%0,1
Reaktif 2

Mes Tampon ( pH 6,3) <%1,0

N,N-Bis (4-sulphobutyl)-toluidine, <1,0Mm

disodium (DSBmT)
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3.12.3. Prosediir

Tablo 3.12. LDL Reaktif 1, Numune, Standart hazirlama yontemi

Standart Numune
Reaktif 1 300 pl 300 pl
Standart 3ul -
Numune - 3ul

Tablo 3.13. LDL Reaktif 6lcim prosedirii

Birinci Dalgaboyu 546 nm

Ikinci Dalgaboyu 660 nm

Sicaklik 37°C

Optik yol lcm

Test tipi Son Nokta/ Numune korlt
Yon Artan

1. Reaktifler odaisina getirilir. (15-30°C).

2. Karistirilir ve 37°C de 5 dakika inklbe edilir ve distile suya karsi numune
(Abs.1 numune) ve standart (Abs.1 standart) absorbanslar: okunur.

Tablo 3.14. LDL Reaktif 2, Numune, Standart hazirlama yontemi

Standart Numune

Reaktif 2 100 100 pl

3. Tekrar 37° C konur ve 5 dakika sonra ve distile suya karsi numune (Abs.2
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numune) ve standart (Abs.2 standart) final absorbanslar1 okunur.
4. Numune ve standart icin AAbs. hesaplanr.
3.12.3. Hesaplama
(AAbs.=ADbs.2-Abs.1)

(A Abs. Numune/A Abs. Standart) x Standart Konsantrasyonu(mg/dl) = LDL-
Kolesterol (mg/dl)

109, 21,8, 32,7, 43,6 ve 54.5 mg/dl konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi gizdirilmistir.

2,09

v =0,0014x + 0,006 »
Ri=0,9953 P

Absorbans
kY

a 10 20 30 40

un
L]
(=]
]

Konsantrasyon (mg/fdL)

Sekil 3.10. LDL-Kolesterol Standart Grafigi
y=0,0014x+0,006 R?*=0,9953
3.13. Homosistein dlgimi

Calismamizda CUSABIO Rat Homocysteine (Hcy) ELISA Kit (katolog no:
CSB-E13376r China) kullanilmistir. Bu 6lgimde “Kantitatif sandivig¢ enzim
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imminoassay” teknigi kullamilir. Homosistein (hcy) icin spesifik olan antibadiler
mikroplate'in Ustine toplanmustir. Standartlar ve ornekler kivet (hicreler) icine
pipetlenir ve tim homosisteinlerin hiicrelerin yizeyindeki antibadiler ile baglanmasi
saglanir. Baglanmayan igerigin ortamdan uzaklastirilmasindan sonra botin ile
konjuge homosisteine 6zgu antibadi kuyulara eklenir. Yikamadan sonra avidin ile
kojuge olan Horseradish peroksidaz (HRP) kuyulara eklenir. Baglanmams olan
avidin ile konjuge enzim reaktifinin ortamdan uzaklastrilmasimn ardindan, substrat
soltsyonu kuyulara eklenir ve bagli olan Homosistein (hcy) miktar: ile orantili bir
sekilde renk olusumu gozlenir. Renk olusumu sonlandirilir ve absorbans 6lgcimu

yapilr.

3.13.1. Reaktifler

1) Biyotin- antibodi (1x): Kullanmadan Once sise santrifijlenir. Biyotin -
antibadi reaktifi 10 pl Biyotin-antibadi +990 pl distile su seklinde 100 kat seyreltilir.

2) HRP-avidin (1x): Kullanmadan once sise santrifijlenir. HRP- avidin 10 pl
HPR-avidin 990 pl distile su seklinde 100 kat seyreltilir.

3) Wash buffer (Yikama sollisyonu): Eger soliisyonda kristallenme olusmus
ise oda sicakliginda tamamen ¢Ozulene kadar hafifce calkalanir. 20 ml Wash buffer
500 ml distile su ile 25 kat seyreltilir.

4) Standartlar: Standart 6000-10000 rpm de 30s sanrifllj edilir. Standart 1
ml sample diltent ile sulandirilir. Béylece 50 nmol/ml stok soltisyonu hazirlanmis
olur. Dilusyon Oncesi oda sicakliginda yaklagik 15 dakika hafifce calkalanir.7 tane
standart tUpt hazirlanir.
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Sekil 3.11. Homosistein standartinin hazirlanmasi(136)

Once tiplerin hepsine 250 pl sample diliient konur. Sonra stok
solusyonundan ilk ttpe 250 pl eklenir. Yani seri diltisyon yapilir. Stok soliisyonu en
yiksek standart olarak O nolu tlp ise icerisinde sadece sample dilUent
bulundugundan sifir standart olarak kabul edilir.

Tablo 3.15. Homosistein standart diltisyon tablosu(136)

Tlp S7 S6 S5 HA S3 S2 S1 SO

nmol/ml | 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 ,078 0

50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0 nmol/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar kullamlarak kalibrasyon grafigi cizdirilmistir.
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Sekil 3.12. Homosistein Standart Grafigi
y=(-1,904/(1+(x/28,8)4))+2,49 R>=0,999
3.13.2 Olguim prosediirii

1)Once tim reaktifler ve standartlar hazirlanir.

2)Kag numune calisacagimzi ve kuyucuklardan ne kadarin kullanacaginizi
belirleyin ve kalanlar1 +4°C de saklayin.

3)Her kuyucuga 100 pl standart ve 6rnek eklenir. Uzeri yapiskan serit ortiilir
ve 37°C’ de 2 saat inkiibasyona birakilir.

4)Herbir kuyucuktaki sivi kissm dokulir. Ancak yikamaislemi yapilmaz.

5)100 pl biotin-antibadi reaktifinden eklenir ve yeni bir yapiskan strip ile
kapatilarak 37°C’ de 1 saat inkiibasyona birakilir.

6)Ustteki sivi kisim uzaklastirilir ve yikama yapilir. Bu islem 3 kez
tekrarlanir. Yikama isleminde her bir kuyucuk icin 200 pl yikama sollsyonu
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kullanilir ve kuyucuklara yikama soltisyonu fiskirtilarak tim baglanmamis bilesenler
ortamdan uzaklastirilir. Son yikama sonrasi tiim yikam solisyonu aspire edilir. Plate
k&gt havlu Uzerine ters cevirilir.

7)Her kuyucuga 100 pl HRP-avidin eklenir. Y apiskan strip ile kapatilir ve
37°C’ de 1 saat inkube edilir.

8)Altinci basamaktaki yikama islemi 5 defa tekrarlanir.

9)Her kuyucuga 90 pl TMB substrati eklenir. Karanlik ortamda 37°C’ de 15-
30 dakika inklibe edilir.

10)Her kuyucuga 50 pl stop soltisyonu eklenir.

11)5 dakika igerisinde mikroplate reader ile 450 nm’ de okuma yapilir. Dalga
boyu diizeltmesi uygulanacak ise 540 ya da 570 nnmv' de de 6lgim yapulir.

3.14. P-Selektin dlgimi

Calismamizda CUSABIO Rat P-Selektin ELISA kiti (katolog no: CSB-
EO07399r China) kullamlmstir. Bu Olgimde “Kantitatif sandivi¢ enzim
immunoassay” teknigi  kullamlir. P-Selektin icin spesifik olan antibadiler
mikroplate'in Ustine toplanmustir. Standartlar ve ornekler kivet (hicreler) icine
pipetlenir ve tim P-Selektin hicrelerin ylzeyindeki antibadiler ile baglanmasi
saglanir. Baglanmayan igerigin ortamdan uzaklastirilmasindan sonra botin ile
konjuge homosisteine 6zgu antibadi kuyulara eklenir. Yikamadan sonra avidin ile
kojuge olan Horseradish peroksidaz (HRP) kuyulara eklenir. Baglanmams olan
avidin ile konjuge enzim reaktifinin ortamdan uzaklastrilmasimin ardindan, substrat
soltisyonu kuyulara eklenir ve bagli olan P-Selektin miktari ile orantili bir sekilde
renk olusumu goézlenir. Renk olusumu sonlandirilir ve absorbans 6lgtimu yapilir.

3.14.1. Reaktifler

1) Biyotin-antibodi (1x): Kullanmadan once sise santrifijlenir. Biyotin-
antibadi reaktifi 10 pl Biyotin-antibadi +990 pl distile su seklinde 100 kat seyreltilir.
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2) HRP-avidin (1x): Kullanmadan once sise santriftijlenir. HRP- avidin 10
pl HPR-avidin 990 pl distile su seklinde 100 kat seyreltilir.

3) Wash buffer (Yikama soltisyonu): Eger soliisyonda kristallenme olusmus
ise oda sicakliginda tamamen ¢ozllene kadar hafifce calkalanir. 20 ml Wash buffer
500 ml distile su ile 25 kat seyreltilir.

4) Standartlar: Standart 6000-10000 rpm de 30s sanrifllj edilir. Standart 1
ml sample diltent ile sulandirilir. Béylece 600 ng/ml stok solisyonu hazirlanms
olur. Dillsyon 6ncesi oda sicakliginda yaklasik 15 dakika hafifce calkalanir, 7 tane

standart tlpd hazirlanir.
o 250

L0 B0l 280 250

Sekil 3.13. P- Selektin standartinin hazirlanmasi(137)

Once tiplerin hepsine 250 pl sample diliient konur. Sonra stok
solisyonundan ilk tipe 250 pl eklenir, yani seri dillisyon yapilir. Stok soltisyonu en
yiksek standart olarak O nolu tlp ise icerisinde sadece sample dilUent
bulundugundan sifir standart olarak kabul edilir.

Tablo 3.16. P-Selektin standart diltisyon tablosu (137)

Tlp S7 S6 S5 A S3 S2 S1 SO

ng/ml | 600 300 150 75 37,5 18,75 9,38 0

600 300 150 75 37,5 18,75 9,38 0 ng/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar kullamlarak kalibrasyon grafigi cizdirilmistir.
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Sekil 3.14. P-Selektin Standart Grafigi
y=(-0,93/(1+(x/160)**%))+2,05 R*>=1

3.14.2. Olgiim prosediir i

1)Once tiim reaktifler ve standartlar hazirlanir.

2)Kag numune calisacagimzi ve kuyucuklardan ne kadarini kullanacaginizi
belirleyin ve kalanlar1 +4°C de saklayin.

3)Her kuyucuga 100 pl standart ve 6rnek eklenir, Uzeri yapiskan serit ortulir
ve 37°C’ de 2 saat inklibasyona birakilir.

4)Herbir kuyucuktaki sivi kissm dokilr, ancak yikama islemi yapilmaz.

5)100 pl biotin-antibadi reaktifinden eklenir ve yeni bir yapiskan strip ile
kapatilarak 37°C’ de 1 saat inkiibasyona birakilir.
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6)Udtteki sivi kisim uzaklastirilir ve yikama yapilir, bu islem 3 kez
tekrarlanir. Yikama isleminde her bir kuyucuk icin 200 pl yikama sollsyonu
kullanilir ve kuyucuklara yikama soltisyonu fiskirtilarak tim baglanmamis bilesenler
ortamdan uzaklastirilir. Son yikama sonrasi tim yikam sollisyonu aspire edilir, plate
kagit havlu Uzerine ters cevirilir.

7)Her kuyucuga 100 pl HRP-avidin eklenir, yapiskan strip ile kapatilir ve
37°C’ de 1 saat inkibe edilir.

8)Altinci basamaktaki yikama islemi 5 defa tekrarlanir.

9)Her kuyucuga 90 ul TMB substurati eklenir, karanlik ortamda 37°C’ de 15-
30 dakika inklibe edilir.

10)Her kuyucuga 50 pl stop soltisyonu eklenir.

11)5 dakika igerisinde mikroplate reader ile 450 nm’ de okuma yapilir. Dalga
boyu diizeltmesi uygulanacak ise 540 ya da 570 nm’ de de 6lgim yapulir.

3.15. VCAM-1 6lgimi

Calismamizda CUSABIO Rat VCAM-1(Vaskiler seluler ahdezyon
moleklll) ELISA kiti (katolog no: CSB-E07275 China) kullamlmustir. Bu 6lgiimde
“Kantitatif sandivi¢ enzim imminoassay” teknigi kullanilir. VCAM-1 igin spesifik
olan antibadiler mikroplate'in Ustine toplanmustir. Standartlar ve ornekler kivet
(hiicreler) icine pipetlenir ve ttm VCAM-1 hicrelerin ylzeyindeki antibadiler ile
baglanmasi saglanir. Baglanmayan icerigin ortamdan uzaklastirilmasindan sonra
botin ile konjuge homosisteine 6zgu antibadi kuyulara eklenir. Yikamadan sonra
avidin ile kojuge olan Horseradish peroksidaz (HRP) kuyulara eklenir. Baglanmamis
olan avidin ile konjige enzim reaktifinin ortamdan uzaklastrilmasinin ardindan,
substrat soliisyonu kuyulara eklenir ve bagli olan VCAM-1 miktar: ile orantili bir

sekilde renk olusumu gozlenir. Renk olusumu sonlandirilir ve absorbans 6lgcimu
yapilir.



77

3.15.1. Reaktifler

1) Biyotin-antibodi (1x): Kullanmadan once sise santrifiijlenir. Biyotin-
antibadi reaktifi 10 pl Biyotin-antibadi +990 pl distile su seklinde 100 kat seyreltilir.

2) HRP-avidin (1x):Kullanmadan once sise santrifijlenir. HRP- avidin 10 pl
HPR-avidin 990 pl distile su seklinde 100 kat seyreltilir.

3) Wash buffer (Yikama soltisyonu): Eger soliisyonda kristallenme olusmus
ise oda sicakliginda tamamen ¢ozulene kadar hafifce calkalamr.20 ml Wash buffer
500 ml distile su ile 25 kat seyreltilir.

4) Standartlar: Standart 6000-10000 rpm de 30s sanrifllj edilir. Standart 1
ml sample dilUent ile sulandirilir. Béylece 1000 ng/ml stok soltisyonu hazirlanmis
olur. Dilusyon Oncesi oda sicakliginda yaklagik 15 dakika hafifce calkalanir.7 tane
standart tUpl hazirlanir.

50p 2R 250@  280uF  25Gpl 250
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Sekil 3.15. VCAM-1 standartimin hazirlanmasi (138)

Once tiplerin hepsine 250 pl sample dillient konur. Sonra stok
solusyonundan ilk ttpe 250 pl eklenir. Yani seri diltisyon yapilir. Stok sollisyonu en
yiksek standart olarak O nolu tlp ise icerisinde sadece sample dilUent
bulundugundan sifir standart olarak kabul edilir.



Tablo 3.17. VCAM-1 standart dillisyon tablosu (138)
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Tlp

S7

S6

S5

A

S3

S2

S1

ng/mi

1000

500

250

125

62,5

31,2

15,6

1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 0 ng/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi cizdirilmistir.
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Sekil 3.16. VCAM-1 Standart Grafigi

y=(-0,28/(1+(x/167)*%%))+1,51 R?>=0,999
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3.15.2. Ol¢iim prosediir i

1)Once tim reaktifler ve standartlar hazirlanir.

2)Kag numune calisacagimzi ve kuyucuklardan ne kadarin kullanacaginizi
belirleyin ve kalanlar1 +4°C de saklayin.

3)Her kuyucuga 100 pl standart ve 6rnek eklenir. Uzeri yapiskan serit ortiilir
ve 37°C’ de 2 saat inkiibasyona birakilir.

4)Herbir kuyucuktaki sivi kissm dokulir. Ancak yikamaislemi yapilmaz.

5)100 pl biotin-antibadi reaktifinden eklenir ve yeni bir yapiskan strip ile
kapatilarak 37°C’ de 1 saat inkiibasyona birakilir.

6)Udtteki sivi kism uzaklastirilir ve yikama yapilir. Bu islem 3 kez
tekrarlanir. Yikama isleminde her bir kuyucuk icin 200 pl yikama sollsyonu
kullanilir ve kuyucuklara yikama soltisyonu fiskirtilarak tim baglanmamis bilesenler
ortamdan uzaklastirilir. Son yikama sonrasi tiim yikam solisyonu aspire edilir. Plate
k&gt havlu Uzerine ters cevirilir.

7)Her kuyucuga 100 pl HRP-avidin eklenir. Y apiskan strip ile kapatilir ve
37°C’ de 1 saat inkube edilir.

8)Altinci basamaktaki yikama islemi 5 defa tekrarlanir.

9)Her kuyucuga 90 pl TMB substurat: eklenir. Karanlik ortamda 37°C’ de
15-30 dakika inklbe edilir.

10)Her kuyucuga 50 pl stop soltisyonu eklenir.

11)5 dakika igerisinde mikroplate reader ile 450 nm’ de okuma yapilir. Dalga
boyu diizeltmesi uygulanacak ise 540 ya da 570 nm’ de de 6lgim yapulir.
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4. BULGULAR

4.1. Total kolesterol 6l¢ciim sonuglari
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Sekil.4.1. Total kolesterol konsantrasyon degerlerinin gruplara gore dagilim grafigi



Tablo 4.1. Total kolesterol sonuglarinin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

Total kolesterol | Ornek Sayisi| Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata | Ortalamanin % 95 Giiven Aralig1 | En Kiigik | En Biiyiik
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir
Kontrol 1H 9 66,1167 23,5387 7,8462 48,0232 84,2101 26,56 94,76
Kontrol 4H 9 78,8344 15,3206 5,1069 67,058 90,6109 41,17 91,39
Kontrol 8H 5 115,458 47,2777 21,1432 56,755 174,161 67,67 165,4
HL 4H 5 79,048 19,8835 8,8922 54,3593 103,7367 56,23 95,82
HL 8H 8 61,8263 20,0813 7,0998 45,0379 78,6146 41,17 93,7
HL8AE 4H 5 103,96 28,3643 12,6849 68,7411 139,1789 75,72 147,63
HLS8AE 8H 5 99,75 17,8697 7,9916 77,5618 121,9382 70,18 117,03
HL4AE 8H 5 93,816 57,3609 25,6526 22,593 165,039 11,74 156,61
HL4AS 8H 7 72,36 22,5983 8,5413 51,4601 93,2599 48,7 118,09
HLAND+AS 8H 5 55,49 12,1522 5,4346 40,4011 70,5789 45,92 75,93
HL4AND+AE 8H 7 70,5057 13,4407 5,0801 58,0751 82,9363 52,86 88,55
Toplam 70 79,0977 30,0945 3,597 71,9219 86,2735 11,74 165,4




Tablo 4.2. Total-kolesterol diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast

Kontrol | Kontrol | Kontrol | HL HL | HL8AE | HL8AE | HL4AE | HL4AS | HLAND+AS | HLAND+AE
1H 4H 8H m | e 4H 8H 8H 8H 8H 8H

Kontrol 1H * * 0,02 | 0,014 * 0,028 * * * *
Kontrol 4H * 0,017 * * * * * * *
Kontrol 8H 0,001 | 0,008 * 0,016 0,04 * * *
HL 4H * 0,035 * * 0,008 0,001 0,006
HL 8H * * * 0,048 0,006 0,036
HL8AE 4H * * * * *
HLBAE 8H * * 0,011 *
HL4AE 8H * 0.027 *
HL4AS 8H * *
HLAND+AS *
8H
HLAND+AE

8H




4.2. LDL o6lciim sonuclari
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Sekil 4.2. LDL kolesteroltin gruplara gore konsantrasyon degerleri grafigi
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Tablo 4.3. LDL sonuglarinin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

Ornek Standart
LDL Sayisi Ortalama Sapma Standart Hata | Ortalamanin % 95 Guiven Aralig1 | En Kiiclk | En Blyik
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir
Kontrol 1H 9 41,0844 6,9221 2,3074 35,7636 46,4053 30,29 53
Kontrol 4H 9 29,7556 8,8717 2,9572 22,9361 36,575 20,36 49,21
Kontrol 8H 5 96,67 8,6667 3,8758 85,9089 107,4311 86,43 109,5
HL 4H 5 47,258 16,9565 7,5832 26,2037 68,3123 33,64 74,14
HL 8H 8 43,8379 15,8798 5,6144 30,5621 57,1138 15,79 67
HL8AE 4H 5 53,19 11,164 4,9927 39,3281 67,0519 38,72 68,14
HL8AE 8H 5 16,21 2,4884 1,1128 13,1203 19,2997 12,43 18,43
HL4AE 8H 5 46,262 19,9256 8,911 21,5211 71,0029 17,86 72,64
HL4AS 8H 7 41,8371 19,4308 7,3442 23,8666 59,8076 11,43 64,86
HL4AND+AS 8H 5 49,258 9,2424 4,1333 37,7821 60,7339 37,76 61,43
HLAND+AE 8H 7 50,8843 10,78 4,0745 40,9145 60,8541 42,79 70,93
Toplam 70 45,4508 20,8985 2,4979 40,4677 50,4338 11,43 109,5




Tablo 4.4. LDL-kolesterol diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas

Kontrol | Kontrol | Kontrol | HL | HL | HL8AE | HL8AE | HL4AE | HL4AS | HLAND+AS | HLAND+AE

1H 4H I I . 4H 8H 8H 8H 8H 8H
Kontrol 1H * * 0 * * 0,001 * * * *
Kontrol 4H 0,027 | 0 |0,002| 0,017 * 0,024 * 0,008 0,002
Kontrol 8H 0 * * 0 * * * *
HL 4H 0 0 0 0 0 0 0
HL 8H * 0 * * * *
HLBAE 4H 0 * * * *
HL8AE 8H 0 0,001 0 0
HL4AE 8H * * *
HL4AS 8H * *
HLAND+AS *
8H
HLAND+AE

8H




4.3. HDL 06l¢im sonuclara

86

Foomsantrasyon (mg/dl)

HDI1.-Kolesterol
)

50

40

30

20

11

Nl N B = -
Q & S 8 &

> D @ D D @ >
-, ':n T T = ) ) &
& & aq‘@ SR P N \}3& . Qxéﬁ
¥ ¢ S F

‘:,"

Sekil 4.3. HDL konsantrasyon degerlerinin gruplara gore dagilim grafigi



Tablo 4.5. HDL sonuglarimin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

) En Kiiglk | En Bilyik
HDL Ornek Sayisi| Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata | Ortalamanin % 95 Given Araligi
Gruplar .
Alt Sinir Ust Sinir

Kontrol 1H 9 24,5967 10,4513 3,4838 16,5631 32,6302 6,25 37,56
Kontrol 4H 9 21,0167 8,3332 27777 14,6112 27,4221 15,64 42,95
Kontrol 8H 5 13,146 2,8229 1,2625 9,6409 16,6511 8,1 14,56
HL 4H 5 36,17 14,7501 6,5964 17,8554 54,4846 10,18 46,18
HL 8H 8 19,85 2,4432 0,8638 17,8074 21,8926 15,79 24,56
HLBAE 4H 5 5,586 0,5913 0,2644 4,8518 6,3202 4,64 6,25
HLBAE 8H 5 24,268 4,0172 1,7965 19,28 29,256 19,48 30,56
HL4AE 8H 5 24,774 9,6312 4,3072 12,8153 36,7327 8,1 30,72
HL4AS 8H 7 53,9114 6,0588 2,29 48,308 59,5148 49,95 66,87
HL4AND+AS 8H 5 51,716 1,3244 0,5923 50,0715 53,3605 50,1 53,64
HLAND+AE 8H 7 42,3814 15,3718 5,81 28,1649 56,598 25,49 71,25
Toplam 70 28,881 16,3768 1,9574 24,9761 32,7859 4,64 71,25




Tablo 4.6. HDL-kolesterol duizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas

Kontrol | Kontrol | Kontrol | HL HL | HL8AE | HL8AE | HL4AE | HL4AS | HLAND+AS | HLAND+AE

1H 4H 8H m | e 4H 8H 8H 8H 8H 8H
Kontrol 1H * * 0021| O 0,02 * * 0 0 0
Kontrol 4H * * 10,002| 0,003 * * 0 0 0
Kontrol 8H * 10,006 0,002 * 0 0 0
HL 4H * * 0,048 0,039 0 0 0
HL 8H 0 0,001 0,001 0 0 0
HL8AE 4H 0,034 0,042 0,001 0,006 *
HL8AE 8H * 0 0 0,001
HL4AE 8H 0 0 0,01
HL4AS 8H * *
HLAND+AS 0,016
8H
HLAND+AE

8H




4.4 Trigliserid 6lcim sonuclary
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Sekil 4.4. Trigliserid konsantrasyon degerlerinin gruplara gore dagilim grafigi



Tablo 4.7. Trigliserid sonuglarimn gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

Trigliserid
) En Kiigiik | En Biiyik
Ornek Sayisi | Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata| Ortalamanin % 95 Glven Araligi
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir
Kontrol 1H 9 69,2211 26,0862 8,6954 49,1694 89,2728 31,3 106,88
Kontrol 4H 9 79,8322 17,5722 5,8574 66,325 03,3394 53,32 100,06
Kontrol 8H 5 88,59 29,0661 12,9988 52,4997 124,6803 61,62 127,41
HL 4H 5 65,354 20,8701 9,3334 39,4403 91,2677 48,56 99,41
HL 8H 8 72,2513 29,7923 10,5332 47,3443 97,1582 39,97 125,35
HLBAE 4H 5 59,82 19,7328 8,8248 35,3185 84,3215 41,19 90,64
HLBAE 8H 5 42,102 10,9264 4,8864 28,5351 55,6689 23,64 51,45
HL4AE 8H 5 67,144 26,7525 11,9641 33,9264 100,3616 36,89 94,09
HL4AS 8H 7 48,0557 19,5866 7,403 29,9411 66,1703 24,48 69,09
HLAND+AS 8H 5 35,008 12,579 5,6255 19,3891 50,6269 24,48 56,4
HLAND+AE 8H 7 43,9857 18,8442 17,1224 26,5578 61,4136 22,8 76,09
Toplam 70 62,1981 25,9274 3,0989 56,016 68,3803 22,8 127,41




Tablo 4.8 Trigliserid diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Kontrol | Kontrol | Kontrol | HL | HL | HL8AE | HL8AE | HL4AE | HL4AS | HLAND+AS | HLAND+AE
1H 4H 8H || ey 4H 8H 8H 8H 8H 8H

Kontrol 1H * * * * * 0,033 * * 0,008 0,028
Kontrol 4H * * * * 0,004 * 0,006 0,001 0,002
Kontrol 8H * * * 0,021 * 0,04 0,005 0,017
HL 4H 0,045 * 0,002 * 0,003 0 0,001
HL 8H * * * * * *
HL8AE 4H * * * 0,035 *
HL8AE 8H * * * *
HL4AE 8H * 0,026 *
HL4AS 8H * *
HLAND+AS *
8H
HLAND+AE

8H
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Sekil 4.5. Nitrit konsantrasyon degerlerinin gruplara gore dagilim grafig



Tablo 4.9 Nitrit sonuclarinin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

Nitrit Ornek Sayisi | Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata | Ortalamanin % 95 Giiven Aralig1 | En Kiigik | En Blyik
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir
Kontrol 1H 9 0,2961 0,0595 0,0198 0,2504 0,3419 0,24 04
Kontrol 4H 9 0,291 0,117 0,0390 0,2011 0,3809 0,16 0,55
Kontrol 8H 5 0,3882 0,1662 0,0743 0,1819 0,5945 0,24 0,63
HL 4H 5 0,3482 0,0889 0,0398 0,2378 0,4586 0,24 0,47
HL 8H 8 0,2585 0,0691 0,0244 0,2007 0,3163 0,16 0,32
HLBAE 4H 5 0,2078 0,1183 0,0529 0,0609 0,3547 0,08 0,4
HLBAE 8H 5 0,2078 0,1417 0,0634 0,0319 0,3837 0,08 04
HL4AE 8H 5 0,1766 0,1282 0,0573 0,0175 0,3357 0,08 04
HL4AS 8H 7 0,296 0,2569 0,0971 0,0584 0,5336 0,08 0,86
HLAND+AS 8H 5 0,2196 0,0850 0,0380 0,1141 0,3251 0,08 0,32
HL4AND+AE 8H 7 0,2724 0,1793 0,0678 0,1066 0,4383 0,08 0,63
Toplam 70 0,2725 0,1396 0,0167 0,2392 0,3057 0,08 0,86




Tablo 4.10. Nitrit dizeylerinin gruplar arast karsilastirilmasi
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4.6. Total Nitrit 6lciim sonuclari
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Sekil 4.6. Tota nitrit konsantrasyon dizeylerinin gruplara gore dagilim
grafigi



Tablo 4.11. Total nitrit sonuclarinin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

Total Nitrit | Ornek Sayisi | Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata | Ortalamanin % 95 Giiven Aralig1 | En Kuigik | En Biiyilk
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir
Kontrol 1H 9 13,2378 2,0941 0,698 11,6281 14,8475 10,99 17,14
Kontrol 4H 9 15,3433 2,0736 0,6912 13,7494 16,9372 13,01 19,66
Kontrol 8H 5 15,278 0,9321 0,4168 14,1207 16,4353 14,34 16,79
HL 4H 5 14,634 0,4627 0,2069 14,0594 15,2086 13,99 15,18
HL 8H 8 14,2875 0,8931 0,3158 13,5408 15,0342 13,15 15,74
HL8AE 4H 5 14,256 1,1759 0,5259 12,7959 15,7161 13,08 16,09
HL8AE 8H 5 14,676 1,9596 0,8764 12,2428 17,1092 11,89 17,28
HL4AE 8H 5 14,69 0,8559 0,3828 13,6273 15,7527 13,57 15,81
HL4AS 8H 7 13,81 0,877 0,3315 12,9989 14,6211 13,01 15,6
HLAND+AS 8H 5 13,29 0,7207 0,3223 12,3951 14,1849 12,52 14,06
HLAND+AE 8H 7 14,76 4,3312 1,6371 10,7543 18,7657 9,66 23,64
Toplam 70 14,3663 1,9307 0,2308 13,9059 14,8266 9,66 23,64




Tablo 4.12. Total nitrit dizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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4.7. Homosistein 6lciim sonuclari
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Sekil 4.7. Homosistein konsantrasyon dizeylerinin gruplara gore dagilim



Tablo 4.13. Homosistein sonuglarimin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

Homosistein | Ornek Sayisi | Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata| Ortalamanin % 95 Gliven Aralig1 | En Kiicik | En Blyuk
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir

Kontrol 1H 9 14,5467 3,0777 1,0259 12,1809 16,9124 8,55 19,37
Kontrol 4H 9 11,9344 3,6726 1,2242 9,1115 14,7574 8,06 19,21
Kontrol 8H 5 20,42 12,5423 5,6091 4,8466 35,9934 12,7 42,37
HL 4H 5 16,61 13,8035 6,1731 -0,5293 33,7493 533 39,21
HL 8H 8 13,53 1,4811 0,5236 12,2918 14,7682 11,82 16,3
HLS8AE 4H 5 19,182 5,7466 2,57 12,0466 26,3174 14,62 28,94
HLS8AE 8H 5 13,88 2,5365 1,1344 10,7305 17,0295 10,94 16,7
HL4AE 8H 5 14,028 0,9794 0,438 12,8119 15,2441 12,38 14,95
HL4AS 8H 7 11,4914 3,0669 1,1592 8,655 14,3279 512 15,17
HLAND+AS 8H 5 11,406 4,3062 1,9258 6,0592 16,7528 4,18 15,59
HL4AND+AE 8H 7 10,9457 3,0943 1,1695 8,084 13,8075 6,34 13,74
Toplam 70 14,018 6,0198 0,7195 12,5826 15,4534 4,18 42,37




Tablo 4.14. Homosistein diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast
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4.8. P-Selektin 6lciim sonuclary
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Sekil 4.8. P-Selektin konsantrasyon dizeylerinin gruplara gore dagilim
grafigi



Tablo 4.15. P-Selektin sonuglarinin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

P-Selektin Ornek Sayisi | Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata | Ortalamanin % 95 Giiven Aralig1 | En Kiicilk | En Biiyilk
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir
Kontrol 1H 9 349,04 144,2117 48,0706 238,189 459,891 119,54 606,27
Kontrol 4H 9 384,7789 123,5548 41,1849 289,8063 479,7515 233,09 639,18
Kontrol 8H 5 365,454 123,7855 55,3585 211,7541 519,1539 239,43 522,1
HL 4H 5 277,07 84,5153 37,7964 172,1304 382,0096 146,87 350,62
HL 8H 8 354,01 266,8127 94,3326 130,949 577,071 133,76 | 960,69
HLBAE 4H 5 361,31 102,5144 45,8458 234,0215 488,5985 269,96 | 534,39
HLBAE 8H 5 167,45 43,8038 19,5897 113,0603 221,8397 108,7 217,52
HL4AE 8H 5 212,924 121,4642 54,3205 62,1062 363,7418 116,57 423,43
HL4AS 8H 7 2122114 75,4045 28,5002 142,4739 281,949 126,66 336,53
HLAND+AS 8H 5 182,612 47,5081 21,2463 123,6229 241,6011 117,69 239,1
HL4AND+AE 8H 7 212,3357 106,9794 40,4344 113,3963 311,2752 105,29 399,5
Toplam 70 289,1769 149,5859 17,8789 253,5094 324,8444 105,29 960,69




Tablo 4.16. P-Selektin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast

Kontrol | Kontrol | Kontrol | HL | HL | HL8AE | HL8AE | HL4AE | HL4AS | HLAND+AS | HLAND+AE
1H 4H 8H | gy | M 8H 8H 8H 8H 8H

Kontrol 1H * * * * * 0,02 * * 0,033 *
Kontrol 4H * N * 0,006 0,028 0,015 0,01 0,015
Kontrol 8H N * 0,02 * 0,049 0,031 0,049
HL 4H * * 0,025 * * 0,038 *
HL 8H * 0,028 * * 0,043 *
HLBAE 4H * * * * *
HLBAE 8H * * * *
HL4AE 8H * * *
HL4AS 8H * *
HLAND+AS *
8H
HLAND+AE

8H
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4.9. VCAM -1 6lciim sonuclara

Eonsnatrasyon {ng/ml)
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Sekil 4.9. VCAM-1 konsantrasyon diizeylerinin gruplara gore dagilim grafigi



Tablo 4.17. VCAM-1 sonuclarinin gruplara gore ortalama ve standart hata degerleri

VCAM-1 Ornek Sayisi | Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata | Ortalamanin % 95 Giiven Aralig1 | En Kiigik | En Biiyilk
Gruplar Alt Sinir Ust Sinir
Kontrol 1H 9 198,1744 47,4866 15,8289 161,673 234,6759 130,1 269,4
Kontrol 4H 9 147,3 49,0889 16,363 109,5669 185,0331 72,08 234,76
Kontrol 8H 5 225,586 118,2031 52,862 78,8175 372,3545 34,66 347,68
HL 4H 5 243,78 88,1376 39,4163 134,3427 353,2173 167 360,06
HL 8H 8 161,195 99,1535 35,0561 78,3006 244,0894 57,67 357,76
HLS8AE 4H 5 204,424 33,9185 15,1688 162,3086 246,5394 171,41 244,13
HL8AE 8H 5 222,344 160,7848 71,9052 22,7033 421,9847 62,75 463,88
HL4AE 8H 5 243,03 159,02801 71,11949 45,5666 440,4854 40,22 410,25
HL4AS 8H 7 141,6529 114,0475 43,1059 36,1765 247,1292 56,91 385,23
HLAND+AS 8H 5 204,824 56,4331 25,2377 134,753 274,895 148,82 295,37
HLAND+AE 8H 7 208,89 141,5831 53,5134 77,9475 339,8325 57,3 472,15
Toplam 70 250,7761| 467,8238 55,9156 139,2275 362,3248 34,66 472,15




Tablo 4.18. VCAM-1 dizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Tablo 4.19. Gruplar arasi karsilastirmalar icin ANOV A toplu sonuglart

Kareler Toplam Df Kareler Ortalamasi F Anlamlilik degeri.
Gruplar Arast 20441,530 10 2044,153 2,868 ,006
Total Kolesterol | Gruplar ici 42050,520 59 712,721
Toplam 62492,050 69
Gruplar Arast 17171,798 10 1717,180 3,468 ,001
Trigliserid Gruplar ici 29212,057 59 495,120
Toplam 46383,856 69




Tablo 4.19. Gruplar arasi karsilastirmalar icin ANOV A toplu sonuglari (devam)

Kareler Toplam df Kareler Ortalamasi F Anlamlilik degeri.
Gruplar Arasi 14050,594 10 1405,059 18,607 ,000
HDL Gruplar igi 4455,288 59 75,513
Toplam 18505,883 69
Gruplar Arasi 20491,255 10 2049,126 12,536 ,000
LDL Gruplar i 9644,390 59 163,464
Toplam 30135,645 69




Tablo 4.19. Gruplar arasi karsilastirmalar icin ANOV A toplu sonuglari (devam)

Kareler Toplam df Kareler Ortalamasi F Anlamlilik degeri.
Nitrit Gruplar Arast 211 10 0,02110 1,098 ,379
Gruplar Ici 1,133 59 0,01921
Toplam 1,344 69
Gruplar Arast 34,725 10 3,473 ,921 521
TOTAL NITRIT oo 222,467 59 3,771
Toplam 257,192 69




Tablo 4.19. Gruplar arasi karsilastirmalar icin ANOV A toplu sonuglari (devam)

Kareler Toplam df Kareler Ortalamasi F Anlamlilik Degeri

Gruplar Arast 446714,277 10 44671,428 2,402 ,018
P-Selektin | Gruplar ici 1097225,268 59 18597,038

Toplam 1543939,545 69

Gruplar Arast 560,312 10 56,031 1,704 ,101

Homosistein | Gruplar Ici 1940,149 59 32,884

Toplam 2500,461 69

Gruplar Arast 3419358,863 10 341935,886 1,727 ,096
VCAM-1 Gruplar ici 11681921,167 59 197998,664

Toplam 15101280,030 69
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5. TARTISMA

Glnuimuzde artan metropollesme, endustriyel ve teknolojik gelismeler ve
makinelesme sonucu ortaya ¢ikan hareketsiz ancak yogun is temposuna bagli olarak
insanlarin yasam biciminde ve beslenme aliskanliklarinda 6nemli degisiklikler
meydana gelmistir. Bu yeni yasam bigiminin dikkat ¢eken yanlari; enerjice zengin,
posast dusik, seker, fruktoz ya da sentetik tatlandiricilarla tatlandirilmis, hayvansal
ya da hidrojenize bitkisel yag oram yiksek besinlerle beslenme ve sedanter yasam
tarzidir. Boyle bir yasam biciminin sonucu olarak guinimizde, gelismis ve
gelismekte olan toplumlarda obezite ve hiperlipidemi 6nemli saglik sorunlarindan
biri haline gelmistir. Biz bu ¢alismada, sorunun hiperlipidemi ayagina yogunlastik ve
Ulkemizde yaygin olarak yetismekte olan ali¢ (Crataegus tanacetifolia) bitkisinden
hazirlanan meyve ekstre ve sirkesinin anti-hiperlipidemik ve anti-aterojenik etkilerini
inceledik.

Hiperlipidemi, lipid metabolizmasinin primer bozuklugu ya da sekonder
nedenlere bagli olarak gelisip, plazma total kolesterol (TK), distk yogunluklu
lipoprotein kolesterol (LDL-K), ve trigliserid (TG) duzeylerinin yiksekligi olarak
ifade edilmektedir. YUksek seviyelerdeki (LDL-K), apoprotein B100, lipoprotein(a)
ya da dusik seviyelerdeki yUksek dansiteli lipoprotein (HDL-K) kolesterol ile
apoprotein Al ve homosistein, hiperlipidemi ve aterogenez gelisimini arttiran 6nemli
risk faktorlerdir. Hiperlipidemi, damarlarin intima tabakas: altinda lipid birikimi
sonucu, hicresel-humoral  reaksiyonlara sebep olan ve ateroskleroz olarak
adlandirilan vaskiler bozukluga yol agmaktadir. Ateroskleroz ise, koroner kalp
hastaligina (KKH)'na zemin hazirlayan faktorlerin basinda gelmektedir. Kalp
hastaliklar1 guinimizde tom dinyadaki Olim nedenlerinin yaklasik %50’ sini
olusturarak birinci sirada yer alirken, miyokard enfarktisii gegirenlerin %40 1nin
yasamin yitirdigi bilinmektedir (139).

Genel olarak, lipid metabolizmasinda gorev alan enzimlerin defektli, yetersiz
ya da hi¢ sentezlenememes ile karakterize olan genetik temelli primer
hiperlipideminin digsinda toplumda en yaygin gorilen hiperlipidemi tipi beslenme
aliskanliklari, yasam bicimi, kullanilan ilaglar ya da baska bir hastaliga bagl
nedenlerle ortaya c¢ikan sekonder hiperlipidemidir. Deney hayvanlarinda yapilan
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calisgmalarda deneysel olarak olusturulmaya calisilan hiperlipidemi  modeli
insanlardaki  bu hiperlipidemi tipine Kkarsilik gelmektedir. Siklikla deney
hayvanlarinin yemlerine katilan kolesterol, doymus yaglar ve kolik asidin yanisira
yuksek doz Vitamin D uygulanmas: kisa sure igerisinde hiperlipidemi gelismesine
neden olmaktadir. Biz de bu calismada %3 kolesterol, %1 kolik asit ve %3
hidrojenize edilerek doyurulmus bitkisel yag iceren bir yem rasyonu hazirlayarak
hiperlipidemi gurubundaki ratlari bu yemle besledik ve ilaveten ora gavaj yoluyla
Vitamin D3 uygulayarak hiperlipidemi gelisiminin hizlanmasim sagladik. Ote yandan
uzun yillardir halk arasinda kalp damar hastaliklarindan korunmada ve tedavisinde
yaygin olarak kullanilan ali¢ bitkisinin koruyucu etkinligini degerlendirebilmek
amaciyla meyve ekstrelerini ve meyve sirkesini farkli guruplarda hiperlipidemik
yemle birlikte uyguladik. Iki farkli calisma gurubunda ise 4 hafta boyunca
hiperlipidemik beslenmeden sonra hiperlipidemik yem kullanimina son verilerek,
ratlar takip eden 4 hafta boyunca normal diyetle beslenmeye basland: ve beraberinde
deneyin sonlanacag: 8.hafta sonuna kadar bu guruplardan birine alic meyve ekstresi,
digerine ise alic meyve sirkesi uygulandi, boylece ekstre ve sirkenin diyet ile birlikte
kullanilchiginda etkinliginin artip artmadigin degerlendirme imkammiz oldu.

Dort hafta boyunca hiperlipidemik yemle beslenen ratlarda 4. haftamin
sonunda TK, LDL-K, VCAM-1 ve homosistein dizeylerinde onemli artis
gbzlenirken HDL-K duzeyleri anlamli bir sekilde azalma gdzlemlendi (p<0.05). TG
duzeylerinde gozlenen hafif artis ise istatistiksel fark icermemekteydi. Bu bulgular
bize elde etmek istedigimiz dislipidemili rat ¢alisma guruplarint olusturabildigimizi
gosterdi. Bugiine kadar bu konuda yapilmis olan ¢alismalarda arastirmacilar, temelde
aterosklerozu hedef almis, aterogenezi tim asamalariyla irdelemis ve siregte rol
oynayan aktorleri ve oynadiklari rolleri tamimlayarak antiaterojenik ajanlar
kesfetmeye calismiglardir. Biz de bu calismada aym amagla alic meyve ekstresi ve
sirkesini test ettik. DOrt hafta hiperlipidemik yemle beslenen ratlarda bulgular
arasinda ilk dikkat ceken TK ve LDL-K dizeylerindeki dramatik artisa karsin HDL-
K dizeylerindeki azalmadir. Aterom plak gelisim sireci olarak tammlanan
aterogenezde LDL-K c¢ok oOnemli bir tetikleyici faktordir. Hiperkolesterolemi
gelismesinin ardindan kuguk lipoprotein partikulleri agrege olarak arteriyal intimada

birikmektedir.  Biriken partikillerde meydana gelen oksidasyonlar ve
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modifikasyonlara vaskiler endotelyal tabakanin artan gegirgenligi de eslik
etmektedir. Artan gegirgenlik nedeniyle I6kositler ve okside LDL partikdlleri endotel
hicrelerin arasindan subintimal alana gegerler. Bu bolge okside LDL, monositler ve
T-lenfositlerin biriktigi, aterogenezi baslatan tetikleyici aktivitelerin cereyan ettigi
baglama bdlgesidir. Sirecin bir sonraki asamalarinda yer alan énemli basamaklardan
bir tanesi ise kopik hicre olusumudur. Arteriyal intimaya toplanan monositler,
lipidleri fagosite etmeye calisirlar, Ozellikle okside LDL'yi yutan monositler bu
yapiy1 fagosite edemedikleri igin kopik hicreye ya da lipid yukli makrofajlara
donusurler. Makrofajlar Uzerindeki LDL reseptorlerinin 6nemli bir kismi ¢Opcl
reseptorleri olarak bilinirler ve bu reseptdrler dogal yapidaki lipoproteinlerle degil
oksde LDL gibi dogal yapisini yitirmis lipoproteinlerle etkilesirler. Ilging bir
sekilde, ortamda okside LDL bulunmasi bu reseptorlerin up-regilasyonuna neden
olarak kopuk hicre olusumunda sirekli artan bir dongu yaratmaktadir. Slrece
yakindan bakildiginda net bir sekilde anlasilacagi (zere aterogenezin
etyopatogenezinde asil tetikleyici unsur dogal LDL lipoproteini degil okside LDL
partiktlleridir. LDL-K dizeylerini normal sinirlar igerisinde tutmak kadar
oksidasyonunu onlemek de oOnem tasimaktadir. Quettier DC ve ark (2003)
caismalarinda alic meyve, cicek ve yaprak ekstrelerinin Cu*? aracili LDL
oksidasyonunu inhibe ettigini ve glgcli radikal sipuriict kapasiteye sahip olduklarini
rapor etmislerdir (140). AkilaM ve Devaraj H (2008) ¢alismalarinda ali¢ ve mango
ekstrelerinin ratlarda antioksidan etki gosterdigini ve bu etkinin ekstreler birlikte
kullamldiginda sinerjik oldugunu gostermislerdir (141). Deney guruplarimizda
hiperlipidemik yemle beslenme nedeniyle TK ve LDL-K dizeylerindeki artis ilk 4
haftada daha keskin iken sonraki 4 haftada yatay bir degisim gosterdi. Bu bize
organizmanin bir siire sonra lipid metabolizmasi ile iligkili yolaklarda upregtilasyon
aracili bir reorganizasyona gittigini, yani kolesterol dizeylerindeki artis1 tolere
etmeye yonelik bir defans gelistirdigini distndirmektedir. Hiperlipidemik yemle es
zamanlh olarak verdigimiz ali¢ ekstresinin ise 4. Haftanin sonunda hem TK hem de
LDL-K dizeylerindeki artist anlamli dizeyde (p<0.05) inhibe ettigini gordik. 8.
hafta sonucglarina baktigimizda, hiperlipidemik yem ile birlikte alic ekstresi
uygulanmasimin TK dizeyinde anlamli bir etki gostermezken 6zellikle LDL-K
diizeylerindeki azalma devam etmistir (p<0.05). Ote yandan hiperlipidemik yem ile
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beslenmeyle birlikte hem 4. haftada azalmis olan hem de 8. haftada azalmaya ayni
oranda devam etmis olan (p<0.05) HDL-K dlzeyleri ali¢ ekstresi uygulanmas ile
birlikte artmis ve 4 hafta sonunda kontrol grubunun da Gzerinde degerlere ulasirken
8. haftada kontrol gurubuyla paralel degerler almistir (p<0.05).

Sonug olarak, 8 hafta boyunca hiperlipidemik yem ile birlikte ali¢c ekstresi
uyguladigimiz gurupta, hem TK hem de LDL-K dizeylerindeki artis onlenirken
LDL-K deki azalma daha dramatiktir. HDL-K dizeylerindeki azalma ise ali¢ ekstresi
uygulanmasiyla timiyle inhibe olmustur. Rgjendran S ve ark. (1996) hepatosit
plasma membranlarinda yapmis olduklar1 calismalarinda aterojenik diyetle es
zamanl1 olarak ali¢ tentirdi uygulanmasinin rat hepatosit LDL reseptorlerini aktive
ettigini aym zamanda karacigerde safra tuzlarimn sentez ve sekresyonunu
hizlandirdigim in vivo ve in vitro deneylerle ortaya koymuslardir (142). LDL
reseptor  aktivasyonu  dolasimdaki  LDL-K'On  intavaskiler  ortamdan
uzaklastirilmasim saglarken karacigerde safra tuzlarinin artan sentez ve sekresyonu
hepatositlere kolesterol gecisini hizlandiracaktir. Shanthi S ve ark (1994) min ¢calisma
bulgular1 da bu sonuglari destekler nitelikte olup alig ekstresinin ratlardaki
hipolipidemik etkisini ortaya koymaktadir (143). Xu H (2009), ApoE den yoksun
transgenik farelerde, yuksek kolesterol diyeti ile birlikte farkli guruplara uygulanan
simvastatin ve alic meyve ekstresinin benzer diizeyde etki gostererek, total ve LDL
kolesterol duzeylerini anlamli sekilde distrdugiuni ve alic meyve ekstresinin
hiperlipidemi tedavisinde destek tedavi stratejisi olabilecegini rapor etmistir (144).

Ote yandan, ali¢ ekstresinin kolesterol emilimini azaltmas: ve/veya kolesterol
metabolizmasi ile iliskili yolaklar1 sitimile etmesi bir bagka olasi mekanizmadhr.
Alic meyvesi son derece zengin biyoaktif bilesenler icermektedir ve bu bilesenlerin
kolesteroliin de novo sentezini inhibe etmesi de muhtemeldir. Ancak literatiirde buna
cevap verecek icerikte bir calismaya rastlanamazken polifenollerin kolesterol ve
doymus yaglarin emilimini azalttigir bircok kez rapor edilmistir. Basar A. ve ark.
alicin meyve, cigek ve yapraklarindan elde edilen ekstrelerinde 6nemli miktarda
vitamin C, flavonoidler, glikozidler, antosiyanidin ve proantosiyanidinler, saponinler,
taninler ve kardiyovaskiler sistem Uzerinde spesifik etkilere sahip olan kardiyotonik

aminler bulundugunu rapor etmislerdir. Bu bilesenlerin her birinin slrecteki olasi
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rolli ayr1 ayr1 calisma konusu olarak degerlendirilmelidir (145). Goodman-Gruen D.
ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada 66 hiperkolesterolemik postmenapozal
kadina yuksek diizeyde izoflavon iceren izole soya proteini diyeti verilmis, sadece
soya proteini alanlar ile izoflavon igeren soya proteini alanlar karsilastirildiginda
izoflavon iceren soya protein diyeti alanlarin LDL-K belirgin bir azalma HDL-K
duzeyinde belirgin artma oldugu gozlemlenmistir (146). Ayrica; Somova ve
arkadaglarinin Olea europaea’ dan izole ettikleri triterpenoidlerin ratlar tUzerindeki
antihipertansif, antiaterosklerotik ve antioksidan aktivitelerini  calismuglardir.
Hipertansif ratlara Olea europaea’ dan izole edilen oleonik asit ve ursolic asit iceren
oleuafricein maddesi oral olarak verilmis ve ratlarda normalin tizerinde olan kan lipid
parametrelerinin ve tansiyon degerlerinin bu maddelerin 6 haftalik uygulanmasi
sonucunda normal diizeylere dondigi gozlemlenmistir. Bu sonuglar Olea europaea
Ozitlerinin antihipertansif, antihiperlipidemik, hipoglisemik etkilerinin bulundugunu,
toksik olmamalar1 ve ucuz olmalarindan dolay: antihiperlipidemik ve antihipertansif
olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (147).

Homosistein, protein yapisina katilmayan ve metiyoninin demetilasyonu ile
olusan sulfurl bir modifiye aminoasittir. Plazma homosistein konsantrasyonu,
homosistein metabolizmasinda gorev yapan enzimlerin sentezinden sorumlu genlerde
genetik bir defekt yok ise blylk oranda beslenme sekline bagli olarak degisiklik
gogermektedir. Hayvansal protein ve doymus yag icerigi yuksek beslenme
sekillerinde plazma homosistein dizeyleri yukselmektedir. Ateroskleroz gelisimi
srasinda plazma LDL-K artis1 ile homosistein diizeylerindeki artis arasinda pozitif
bir korelasyon bulunmaktadir. Calismamizda hiperlipidemik yem ile beslenen
ratlarin 4. ve 8. hafta plazma homosistein diizeyleri kontrol gurubuna gére anlaml:
bir sekilde yiksek bulunmustur (p<0.05). Artan plazma homosistein dizeyleri
aterskleroz agisindan 6nemli bir risk faktori olmakla beraber homosisteinin
ateroskleroz etiyopataogenezinin hangi evresinde rol oynadigi net bir sekilde
aydinlatilabilmis degildir. Ancak mevcut bilgilerimiz ve literatiirde rapor edilmis
bulgular 1s1g1nda su muhtemel mekanizmalarin, homosistein-aterogenez iliskisinde
etkili olabilecegini ileri surebiliriz; yiksek homosistein konsantrasyonlarinda
homosisteinin tiyol gurubu tasiyan biyomolekillerle etkilesimi sonucu olusan
homosistein-tiyolakton molekili LDL-K ile birleserek makrofgjlar tarafindan
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fagosite edilemeyen partikiiller olusturur ve kopiik hiicre olusumuna katki saglar. Ote
yandan, homosisteinemi monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve IL-8 yapimin
hizlandirarak endotel gecirgenligin artmasina neden olmaktadir. Ayrica homosistein
konsantrasyonlarindaki artis, oksidatif stresi artirarak sirece katki saglayabilir.
Ozellikle yiiksek homosistein konsantrasyonlarinda GSH/GSSG oram GSSG lehine
bozulmakta ve hiicresel bilesenler oksidasyona agik hale gelmektedir. Yapilan
calismalar, homosisteineminin endotelde GPx enzimi mRNA ekspresyonunu ve
enzim sentezini suprese ettigi ve Hy0, aracili lipid peroksidasyonunu artirdigin
gostermistir. ilaveten homosisteinin kendisi de Cu*? aracili oksidasyona ugrayarak
ortamdaki H,0, konsantrasyonunu artirmaktadir (148). Tum bu olasi mekanizmalar
dikkate alindiginda homosisteinemi ile aterogenez arasinda gugcli bir korelasyon
oldugu sdylenebilir. Calismada kullandigimiz ali¢ preparatlar: hiperlipidemik yemle
beslenen ratlardaki artan homosistein diizeylerini 8 hafta icerisinde kontrol gurubu
dizeylerine cekmistir (p<0.05). Aksoy S. N. ve arkadaslarimin yapmis oldugu
calismada saglikl1 126 kiside vitamin ve homosistein dizeyleri kisilerin demografik,
yasam tarzi ve diyet 6zelliklerine gore 6lcilmistir ve bu ¢alisma sonucunda gunlik
yesil sebze ve meyve tiketimi daha fazla olan gurupta sebze, meyve tiketimi disik
olan gruba gére homosistein diizeyleri anlamli olarak daha distik 6l¢tlmusttr (148).

Calismamizda degerlendirmeye kattigimiz bir diger parametre simifi ise
I6kosit adhezyon molekilleridir. Clnkl lezyonel alanda |6kosit birikimi aterogenezin
Ozellikle erken asamasinda dnemli bir basamaktir. Normal endotel hiicreleri 16kosit
adhezyonuna kars1 direncli iken aterogenezde hiperlipidemi ve hiperkolesteroleminin
ardindan endotele tutunan I6kositler artan gegirgenlik nedeniyle entodel hicreleri
arasindan subintimal alana gegerler ve birikmeye baslarlar. Bu baglamda, 16kositlerin
adheziv potansiyellerinin bir gostergesi olan immunglobulin siiperfamilyasindan
vaskiler hiicre adhezyon molekilt (VCAM-1) ve adhezyon molekdillerinin diger bir
kategorisi selektin ailesinin iki Gyesinden biri olan P-selektin duzeylerini
degerlendirdik. Hiperlipidemik yemle beslenen ratlarda P-selektin diizeyleri kontrol
gurubuyla aym aralikta seyrederken alic sirke ve ekstrelerinin  uygulandigi
guruplarda hem kontrol hem de calisma guruplarindaki diizeyler anlamli sekilde
dismusttr (p<0.05). VCAM-1 ise hiperlipidemik yemle beslenme sonrasi anlamli
sekilde artarken bu artis sadece ali¢ sirkesi tarafindan inhibe edilebilmistir (p<0.05).
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Deney hayvanlarinda yapilan calismalarda yeni olusan ateromatdz lezyonlar
Uzerindeki endotel hiicrelerinde VCAM-1'in asir1 ekspresyonu gosterilmistir (149).
Genetigi degistirilmis farelerde yapilan calismalar da VCAM-1 ve P selektinin
aterogenezdeki rollerini destekler niteliktedir (150, 151, 152). Shin |.S. ve ark (2012)
yapmis olduklar1 ¢alismalarinda deneysel olarak alerjik astim olusturulan farelerde
alic meyve ekstresi uygulanmast sonucu artmis olan ICAM-1 ve VCAM-1
duzeylerinde anlamli bir azalma ve matriks metalloproteinaz -9 (MMP-9)
aktivitesinde de 6nemli diizeyde inhibisyon gergeklestigini rapor etmislerdir.(151).
Ilaveten, Flurts R. ve ark. (2010) miyosit hiicre klltir ortamina alic gicek ve
yapraklarindan elde edilen ekstrenin ilave edilmesiyle PDGFR-B (platelet-derived
growth factor reseptor-p) blokaj1 aracilig: ile damar diiz kas hiicrelerinin migrasyon
ve proliferasyonunu inhibe ettigini ve bu etkisi nedeniyle anjiyoplastik girisim
sonrasi gozlenen re-stenozisin dnlenmesinde etkili bir ajan olarak kullamlabilecegini
rapor etmislerdir (154).

Nitrik oksit, platelet agregasyonunun inhibisyonu, damar diz kasinda gevsetici
etkisi, hicre adezyonunun kontrolti ve damar gecirgenligi Uzerine olan etkileri nedeniyle
aterogenezde rol oynayan énemli endojen molekiillerden bir tanesidir. Ozellikle |6kositler
Uzerindeki etkileri sirecle dogrudan iliskilidir. Nitrik oksit sentaz enziminin inhibitorleri
olan L-NMA, L-NAME ve aminoguanidin gibi bilesikler [6kosit adezyonunu artirirlar. L-
NMA, nétrofil yizeylerinde CD11/CD18 derisimini artirir. CD11/CD18, ICAM-1 veya P-
selektinlere karsi hazirlanan monoklonal antikorlar, NOS inhibitorlerinin artirdigi 16kosit
adzeyonunu baskilarlar. Bu bulgular, nitrik oksidin I0kosit ylzeyindeki adhezyon
molekillerinin derisimini ve adezyon molekilleri arasindaki etkilesimin kontroliinde rol
aldigin gosterir. NOS inhibitorl olan arjinin analoglari PAF ve LTB, sentezini de artirirlar
PAF ve LTB, de CD11/CD18 sentezini indiklerler ve boylece |6kositlerin endotel hiicrelerin
konstit(tif olarak sentezledigi ICAM-1"e yapismasini saglarlar. NO sentezi ile P-selektin
duzeyleri arasinda da negatif bir korelasyon oldugu bilinmektedir (155). Aterogenezde
oynadigi onemli rol nedeniyle kontrol ve ¢alisma guruplarimizdaki ratlarda plasma NOy
duzeylerini degerlendirdik. Bu amacla serbest nitrit ve total nitrat diizeylerini 6lctik. Elde
eltigimiz bulgular, total nitrat diizeylerinde guruplar arasinda anlamli bir fark olmadigim
gosterirken hiperlipidemik yemle beslenen ratlarda 8.haftada serbest nitrit dizeylerinde
belirgin bir azalmaya isaret eimektedir. Ancak serbest nitritin biyolojik ortamlarda hizlica

nitrata indirgeniyor olmasi nedeniyle nitrik oksid dizeylerinin  dolayli olarak
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degerlendirilmesi amaciyla yapilan dlcimlerde daha cok total nitrat dizeylerinin dikkate
alinmasi tercih edilmektedir. Bu agidan yaklasildiginda serbest nitrit diizeylerinde molekiliin
asin kararsiz yamsi nedeniyle guruplar arasinda bir tutarsiziik gozlenirken, total nitrit
duzeylerinde kontrol ve calisma guruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenememistir (p<0.05). Birman H. ve arkadaslarimn Crataegus tanacetifolia bitkisi ile
yapmis oldugu calismada Crataegus dogal flavonoidi olan hiperozitin, bobrek dokusundaki
eNOS aktivitesinde artisa neden oldugu gosterilmistir. (156)

Sirkenin kullanimi modern tibbin babasi Hipokrat’a kadar gitmektedir.
Hipokrat sirkeyi enfeksiyon, iltihap ve Ulserlerin temizlenmesinde kullanmistir. EsKi
bir ilag olan sirke ve baldan yapilan oksimel, Hipokrat ve arkadaslar: tarafindan
kroniklesen oksiiriik tedavilerinde kullamlmustir (157). Calismamizda ali¢ ekstresi ile
paralel sekilde diger bir calisma gurubumuzdaki ratlara hiperlipidemik yem ile
birlikte i.g. gava] yoluyla ali¢ sirkesi uyguladik. Sirke uygulanan guruptada TG, T-
KOL, LDL-K, homosistein, P-selektin ve VCAM-1 dizeyleri hiperlipidemi
gurubuna gore anlamli diizeyde azalma gosterirken (p<0.05), HDL-K duzeyleri
artmis (p<0.05) ancak total nitrat dizeylerinde anlamli bir fark gozlenememistir
(p>0.05). Kadas Z' nin yapmis oldugu calismada, gonullilik esasina gore belirlenmis
37 hastaya 4 hafta stiresince giinde yarim su bardag: 1lik suya ilave edilmis bir tatl
kasig1 alic sirkesi verilerek bu kisilerde kilo degisimi, kan basinci, glukoz, dre,
kreatinin SGOT, SGPT, kolesterol LDL, VLDL, trigliserid, glikohemoglobin
(HbA1c) ve EKG analizleri yapilmis ve bu Kisilerde kan sekeri ve total kolesteroliin
azaldhg, kilo kaybi gozlendigi ve HbA1c seviyesinin distigi rapor edilmistir (158).

Hiperlipidemiyle iliskili olarak aterogeneze karsi onleyici ve tedavi edici
yaklasimlar siklikla, ilag tedavisi (statinler ya da lipaz inhibitorleri gibi), diyet ve
alernatif tibbi  Orinlerin  (bitkisel preparatlar) kullanimint  kapsamaktadir. Bu
yaklasimlarin birlikte kullammi daha etkili sonuclar verirken alternatif tibbi Grdnlerin
ilaglarla es zamanli kullammi bitki ekstrelerinin icerdigi biyoaktif bilesenlerin
ilaglarla olasi istenmeyen etkilesimleri nedeniyle bazi riskleri de beraberinde
tasimaktadir. Bu baglamda ilag ya da bitkisel kirlerin uygun bir diyetle birlikte
uygulanmasi hem daha hizl1 sonu¢ vermekte hem de herhangi bir yan etki riski
tasimamaktadir.
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Biz de calismamizda, hiperlipidemik yemle besledigimiz ratlardan olusan
calisma guruplarimiz arasindan iki guruba, dordiincl haftadan itibaren ali¢ sirkesi ve
alic ekstresi verilmesinin yan sira hiperlipidemik beslemeye son vererek normal
diyet uygulamaya basladik, boylece mevcut yiksek yagli beslenme diizenindeyken
daha dustk yagli ve daha distk kalorili bir beslenme diizenine gegen bireylerdekine
benzer bir beslenme modeli olusturabilmeyi amagladik. Diger bir ifadeyle
hiperlipidemik ratlara ali¢ ektresi ve ali¢ sirkesi uygulanmasimin diyetle kombine
edildiginde daha guclu antihiperlipidemik etki gosterip gostermeyecegini belirlemek
istedik. Elde ettigimiz bulgular hem ali¢ sirkesinin hem de ali¢ ekstresinin diyetle
kombine uygulanmasinin, homosistein, P-selektin, TK, LDL-K ve TG
dizeylerindeki dustsit ve HDL-K dizeylerindeki artisi da daha belirgin hale
getirdigini gosterdi.

Sonuc olarak, yuksek yagl diyet ile beslenme nedeniyle olusan hiperlipidemi,
hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi ve arthus adhezyon molekill dizeyleri ile
uyumlu bir sekilde artan ateroskleroz riskini alic meyve ekstresi ve sirkesinin
azaltabilecegi hipotezi Uzerinden kurguladigimiz bu calismada elde ettigimiz
bulgular gostermektedir ki; hem alic meyve ekstresi ve hem de ali¢ sirkesinin ayri
ayri gucli antiaterojenik etki gosterirken bu etkilerin distk yagl diyetle kombine
edildiginde daha belirgin hale gelebilecegini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Hiperlipideminin olusumunda genetik nedenler yani primer nedenler yaniinda
gunimiz de sekonder nedenlerden dolayr artis gostermesi gunimiz yasam
kosullarinin ve beslenme aliskanliklarimizin degismesi ve bozulmasindan dolay:
kaynaklanmaktadir. Bu baglamda calismamizda ratlarda yiksek yagli diyetle
beslenme sonucunda olusacak hiperlipidemi ve ateroskleroz riskine karsi alig
(Crataegus tanacetifolia) meyve ekstresi ve meyve sirkesinin etkisini farkl: diyetler
uygulayarak inceledik. Olusturdugumuz deneysel hiperlipidemi modeli ile 4. ve 8.
hafta sonunda aldigimiz kan 6rneklerinde HL grubundaki ratlarda TK, LDL-K,
VCAM-1 ve homosistein diizeylerinde bariz bir atis oldugunu gozlemledik.

Hiperlipidemik yemle beraber baslacigimiz HL + 8AE grubunda 4. Haftanin
sonunda TK ve LDL-K dizeylerindeki artisin istatistiki olarak anlamli bigimde
(p<0.05) azaldigin1 gozlemledik. 8. haftamn sonunda TK diizeyinde anlaml1 bir etki
gozlemlenmezken LDL-K diizeyindeki azalma devam etmistir. HDL-K dizeyi ise 4.
haftanin sonunda kontrol grubunun Uzerine cgikarken 8. hafta sonunda kontrol
grubuyla parelel degerler almistir. Bu ¢alisma grubu ali¢ ekstersinin hipolipidemik
etki gosterdigini ortaya koymaktadir.

Galismamizda HL+8AE grubunda 4 ve 8. hafta plazma homosistein diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiksek iken alic meyve ekstresi ve ali¢
meyve sirkesinin hiperlipidemi ile berarber uygulandigi gruplarda Homosistein
duzeyleri 8 hafta sonunda kontrol grubu diizeylerine gerilemistir (p<0.05).

HL grubunda P-Selektin dizeyleri kontrol grubu ile ayni dizeyde
seyrederken ali¢ sirkesi ve ali¢ ekstresi ile beslenen gruplarda P-Selektin diizeyleri
hem kontrol hem de diger ¢calisma gruplarinda diistis gostermistir.

VCAM-1 dizeyi hiperlipidemik beslenme ile anlaml1 bir sekilde artarken bu
artis sadece ali¢ sirkesinin uygulandig: gruplarda inhibe edilmistir.

Serbest nitrit dizeylerinde serbest nitritin asir1 kararsiz olmasinda dolayi

gruplar arasinda tutarsizlik gozlenirken total nitrit diizeylerinde kontrol ve calisma

gruplar arasinda anlami bir fark gézlemlenmemistir (p<0.05).
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Al¢ sirkesinin uygulandigr gruplarda TG, TK, LDL-K, homosistein, P-
Selektin ve VCAM-1 dizeyleri HL grubuna gore anlamli diizeyde azalma
gosterirken (p<0,05) HDL-K diizeyleri arthus ve total nitrat diizeylerinde anlamli bir
fark gozlemlenmemistir (p<0,05).

Sonug olarak; calismamizda alic meyve ekstresi ve meyve sirkesinin anti
hiperlipidemik ve antiaterojenik etkilerinin oldugu ve bu etkinin distk yagl diyetle
daha da artacag1 gozlemlenmistir.

Ozellikle Malatya yoresinde ve tlkemizin bircok bolgesinde yetisen dogal ve
yabani olarak yetisen ali¢ bitkisinin sadece tatli bir meyve olarak degil ayrica tibbi
olarakta degerlendirilmesinde yaptigimiz bu ¢alisma ve yapilacak diger calismalar
1is1ginda alicin halk arasindaki kullammu ve tibbi 6neminin algilanmast saglanabilir.

Ayrica eczacilik ve ilag sanayinde ali¢ bitkisinden yararlanilarak yan etkisi
daha az olan ilaglar Uretip ve Ulkemizde bol miktarda yetistigi icin maddi olarakta
Ulkemize katki saglanacak atilimlar yapilabilir. Boylelikle bozkirin yalmz agaclar
olan ali¢ bitkisi de gerektigi degeri bulabilir.
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EKLER

Ek. 1. Etik kurul onay formu

inOniT ONivERSITEST
TIP FAKULTES]
DENEY HAYVANLARI ETIK KURULU KARARI

Toplanti Tarihi : (M-06-2011

Toplanty Yeri : Tip.Fak. Toplanti Salonu-Malatva
Arasirma Protokol no.su 2 20117 A-61

Deneyde Kuallamilacak Hayvvanm Torl : Sipan

Denevde Kollanilacak Hayvanin Soyu : Wistar-Albino

Deneyde Kullamilacak Hayvanin Cinsiveti OJE [Op [ Farketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi : 60 adet

Deneryde Kullanilacak Hayvanin Yas ve Afarhi : 3-4 ayhk, 200-250 gr

Eczacilik Fakitlesi Ogretim (yelerinden  Daog, Dr, Kadir BATCIOGLU nun yiiriktiiciisi
oldugu “Ratlarda deneysel olarak olusturulan hiperlipidemi modelinde alig (Crofmegus
axpancanthie) bitkisinin meyve elstre ve  sirkesinin  hiperlipidemive ve olasi endotel

hasarn karst koruyneu etkinlifinin incelenmesi™ isimli 201 1/A-61 Protokol ne.lu calismanin
dosyas: incelendi.

Adi pegen aragtirmaning aragtimma protokoliine mmamen oyulmak, lodnid Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlan Efik Kol Yonergesi'nde belitilen hususlar yerine getirilmek ve
sorumfuluk  aragtincilara ait olmak Gzere gehsmamn yapimasinda herhangi bir etik sakinea
bulunmadh@ina oy birligi ile karar verildi,
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iy 3 e}
INONT TINIVERSITESI
TIP FAKULTES] _
DENEY HAYVANLARI ETIK KURUL BASKANLIGI

Sayi : B.30.2.0N0.0.20.05.05/ 22 19.12.2013
Konu :201 1/A-61 nolu calisma

Saym: Prof. Dr. Kadir BATCIOGLU

Bivokimya Anabilim Dal

201 1/A-61 protokel nolu “Ratlarda deneysel olarak olusturulan hiperlipidemi
modelinde alg {Crataegus oxyancantia) bitkisinin meyve eksire ve sirkesinin
hiperlipidemiye ve olasi endotel hasara kars: koruyueu etkinlifinin incelenmesi™ [simli
proje bashgimun, “Ratlarda deneysel olarak olusturulan hiperlipidemi modelinde ahg
(Cratacgns tanacetifolia) bitkisinin meyve ekstre ve meyve sirkesinin hiperlipidemiye ve
olasi endotel hasara karsi koruyuen etkinliginin incelenmesi” seklinde degistirilmesi
Deney Hayvanlan Etik Kurul Bagkanhg tarafinea uygun gériilmiistiir,
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