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1. GIRIS

Tiroid hormonlarinin 6zellikle kalp ve vaskiler teis Gzerinde bir cok etkisi
gosterilmitir (Fazio et al., 2004). Tiroid hastal olan Kkgilerde, siklikla
kardiovaskiler hemodinamizimdeki ggmleri destekleyen klinik bulgular
gorulmistar (Morkin et al., 2001).

Hipertiroidizmde go6rilen kardiak debi arhin, kan basincinin yikselmesi ve
periferal vaskiler rezistanstaki azalma ilgkili oldugu belirtilmistir (Fazio et al.,
2004). Hayvan modellerinde yapilan gaialarda, farkh tiroid hastaliklari esnasinda
vaskiler yanittaki d@simler gosterilmgtir (Klein ve et al., 2001; Capo and Sillau,
1983).

Gunumuzde nitrik oksitin (NO), vaskuler endoteldgivekli olarak saliverilg ve
bdylece vaskuller tonusun regilasyonunda 6nemli oddigu kabul edilmektedir
(Atahk ve ark.,1997).

NO, kardiovaskuler sistemin dizenleyici mekanizmala gens bir kismi ile

ili skilidir. Vazodilatasyonu uyarmasinin yaninda tromsiberin agregasyon ve
adezyonunu inhibe eder. Bununla beraber monosit Idk®sitlerin endotele
adezyonunu ve diuz kas hucre proliferasyonunu inbdex. Ayrica NO, stperoksit
radikalinin vaskuler Uretimini azaltarak LDL oksgy@nunun bir inhibitort gibi
davranir (Erdem ve ark., 2009).

Nitrik oksit sentezinin inhibisyonundan ise endojeiirik oksit sentaz (NOS)
inhibitéra olarak bilinen asimetrik dimetil arjinilRDMA) sorumludur. ADMA Y-

tastyicl protein adi verilen katyonik aminoasitsitacilar aracilgiyla endotelyal
hiicrelerin icine girerler. Metilarjininler birbing/le ve arjinin aminoasidi ile hicre

icine giris icin yarsirlar. Yiksek konsantrasyondaki ADMA, NOS inhibisypyani



sira L- Arjininin hicre igine transportunu engebegk de NO sentezini azaltir
(Erdem ve ark., 2009).

Guclu vazodilator etkisi olan NO; platelet agregasy, I0kosit migrasyonu, hiicresel
adezyon ve vaskiler diz kas proliferasyonunu inlkeiter (Jiang et al., 2004; Sela
2005). Bu nedenle, ortamda NO azgidda, endotel homeostaz vazokonstriiksiyon
lehine bozulur ve endotelyal disfonksiyonslaa (Endemann et al., 2004). ADMA
yuksekligi ve endotel fonksiyon bozukiu ile seyreden géli klinik durumlar;
konjestif kalp yetmez@i, diyabet, bozulmg insulin rezistansi, hipertansiyon,
hiperhomosisteinemi, son dénem bdobrek yetngeztlup bu hastaliklarda akut
vaskiler olaylar sonucu olim sik gorulir (Ogawalet1979). Nitrik oksit eksikgi
kardiyovaskuler hastaliklarin deca nedeni olmasina kan, argtirmacilar dncelikli
olarak ADMA seviyesine yonelilerdir (Erdem ve ark., 2009). ArtmIADMA
seviyeleri hemen hemen tim geleneksel kardiyovaskigk faktorleri ile birliktelik

gostermektedir.

Homosistein; metiyonin  metabolizmasi esnasindasaolu yapisinda sulfur
bulunduran bir aminoasittir (Ueland et al., 1993Y.Uksek homosistein
konsantrasyonlari bircok mekanizma yoluyla, alttdap sebepten pansiz olarak
vaskiler yapiya ve fonksiyonuna zarar vermektdsiir. mekanizmalardan bazilari;
endotelyal disfonksiyonu, trombosit aktivasyonu tk@nbts formasyonu ojumu,
sitotoksik reaktif oksijen radikalleri ofumu, lipid peroksidasyonu, LDL
kolesteroliin oksidasyonu ve vaskuler diiz kas m@gyonudur (Eikelboom et al.,
1999).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE) yapica flavonoréldoenzeyen, bal arilarinin bitki
Ozlerinden toplag propolisin aktif bir bilgenidir (Mirzoena et al., 1996). Propolis,
bal arilar tarafindan kovanda uretilengdb bir Grtndur. Cstli bitkilerin yaprak,
govde ve tomurcuklarindansci arilar tarafindan toplanip kovanda biriktirilen
propolis keskin ve guzel kokulu, suda erimeyenmacitatta balmumu ve bitki 6z
suyundan olgan bir maddedir (Heggen ve ark., 1996). Yapilan atamalarda
argtirmacilar, CAPE’'nin immunomodulatér (Dimov et all992), antioksidan
(Pascual et al., 1994; Krol et al., 1990), antijarték (Edenharder et al., 1993),



antiinflamatuvar ve antimikrobiyal (Dobrowolski etl., 1991) etkisi oldgunu
gostermglerdir.

Bu tez camasi ile deneysel olarak hipertiroidizm glurulan ratlarda, plazma NO,
ADMA, homosistein seviyelerine ve lipid profiline akarak hipertiroidizmin
olusturabilecgi endotel hasarini belirlemek, hem de CAPE’'nin Haso hasar
Uzerine ve tiroid hormonlarina etkilerinin ginallmasi amaclanngiir. Hedeflenen,
hipertiroidizmin sebep oldiu patolojik duruma kar CAPE’nin koruyucu etkisinin
olup olmadginin belirlenmesidir. Bu tez camasiyla CAPE'nin hipertiroidizm ve

olusturdusu komplikasyonlara kar kullaniminin uygunlgu dezerlendirilecektir.

Sonu¢ olarak bu tez catnasi ile hipertiroidizmin endotel hasarina ve buaun
birlikte uzun dbénemde endotel disfonksiyon sonuclusabilecek bircok
komplikasyona neden olabilegai ayni zamanda CAPE'nin vaskuler ve tiroid
hastaliklari tUzerindeki antioksidan ve antiinflamadr etkileri ile hipertiroidizmin

olusturdusu komplikasyonlarin baskilanmasina destek olabgiedéstinilimektedir



1.1. Tiroid Bezi

Tiroid beziSekil 1.1. de gosteril@i gibi boynun 6n tarafinda tiroid yuvasi denilen
yerde, trekeanin 6n ve yan duvarinasgévba& dokusu aracif ile oldukga siki bir
sekilde bali, agirhg 20-25 g kadar olan bir ic salgl bezidir. Mikrosio olarak
incelendginde, santral limeninde iyodinize tiroglobulin aggé iceren (kolloid)
sferik foliktllerden olgtugu gorulir (Gardner et al., 2007). Folikillerin ¢cepek
sirali epitel hucreleri ile cevrilrgtir. Bez istirahat halinde iken folikilt ¢evreleyen
epitel hicreleri yassi ve folikil Bloigu gengtir. Bez aktif iken foliktller kugulur ve
epitelyum hicreleri kubik bir bicim alirlar (Noya2000).

Hiyoid kemik
Tiroid kikirdag:

Epiglottis
Dig karotis

Ust tiroid
arteri

Tiroid bezi
istmusu

~ Sal

T kopricuk-alti

Brankiosefalik arteri
arter Tiroid bezinin

Aot sol yon lobu

Sekil 1.1. Tiroid Bezi (Noyan., 2000).



Tiroid bezi kan damarlarinca ¢ok zengindir. Birimnzan igcinde ve bir gram doku
agirh gl icin bezden akan kan miktari, vicuttakgel butiin dokulardan fazladir (4-6
ml/g/dakika). Tiroid bezi dokularin normal fonksiywicin gerekli olan metabolizma
hizini ayarlar. Vicut doku hicrelerinin oksijen leaimini arttirir, karbonhidrat ve

lipid metabolizmasinin ayarlanmasina yardim edeyéd, 2000).

TiroidHormonuYapimi ve Salinimi

Tiroid hormonlari iyodinize tirozinlerdir. Baca tiroid hormonlari triiyodotironin
(T3) ve tiroksin (T4)dir. Tiroid hormonlarinin kigasal yapisiSekil 1.2.1. de
gOsterilmitir. Tiroksin 4, triiyodotironin 3 iyot tgayan aminoasitlerdiriyot tiroid
hormonlarinin anahtar yapisal komponentitiindid (indirgenmis formda, 17) veya
iyodad olarak su ve besinlerle alinir. Organik lement halindeki iyot, sindirim ve
emilim esnasinda iyodide (I ) indirgenir ve pladm&usekilde bulunur (Noyan,
2000).

I |
OH "'r’ \ O f'f \ CH,CH-COCH
OO

4

I I
7 Nodd Noron-
OH O o Hl‘r_> CH E:l COOH
T3

Sekil 1.2.1. Tiroid Hormonlari (T4 ve T3) (Murray at, 2003).



Tiroid bezi hicreleri, iyodidi aktif transport yolia dolgimdan hicre icine alirlar.
Tiroid stimile edici hormon (TSH) iyodid aktif traportunu hizlandirir. Bez iginde,
plazma ya da serumda bulunandan ¢ok daha fazladiymdunur. Hicreye giren
iyodid, tiroid peroksidaz ile iyot (21,+2€) haline dongturdlir. Iyot, tiroglobiline

bagli tirozin molekillerine bglanir. Bu sekilde monoiyodotirozin (MIT) ve
diiyodotirozin (DIT) meydana gelirSekil 1.2.2). Aktif tiroid hormonlari bu iyotlu
tirozinlerin bir araya gelmesi ile ojur. iki molekil diiyodotirozinin oksidatif olarak
birlesmesi ile tetraiyodotironin  (T4-tiroksin), bir diigwotirozin ile bir

monoiyodotirozinden de triiyodotironin (T3) senteair (Noyan, 2000).

Tiroid bezi Uzerindeki etkilerinde iyot ve flor anada kompetetif bir antogonizma
vardir. Maral (1991) yaptl bir calsmada, yurdumuzda 6zellikle Bo Anadolu
Bolgesindeki toprak ve sularda yiiksek oranda fldubmasina b#i olarak bolge
insan ve hayvanlarinda sik gérilen kronik florozagalarinda, iyottan daha aktif bir
halojen olan florun fazla alimina gaolarak, florun tiroid bezinde iyot gibi birikip
T3 ve T4 sentezini Onleyerek hipotiroidizme sebdgugu ve endemik guatrin
goruldigiint gozlemlensiir.

Tiroid hicrelerinin folikil icine salgilagl proteolitik ve peptidaz enzimleri
tiroglobdlinden T3 ve T4 hormonlarini ayirarak ssthatirirler. T3 ve T4 sistemik

dolasima gecer. Kana gecen bu hormonlardagug®690) T4, az bir kismi (%10) T3
tur. Fakat gerek tiroid bezinde gereksgedi doku hicrelerinde T4'den bir iyot
enzimatik bir reaksiyonla ayrilarak T3 meydanargat(Baysu So6zbilir, 2008).

Tiroid hormonlari karagerde sulfatlar ve glukuronidlerle bistgilirler ve safra
icinde barsaklara verilirler. Bir kismi barsaklandemilerek kana gecirilir, bir kismi
da dski ile vicudu terk eder. Bu hormonlarinska bir yikilma yolu da deaminasyon
ve dekarboksilasyon ile olur. Bgélerdeki iyot ise deiyodinazlar tarafindansitk
organlarda 0Ozellikle karager ve bdobrekte uzaldarilirlar. Hormonlarin
yikilmasindan sonra serbest hale gecen iyot, yanidermonlarin sentezinde
kullanilir (Bayu Sozbilir, 2008).
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Sekil 1.2.2. Tiroid Hormonlarinin Yapim ve Salini(Murray et al.,2003).

Tiroid hormonunun ¢gunu alan dokular karager, bobrek ve kaslardir. Beyin, dalak
ve gonadlar ¢ok az tiroid hormonu alirlar. Tiroidrimonlarinin periferik dokulara
nasil girdgi kesinlik kazanmamakla birlikte pasif difizyon kgerceklstigi tahmin
edilmektedir. Yine olasilikla, periferik dokulardi@icre yiizeyinde tiroid hormonuna
spesifik reseptorler olgw disinulmektedir. Hicre icinde tiroid hormonlari ya



sitoplazmada serbest halde kalirlar ya dgiikliafiniteli sitozolik reseptdrler ya da
yuksek afiniteli nukleer mitokondriyal reseptorldrgglanirlar (Francis, 1991).

1.3. Tiroid Hormonlarinin Vicutta Tasinmalari

Dolasimdaki tiroid hormonlari plazma proteinineghaolarak tginirlar. Tiroksinin
%0.04', T3'Un %0,4’0 bglanmadan veya serbest olarakinar. U¢ major tiroid
hormon transport proteini mevcuttur: tiroksingtzgyici globulin (TBGS), transtiretin
ya da dger sdylengiyle tiroksin balayici prealbumin (TBPA) ve albimin. Tiroksin
molekdllerinin yaklaik %75’i, T3 molekullerinin yaklgk %70'i TBGs ye bal
olarak dolaima girerler. T3 veya T4’un kalaniningotiroid-baslayici prealbumine
(TBPA) ya da albimine lga olarak tginir (Francis, 1991).

1.4. Tiroid Hormonlarinin Etkileri

Tiroid hormonlarinin en dnemli etkileri, butiin dédéada bazal metabolizma hizini,
ISI Uretimini ve oksijen tiuketimini artirmasidiruBiormonlarin, hicrelerin oksijen

kullanimini artirmasinkalorijenik etki denir (Yilmaz, 1999).
Tiroid hormonlari etkilerini iki genel mekanizma igosterirler;

(a) T3'Un nukleer reseptorlerle etlilmi aracilgiyla olusan genomik etkiler, gen
aktivitesinin diizenlenmesi (nukleustaki reseptdmleiosal ligandinin T3 oldgu ve

T4’Un onun prekirsora olarak gorev yaptilinmektedir),

(b) T3 ve T4’Un bazi enzimler (kalsiyum ATP’az, adat siklaz, monomerik pirtivat
kinaz gibi), glukoz taiyicilari ve mitokondrial proteinler ile etkienleri aracilgiyla

olusan nongenomik etkiler (Gardner et al., 2007).



Nukleus icine giren tiroid hormonu tarafindan bsegetorlerin aktivasyonu, bazi
genlerin transkripsiyonunu hizlandirarak 6zel mRMA’aracilgl ile yapisal ve
fonksiyonel bazi hiicre proteinlerinin sentezinirart Nikleer reseptorler histon
Ozellik gostermeyen asidik proteinlerdir (Latham @&t, 1976). T3'Un hicre
dizeyindeki etkisi reseptorle biglmesi ile balar. Hormon-reseptor birgenesi,
hormon tarafindan sentezi dhatilacak proteine ait mRNA dizisinin meydana
gelmesini hizla arttirmaktadir. Bu olay nikleer em$rlerin transkripsiyonu
hizlandirdgini gosterir. T3 ile niukleer reseptdér kompleksiniranskripsiyon

yoninden aktif kromatin ile gki kurdugu tahmin edilmektedir (Jump et al., 1980).

Tiroid hormonu reseptdrlerinin ikinci yegi@e yeri mitokondrilerin ic membranidir.
Buradaki reseptorler lipoprotein yapisindadir. Bunhmonlar, bazi hicre tdrlerinde,
mitokondrilerin oksidatif metabolizmasini, oksijgiketimini ve dolayisiyla oksidatif
fosforilasyon olayini (ATP okumunu) arttirirlar. Hiicrede oksidasyonun artmasinda
mitokondrilerin sayisinin artmasi ve her bir mitokla icindeki oksidasyon yapan
birimlerin sayisinin artmasi rol oynar. Tiroid hamtari bazi organlarda (beyin,
testis ve dalak gibi) oksidasyon ve oksijen tuketirarttirmazlar (Jolly et al., 1984).

Hicre membraninda Nave K dongusiinden sorumlu bir aktif transport
mekanizmasinin esasini giuran N& K*-ATP’az’in, tiroid hormonlari tarafindan
induklenerek, etkindii arttiriir ve hicrenin ATP kullanimi artar. T3 kedinin
meydana gelmesinde bazi hormonlar ve faktéger karsmaktadir. Kanda tiroid
hormonu belli bir dizeyisanca TSH salinmasi inhibe edilir. Bu inhibisyonnéa
hormon miktarinin ayarlanmasinda negatif-feedbaakanizmasi ile olmaktadir.
Tiroid hormonu bu etkisini, @er etkileri gibi, adenohipofizde TSH salgilayan
hicrelerin nikleer reseptorleri ile etlgggek yapmaktadir. Adenohipofizin TSH
sentezleyen hicrelerinin nikleer reseptérleri T8aftadan ggal edilince TSH
salinmasi durur. Kanda tiroid hormonu diuzeytdice, nikleer reseptorlerin T3 ile
isgal edilemeyen miktari artar ve TSH salinmasi, yelgla T4 salinmasi artar. T4

diger doku hicrelerinde olgu gibi, TSH salgilayan hicrelerde de deiyodinasyon



yoluyla T3'e dongtirdlmektedir. T3'Un TSH salgilayan hcrelerin  reg«
reseptdrleri ile birlgmeleri, negatif-feedback yoluyla, TSH saliniminhibe eder
(Silva et al., 1997).

1.4.1. Tiroid Hormonlarinin Karbonhidrat Metabolizma sina Etkileri

Tiroid hormonlari karbohidrat metabolizmasinin hamgemen butiin evrelerini
etkiler. Dokular tarafindan glukoz kullanimini antt Karacger, iskelet kasi ve kalp
kasinda glikojenolizi arttirir ve kan glukoz duzayiyikseltir. Bu yuksed
baslangicta glukoziriye bile neden olabilir. Ancak smstan katabolizmanin ve
adrenalin salinmasinin artmasi nedeniyle, kgemaglikojeni tiikenir ve kan glukoz
diuzeyi diger. Tiroid hormonlarinin karbohidrat metabolizméazerinde doza gamli
ters bir etkisi mevcuttur. Organ, sicanlarda kiiciik dozda ve insilin varda
glikojen sentezini arttirirken, yiksek dozda tirdgidrmonu karager glikojeninin

glukoza parcalanmasini hizlandirir (Noyan, 2000).

Tiroid hormonlari glukozun intestinal absorbsiyoreihi, y& dokusu ve kaslar
tarafindan alinim hizini arttinirlainsilinin yikimi tizerinde de etkilidirler ve yiksek
dozda, insulin yikimini arttirirlar. Tiroid hormagreparatlari, diyabetiklerde insilin
gereksimini arttirirlar. Hipotiroidizm halinde ingii yikimi azalr. Hipertiroidli
hastalarda insdline duyarlilik genelikle azalirpdtiroidizmde ise duyarlilik artar
(Duckworth, 1988).

1.4.2. Tiroid Hormonlarinin Lipid Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonlari en cok lipid metabolizmasi Uzerietkili olmaktadir. Adipoz

dokuda lipidlerin yikimini artirarak lipidlerin aymasina ve lipid depolarinin
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azalmasina neden olur. Bunun sonucu olarak da pldaripidlerin aygmasina ve
lipid depolarinin azalmasina neden olur. Bbdylecazplada serbest §aasitleri
dizeyi yukselerek vicudun ihtiyaci olan enerji gem@minin buyidk bir bélimu
sgilanabilmg olur. Tiroid hormonlari lipid olgumunu ve de yikimini gkyarak

viicuda 1s1 sgglamaktadir. Bu etkisingerminojenik etki denir (Yilmaz, 1999).

Tiroid hormonu fazlafiinda lipid depolari azalir ve kanda lipid dizeyiseli
Adenilat siklaz-cAMP mekanizmasini uyararak ve dakuliger lipolitik maddelere
kargi (katekolaminler, buyime hormonu, glukagon gihbilyarli hale getirerek ya
dokuda lipolizi arttirir. Lipoliz sonucu meydanadeyeve kanda degimi artan serbest
yag asitlerinin okside olmalarini hizlandirir. Tirolcbrmonu, kolesteroltin gki ile
atilmasini ve safra asitlerine dgniesini artirarak plazma kolesterol d@aiini
dusurdr (Silva et al., 1997). Ayrica hicrelerin apdpro reseptoérlerinin yapimini
artirarak, kolesterol gayan LDL’'nin hicrelere gigini ve yikimini da hizlandirir
(Comporti, 1985).

1.4.3. Tiroid Hormonlarinin Protein Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Tiroid hormonlar protein sentezini ve 6zgul enznmm sentezini artirir; bunlar da
diger metabolik olaylari hizlandirirlar (Noyan,2000)roid hormonlarinin protein
metabolizmasina etkisi, hormon verilen hayvanirdgaireyin metabolik durumuna
ve hormon dozuna gore glgir. MRNA, tRNA ve rRNA sentezini artirarak, azot
dengesi Uzerinde pozitif etki gosterir. Bu etkilléyime hormonu uyarilarak sentezi
arttirthr (Janoff et al., 1982).

11



1.5. Tiroid Hormon Hastaliklari

1.5.1. Hipotiroidizm (Hipotreoz)

Tiroid bezinin gerekli oldgu kadar hormon tUretememesi durumuhgootiroidizm’
denir. Bu hastalarda kilo alimi, uykuikmi, egzersiz kapasitesinde azalma ve
soguga kagl intolerans gorulur. Dahaga hastalarda kabizlik, seste kalyme, sac
dokulmesi, tirnaklarda kirllma, kolesterol seviyglde arty, miksédem, kretinizm
ciltte kuruluk ve guatr gorulir. Hipotiroid hayvanta da bazal metabolizma ve
hepatik oksijen tuketimi azalgtir (Liverini et al., 1992). Hipotiroidizm nedenier
arasinda en sik goéruleni iyot eksgidir (Schmid et al., 2006).

1.5.2. Hipertiroidizm (Hipertireoz)

Hipertiroidizm, tiroid bezindensa tiroid hormonu salgilanmasiyla glaktadir ve
bdyime hormonu saliniminin g@emesiyle ilgkilidir. Toksik diffiz guatr (Graves
hastalgl), toksik noduler guatr, toksik multinodiler gyatiSH salgilayan hipofiz
adenomu hipertiroidizme yol acan nedenlerdir (Zimmmenn et al., 2004). Bu
hastalarda tiroid bezinde buyime, tiroid bezinioldacalsmasina bg nabiz artyi,
terleme, sinirlilik, titreme gibi bulgularin gnda; gozlerde dari dgru c¢ikma
(eksoftalmus) ve bacaklarda 6dem bununla birliktdo kkaybi, kolesterol
seviyelerinde azalma hipertiroidizmli hastalardarOgdektedir (EL Fassi et al.,
2006).

12



1.5.3. Guatr

Tiroid bezinin yangili ve kot huylu olmamaskartiyla herhangi birsekilde
blylmesine guatr denir. Endemik guatr ise, epidelojk acidan, tiroid
hiperplazisinin belli bir cgrafi bolgede ygunlasmasidir (tiroid bezi 300-500 g'a
kadar ulaabilir) (Gurleyik ve ark., 2003). Ulkemizde 6zelkiyot yetersiziginden
ileri gelen, endemik guatrin en ¢ok goriidibdlgelerin; Bolu-Kastamonu civari,
Isparta- Burdur civari ve o Karadeniz bolgesi olgu belirtilmistir (Baysu
So6zbilir, 2008). Dier tip guatrlar hem hipotiroidzim de hem de hipertizimde
gorultr. Nedenleri ikisekilde olabilir. Bunlar intirinsik faktorler (ic feorler) ve
ekstirinsik faktorler (ds faktorler) olarak ayrilabilirintirinsik faktorler genellikle
hormon biyosentezine pla genetik bozukluklardir. Ekstirinsik faktorleresyeteri
kadar iyot alinmamasi, besinlerle antitiroid maddellinmasi veya antitiroid etkili

ilac alinmasidir (Bayu Sozbilir, 2008).

1.6.Endotel

Normal endotel batiin damar diz kaslarinda buludamar duvarini kaplayan ince
bir squamoz epitel tabakasidir. Vazodilatator vesokanstriktor substratlarin
yapiminda etkili olarak, vaskiler homeostaziglaamasinda temel rol oynayan en
kicuk endokrin organdir (Vane et al., 1990). Somilga calsmalarda bsta
ateroskleroz olmak Uzere bircok hastalikta endotsdlli ortaya ciktikga “endotel
ateroskleroza kar birinci derecede (en 6nemli) savunma sistemidehmektedir.
Normal endotel kan akimina kathem tromborezistans bir ylzey gorevi gorirken
hem de kan ve damar duvari arasinda makromolekilebariyer vazifesi yapar
(Vane et al., 1990).

Endotel hucreleri morfolojik yapilari ve stratejgamik pozisyonlari dolayisi ile

vaskiler duz kas htcreleri ile kan dofainin komponentleri arasinda (platelet,
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monosit, enzimler, hormonlar v.d) selektif “permiedbbir bariyer olygturur
(Loscalzo,1995; Luscher, 1995). Bu gorevi yanindaogel hicrelerinin damar
tonusunun dizenlemesi, koagilasyon, hiicre blyiweesilimu, I6kosit migrasyonu

gibi ¢esitli olaylarda rol oynar (Dzau et al., 2001).

1.7. Endotel Hicresinin Fonksiyonlari

Endotel hiicresinin Baca fonksiyonlarsu sekilde 6zetlenebilir;

1. Dolgim ve damar duvari arasinda selektif gecirgen dniryr olytururlar.
2. Dolgimda nontrombojenik bir ylizey vazifesi gortrler.

3. Csaitli vazoaktif maddeler yaparlar.

4. Damar duz kas htcresi proliferasyon ve migrasgardtzenlerler.

5. Koagulasyon ve fibrinolitik olaylarda modulat® oynar.

6. Inflamatuar ve immuinolojik olaylarda rol oynar.

7. Metabolik aktivitesi vardir (lipid oksidasyonuadd rolil) (Torun ve ark., 2004).

Endotelin bircok hastaliktaki 6nemi 1980'de Furctigee Zawadzkzi’nin (1980),
endotel kaynakli bir vazodilator faktor olgluinu kefetmesiyle anlaldi. "Endotel
kaynakli geyetici faktor (EDRF)" ismindeki bu faktériin daha sonralari nitrik oksit
(NO) oldugu gosterildi (Furchgott et al.,1998).

Normalde vaskiler tonusunganmasi icin belli bir seviyede ggatici ve kontrakte
edici faktorler endotelden devamli olarak salgdarBunun yaninda endotelyal
hiicreler; norotransmitterler, hormonlar, stres gild@irolojik stimuluslarla aktive

edilerek daha fazla salgi yapmasilaair (Torun ve ark., 2004).
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1.8. Endotel Disfonksiyon

Endotel kan basinci, pihtslma ve inflamatuar olaylarda rol alan ve homeostazi
saglayan aktif bir yapidir. Endotel fonksiyonunu gaste en 6énemli madde iki atom
molekulli NO dir. Endotelyal disfonksiyon, vazodd&r maddelerin
biyoyararlanimindaki azalma ile karakterize olum eelirgin olani NO’ in
azalmasidir (Lerman et al., 1992). Bu dengesizBkdotel disfonksiyonunun
karekteristgi olan endotel baml vazodilatasyonda azalmaya neden olur. N@erdi
maddelerle beraber, damar tonusu, inflamasyon, ltaagon ve oksidasyonda rol
alir. Eger bunlar uygursekilde duzenlenmezs8gkil 1.8. de goruldgl gibi damar
yapisinda bozulmaya, subklinik ateroskleroz ve stamkardiyovaskiler hastgh

yol acarlar.

Kiipiik Yag
Hiicreleri Tabakasa OrtaLezyon  Aterom Fibriiz Plalc.  Eomplike lezyon

Mz On Yal Otuz Til Eark Til

e Endotel Disfonksiyon sl

Sekil 1.8.Endotel Disfonksiyon (Michael et al., 2003).
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1.9. Tiroid Hormonlari ve Endotel

Insan ve hayvanlarda tiroid hastaliklari kardiak nemal fonksiyonda 6nemli
degisimlere slik eden yaygin endokrin hastaliklardir (Larsenakt 1998). Bugin
endotelyumun yapisal velevsel bozukluklarinin koroner damar hastaliklamial

kapsamak Uzere bircok vaskiler hagtalipatogenezinde énemli roller oyngeha

inaniimaktadir (Bayindir, 1996).

Tiroid hormonlar kardiovaskiler sistem Uzerindeekiveya indirek bircok etkiye
sahiptir (Polikar et al., 1993; Klein et al., 200Y)askiler endotelyumu hedef alan
tiroid hormonu damar stresinin sebep @dusureg ile kan basincini yukseltebilir
(Davies,1995; Resnick et al., 1995).

1.10. Nitrik oksit

NO canlilardaki rolu ile ilgili ilk bulgular 1980 1ynda Furchgott ve Zawadzki tarafindan
ortaya konulmstur. Noradrenalin ile prekontrakte edikriawan aortasinda asetilkolin ile
g6zlenen geseme yanitlarinin endotel tabakasinin tahrip edilnies ortadan kalk
g6zlenmi ve sdz konusu etkiye aracilik eden molekile endmagimli gewetici faktor
(EDRF) adi verilmitir (Furchgott, 1998).

EDRF'nin kefinden 6nce, NO adli basit b§igin solibl guanilat siklaz (sGC) enzimini
aktive etmek suretiyle siklik guanozin monofosfatGMP) dlzeylerini arttirgh
bilinmektedir (Arnold et al., 1977).

Bu bilgiler 181 altinda Endotel hiicre kiltlrl ve izole ven veederde yapilan caimalar
ile EDRF'nin NO oldgu ortaya konmgtur (Palmer, 1987; Arriero et al., 1977). NO,
molekul a&irligi 30 kDa olan ygda cozinurlgl yiksek ve biyolojik membranlardan

kolaylikla gecebilen gaz yapisinda bir molekildBununla birlikte serbest oksijen radikali
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olan NO oldukca reaktiftir ve hemoglobin ile hizkilesiminden dolayi in vivo olarak
oldukca kisa yarilanma omriine (1-5 s) sahiptir. K@nda hemoglobinin Hem grubu ile
etkileserek hizli birsekilde nitrit ve nitrata metabolize olur. NitratRhun kandaki stabil
biyoreaksiyon urinudir. Hemoglobin icermeyen doKitikiinde esas stabil drtin nitrittir.
NO ayrica, hem ve demir icerenser molekdller ile (6rngin DNA) ve proteinlerin tiyol (-
SH) gruplari ile de reaksiyona girer. Bugdgklik organizmada kritik rol oynayan enzim ve
iyon kanallarinin fonksiyonlarini etkiler (Moncadgal. 1992). NO'nun ilk olarak endotelde
varhginin gosterilmesinin ardindan, vicutta pek cok audarafindan sentezlenip
saliverildigi ortaya konmstur. Bu yaygin dalimi nedeniyle NO’'nun vaskuler diz kas
tonusunu duzenleyici (Abu-Soud et al., 1993), trosib kiimelenmesini (agregasyon)
(Busse et al., 1987) ve Iokositlerin damagirth cikmasini (adhezyon) (Kubes et al., 1991)
engelleyici, parakrin ve otokrin yolaklar ile yeridyapilanmayi (remodelling) (Rudic et al.,
1998), ayrica endotel hiicre apoptozisini (kontrdilicre 6lumu) (Sarih et al., 1993), yeni
damar olgmasini (anjiogenezi) (Pipili-Synetos et al., 1998)cre buylimesi ve hicrelerin
inflamasyon bélgesine go¢ etmesini (migrasyon) (8hal., 2004) ve hiicre gecirgedifii
(Oliver et al., 1992) regule edici etkileri bulunktedir. Nitrik oksitin bu etkilerSekil 1.10.
da ozetlennstir. NO, ayrica sinir sisteminde ndrotransmittenksiyonu gérmekte (Gally et
al., 1990), immun sistemin bir parcasi olarak d&sglt konsantrasyonlarinda sitotoksik

etkisiyle organizmayi korumaktadir (Moncada et #91).
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Sekil 1.10. Nitrik Oksitin Fonksiyonlari (Béger at, 2003).

1.11. Nitrik Oksit Sentaz

1.11.1. Nitrik Oksit Sentaz’'in Yapisi

Nitrik oksit sentaz (NOS) enzinfjekil 1.11.1. de goruldiii gibi 2 adet globiler
protein moduliinden ofur (N-terminal oksijenaz ve rediktaz). Bu 2 segmesmtek
protein yapi ile birbirine hdanmstir. Oksijenaz bdlgesi (aminoasid 1-491) Hem, L-
Arjinin ve tetrahidrobiopterinin (BH4) rediktaz lp@lsi (aminoasid 492-1205) ise
flavin mononukleotid (FMN), flavin adenin dintkledt(FAD), nikotinamid adenin
dintkleotid fosfat (NADPH) ve kalmodulin (CaM) icigerekli bglanma yerlerini
tasir (Griffith et al., 1995).

NO Uretimi esnasinda NADPH'nin dehidrojenizasyofes elde edilen elektronlar
reduktaz bolgesindeki flavinlere (FAD ve FMN) gdeer oradan da esnek protein
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yapidaki oksijenaz bolgesindeki hem kismina transtarlar. Bu sayede hem’in
demiri Q’ye baslanarak Larjinin’den NO sentezini katalizler (Griffith et.al1995). Bu
elektron transferi endotelyal nitrik oksit sentaz’'(eNOS) temel allosterik aktivatoril olan
kalmodulinin esnek protein parcasindaki spesifiglérama bolgesine kalsiyum aragilile
baglanmasi ile aktive edilir (Presta et al., 1997)nHgrubu NOS enziminin dimerizasyonu
ve NO dretimi icin esansiyeldir. BH4 enzim dimegyganu ve elektron transferi icin gerekili

olup NOS enziminin katalitik aktivitesi icin maj@mem taryan kofaktérdir (Stuehr et al.,
1997).

0 + Arjinin * NO + Sitrulin

\\ 7

Eedulbiaz

& Dk-suenaz\

® NO + Sitrulin 0 + Arjinin

NADPH

Sekil 1.11.1. Nitrik Oksit Sentaz’in Dimer Yapisinve KofaktorlerininSematik Gosterimi (Griffith
et al., 1995).
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1.11.2. Nitrik Oksit Sentaz’inizoformlari

Nitrik oksit sentazin tg¢ farkli izoenzimi bulunmagr:

a) Noronal nitrik oksit sentaz (nNOS)k olarak sinir dokusunda bulungtur. Yapisal

olarak tanimlanabilngtir ve kalsiyuma bgimhdir.

b) Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS]jltk olarak vaskiler endotel hiicrelerinde

tanimlanmgtir, yapisal olarak kalsiyuma ganlidir.

c) Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)ik olarak endotoksinler ve sitotoksinler
aracllglyla karacger hicreleri ve makrofajlarda uyarilan bir enzinarak tanimlannstir.
Bu izoform fizyolojik sartlarda kalsiyuma g degildir. Nedeni ise kalmoduline ¢ok siki

baglanms olmasidir (Nathan, 1992).

Son zamanlarda her ¢ izoenzimingidik hicrelerde bulunabildi ve uyarilabildgi
gosterilmitir. Ornesin; eNOS endotel hiicreleri, néronlar, barsak itigysl| hiicrelerinde
bulunabilir. eNOS ve noéronal nitrik oksit sentadN@S) aktivasyonu Ca+2 / kalmodulin
bagimhdir, indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOSaktivasyonu ise transkripsiyonel
induksiyon yolu ile etkilidir (Nathan, 1992).

1.11.3. Nitrik Oksitin Sentezi

NO, organizmadaSekil 1.11.13.2. de gosterilgli gibi nitrik oksit sentaz enziminin
katalizledgi bir reaksiyonla yari esansiyel aminoasit ofakil 1.11.13.1. de kimyasal yapisi

gosterilen L-arjinin’in L-sitrilin’e dongilimi sirasinda aga ¢ikmaktadir (Moncada et al.,
1992).

20



Sekil 1.11.3.1. L-Arjinin Kimyasal Yapisi (Ogawaadt, 1987).

NO sentezi damarlarda $fea "shear stres iletetiklenir. Bu fenomen, kalbin her
sistolde kani damarlara géndermesi sonucu damastangiizeyinde olgturdusu
mekanik etki ,"damar c¢eperine surtinme stfeslarak ifade edilebilir. Shear stres
endotel hucrelerinin hayatta kalmasini, kemokingen ekspresyonu ve hicre
iskeletinin yeniden yapilanmasini regile eder. Eeldalicreleri bu mekanik etki ile
sekil degisikligine zorlanirken hicre iskeleti aragiliile hicre igine sinyaller
gonderir. Bunun sonucunda, Protein kinaz B aktigdeeeck eNOS’u fosforile eder
ve aktivasyonunu gtar. Damar endotelinden NO dretimine neden olaroeemli
fizyolojik stimulus bu fenomendir (Davies, 2002)urm bu hiicresel cevapliliklarin
mekanotransdiksiyona sekonder olarak sgedsi, endotel hicrelerin fiziksel
uyaranlari hicreler arasi sinyalizasyon olaylargevirme yeteng oldugunu
gOstermektedir (Davies, 2002). Bazal NO aktivitesitiire ve incelenen damar
yatgzsina gore farkhlik gosterdi ve venlerde arterlere oranla dahasigki oldusu
bildiriimektedir (Collins et al., 1986). NO nitréjndronlarda, epitel hiicrelerde ve
cizgili kaslarda kalsiyuma Igamh bir sekilde nNOS aracih ile Uretilip saliverilir.
NO ayrica immunolojik sagma sonucu kalsiyumdan giansiz olarak immun sistem
hiicreleri tarafindan da Uretilir ve bu hicrelerghektif olmayan sitotoksik etkilerine
aracilik eder (Fleming et al., 1997).
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NOS enziminin Grunu her zaman NOgddir. Temel substrat olan L-arjinin ve
kofaktdr olan BH4 dizeylerinin herhangi birinin getiz olmasi, eNOS’un trdnunin
NO vyerine, superoksit radikalleri yoninde olmass&bep olmaktadir. Bu olay
"eNOS uncoupling (eNOS kenetsizlenmesi) olarak adlandinlir (Katust al.,
2001).

HE-\_ Hw\'

F\OH

H-N

—i\ADPH NADP™ ’i 1/2 NADPH 1"\%DP i

L-arginin N-hidroksi-L-arginin L-sitriilin

Sekil 1.11.3.2. Nitrik Oksit Olgumunda Kimyasal Reaksiyon (Burgner et al., 1999).

Damar endotelinden salinan NO’in etkisi, damar kasrelerinde guanilat siklazin
aktivasyonu ile bgar, hicre ici cGMP konsantrasyonunun sarie diz kaslarin
gewemesi ile sonlanirSekil 1.11.3.3.) (Lowenstein et al., 1994). Yapiiahibisyon

denemelerinde endotel kaynakh nitrik oksit, NOS’imhibe edilmesi ile

vazokonstriksiyon ve sonugcta hipertansiyorswiaktadir (Calver et al., 1992).
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Sekil 1.11.3.3 Damar Duvarinda NO @umu ve Etki Mekanizmasi (Moncada et al., 1991).

1.12. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA)

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA) Sekil 1.12. de gosterildi gibi, asimetrik
metillenen proteinin Grinudur. Enzimle proteinldidergininlerin - metillenmesi
suretiyle olgurlar. Kan ve idrarda bulunan bir endojen molekiilMoncada et al.,
1989). ADMA, L-arjinin aminoasidi ile yapica homglgosterir ve NOS kompetatif
inhibitérd ve protein turnover dranadir (Yilmaz aek., 2008). ADMA, endotelyal
hiicreleri tarafindan sentezlenir ve metabolize iredADMA’ nin izomeri olan
simetrik dimetilarjinin (SDMA) ise NO uretimindelasizdir (Fliser et al., 2003).
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Sekil 1.12. ADMA' nin Molekuler Yapisi (Petterssehal., 1998).

1.13. Asimetrik Dimetil Arjinin Metabolizmasi

Protein arjinin metiltransferaz tip 1 (PRMAT-1) isilgle giinde 30Qumol ADMA (retimi

olmaktadir. 250 pmol/giin Dimetil Arjinin Dimetil Amino Hidrolaz (DDA) ile

karacperden metabolize olur. Geri kalan miktar bobreldéerdtilir. Csitli hiicre tiplerinde
ADMA, N-monometil L-Arjinindir (L-NMMA) ve Simetrik Dimetil Arjinin (SDMA)

uretimi gerceklgmektedir. Bu dimetilarjininler, iki farkli enzimlproteinlerdeki argininlerin
metillenmesi suretiyle okurlar. ADMA, protein arginin metiltransferaz tip (PRMT-1)

etkisiyle olgur. SDMA, protein arginin metiltransferaz tip 2 (MR-2) etkisiyle olgur

(Bdger, 2003; Boger et al., 2003).

ADMA duzeyindeki artin, endotel disfonksiyonunun derecesi ile korelasgdsterdii
bildirilmi stir ve ADMA' nin endotel disfonksiyonunun yeni Bielirteci olabilecgi ileri
surulmektedir (Faraci et al., 1995). ADM®ekil 1.13.1 de gosterildi gibi ¢cogunlukla
endotel hicrelerde ve bobrekte bulunan DDAH enzitarafindan L-sitriline ve

dimetilamine metabolize olur (Goonasekera etl&97).
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ADMA diizeyinin artmasinin énemli bir nedeni DDAHnksiyon yetersizfiidir (Granger et
al., 1996; Grisham et al., 1996).

Hiikleolus Proteinleri

PRMTs l

GH:! Proteinler

Hidroliz
L-Arjinin
HO Sentaz
- SDMA  ADMA ‘%
- -
< [ | NO +L-Sitriilin
~60% DDAH
Bobrek ~20%
salinmmi Metabolik degradasyon
~40% ~-80%
Sekil 1.13.1. ADMA Metabolizmasi (Li et al., 2000).
[ Lmetyonin | Pl
\ *
Proteinlerdeki Arjinin
S-adenozilmetioyonin rezidiilers
\ 4 PRMT
S-adenozilhomosistein * o
inin ’ 3
A -l
*P{O[Eﬂllz
Kardiyovaskiiler
NO.— ADMA | Risk faktorleri
l DDAH hlol- *
[Endotel disfonlesiyomNO_§ |
Uriner Attlim
* L-sitriillin
[ Veskuler Hastaliar |

Sekil 1.13.2. ADMA' nin Biyokimyasal Yollari (Valkoen et al., 2004).
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ADMA'nIn yiukseldigi durumlar;

1. Kardiyovaskuler sistem hastaliklari (esansiyel Hgoesiyon,
hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi, akut keroolaylar, konjestif kalp
yetmezIgi)

Diabetes mellitus

Multiple organ yetmezlikleri

Hipertiroidizm

Kronik b6brek yetmezgi

Insulin rezistansi ve metabolik sendrom

DusUk serum folik asit ve yiksek serum homosistein

75-100 ya arasinda akut koroner olaylarin ojduyasl bireyler

© © N o o b~ w0 N

Preeklampsi
10.Erektil Disfonksiyon (Bgdaycli ve ark., 2005).

1.14. Homosistein ve Metabolizmasi

Metiyonin metabolizmasi sirasinda gn ve sulfir iceren bir aminoasit olan
homosistein, tiol bilgiklerinin metabolik yollarinda merkezi gorev Ustheigtir
(Dikmen ve ark., 2004; Rozen et al., 1998). Metigossansiyel bir aminoasit olup,
ya diyetle alinir, ya endojen proteinlerin bozulmasnucu ya da homosisteinin
remetilasyonuyla okur. Metiyonin yeni sentezlenen proteinlerin yapaskatildgi
gibi ATP yardimi ile enzimatik olarak bir sdlfoniurhbilesigi olan S-adenozil
metiyonin (SAM)’e de dongebilir (Engbersen et al., 1995; Perna et al., 1999)
SAM’In metil grubu DNA metiltransferaz ara@iyla koparilarak, S-adenozil
homosisteine (SAH) doégur. Bunun adenozil kisminin hidrolitik olarak
parcalanmasiylada homosistein wiu (Perna et al., 1999; Telefoncu, 1998).
Vicuttaki homosistein transsulfirasyon veya yenideatilasyon (remetilasyon)
yollarindan birini kullanarak metabolize olugekil 1.14) (Fattal-Valevski et al.,
1999; Cumming et al., 1999; Markus et al., 1997).
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Sekil 1.14.Homosistein Metabolizmasi

Homosisteinin transsulfirasyon ve remetilasyon tatae yollari. (MTHFR: Metilentetrahidrofolat
rediktaz, MS: Metiyonin sentetaz, CBS: Sistatyopsentetaz, CL:Sistatyonin liyaz, BHMT:
Betain homosistein metil transferaz, MT: Metil tségraz, SAM: S-adenozil metiyonin, SAH: S-
adenozil homosistein, THF: Tetrahidrofolat, DMGnigitilglisin) (Fattal-Valevski et al., 1999).

Transsulfirasyon yolunda; vitamin B6gvali bir enzim olan sistatiyonifi sentetaz
sisteine hidrolize olur. Bu sistein de daha soriléata hidrolize olarak idrarla atilir
(Engbersen et al., 1995; Fattal-Valevski et al;%%ucu ve ark., 2001).

Remetilasyon yolunda; homosisteinden, metiyonirenigen sentezi (remetilasyon)
iki farkli yolla gerceklgir. Kisa yolda; betain homaosistein metil transfe(@8HMT)

enzimi, bir metil vericisi olan betainin metil gmubu, homosisteine aktararak
metiyonin olytururken kendisi dimetilglisine dogir. Uzun vyolda ise 5-
metiltetrahidrofolat, bir metil grubu vericisidir5-10 metilentetrahidrofolat,
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metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) enzimi aftggyla 5-metiltetrahidrofolata
donigur. 5 metiltetrahidrofolatin bir metil grubu, kobatin (vitamin B12) bgaml
enzim olan metiyonin sentetaz (MS) aragille homosisteine aktarilarak metiyonin
olusturulurken dger taraftan da tetrahidrofolat meydana gelir. Btratédrofolat
tekrar 5-10 metilentetrahidrofolata d@aii (Nelen et al., 1998; Schwartz et al.,
1997).

Plazmada, total homosisteinin %70’i proteinlerglaaarak, %25'i disulfid ba ile
birbirlerine b&lanarak (disulfid homosistein) ve %5’ de homosistéiolakton
halinde bulunur (Sucu ve ark., 2001).

Insan plazmasinda, homosistein birka¢ formda buluvaklasik %70-80'i temel
olarak albumine olmak Uzere proteinlere disulfiglaa ile baghdir (Temel ve ark.,
2002). Geri kalan homosistein oksidlenerek dime(lwmosistin) veya sisteinle
birleserek mikst disulfidler olgturur (Refsum et al., 1998; Jacobsen et al., 1998).

Homosistein kanda %3'U serbest, %75' albiminesliba%22’si ise disulfid
formundadir. “Total homosistein” plazma ve serumdékn homosistein formlarini

belirtmek icin kullanilan bir kavramdir (Temel vikg 2002).

1.15. Total Homosistein Duzeyini Etkileyen Faktorle

Genel olarak yikselmiplazma total homosistein konsantrasyonunun erediksel
sebepleri folat, B vitaminlerinin tam veya rela¢iksikligi ve bobrek yetmeziidir
(Andersson et al., 1992). Yuksek total homosistilzeylerine neden olan gir
klinik durumlar; malignensiler (meme ve over kamsmlari) ve psdriazis (kronik bir
deri hastaf)’ dir.

Hipotiroidi ve bircok farmakolojik ajan da yukselnitotal homosistein
konsantrasyonundan sorumlu olabilir. Genetik bozkikra bgli olarak gorilen

eksiklikler genel populasyonda veya vaskuiler hddtakisilerde gortlen yuksek

28



seviyelerin muhtemelen sadece bir kisminin sebdaralo dgunulmektedir.
Homosisteinuriye en sik sebep olan genetik duruiksgk total homosistein (tHcy)
seviyeleri ve prematire kardiyovaskuler hastallidlaarakterize sistatiyop sentetaz
eksikligidir. Artmis tHcy'nin dger genetik sebepleri; metionin sentetaz ve
metilentetrahidrofolat reduktazin (MTHFR) yoklu ve bozuklgudur (Todesco et
al., 1999). Bu tablo populasyonunun %215'inde gériMTHFR'nin oldukca ter-
momobil dgisken bir formunu da icerir. Bu @aken form oOzellikle dglik folat
seviyelerinin variginda hiperhnomosisteinemiye neden olmaktadir (Brapset al.,
1998).

Hiperhomosisteinemi nedenled sekilde 6zetlenebilir; (Kocabalkan ve ark., 2000).

a) Kalitsal Nedenler
1. Transsulfirasyon bozukluklari
sistatiyon$- sentetaz eksikdi

2. Remetilasyon bozukluklari
Vitamin B12 transport eksikdi
Vitamin B12 koenzim sentez bozukglw
Metiyonin sentetaz bozukgu
5,10 MTHF eksiklgi veya bozuklgu
b) Kazanilmg Nedenler
1. Vitamin eksiklikleri (vitamin B12 vitamin B6)
Renal yetmezlik
Hipotiroidi
Akut lenfoblastik I6semi

o kb 0N

Ilaclar

*Metotreksat (dihidrofolat reduktaz inhibitori)
*Fenitoin veya karbamezepin (Folat antagonisti)
*Nitrik oksit (metionin sentaz inaktivatori)
*Metilksantin (Vitamin B6 inhibitori)

*Nikotinik asit

Hiperhomosisteinemiye A damar hasarinin mekanizmalari timu ile

aydinlatilamanstir. Hali hazirdaki capmalarin ana oda; vaskiler hasarin Badig
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yerler olan endotel, daha az oranda ise platelgtivielasma faktorleri ile ilgkilidir,

in vitro calsmalarda, homosisteinin normalden yiksek seviyaleridogrudan
endotel sitotoksisitesine neden aldu gosterilmgtir (Aronow et al.,, 1997).
Homosisteinin oksidasyonu hidrojen peroksitsalmuna yol acarak endotel hicre
hasarinda rol oynayabilir. Son zamanlarda, insdalg@apilan Kklinik bir cajmada,
homosisteinin nitrik oksidin inhibisyonu ile gkili olarak endotel bgmh "flow-

mediated" dilatasyona sebep atdwgosteriimgtir (Kocabalkan ve ark., 2000).

1.16. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

Sud’ina ve ark. (1993) ile Orsolic ve ark. (200%puklari calgmalarda, bal
arilarinin dretggi propolisin aktif bir komponenti olan kafeik adénetil esterin
(CAPE) antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral, rminomodulatér ve néroprotektif
oldugunu gostermsilerdir. Ar kovanlarinin catlak ve hasarlagmyerlerinin
tamirinde, d¢ ortamdan izole edilmesinde, gideliklerinin daraltiimasinda, kovanin
icine giren zararli maddeler, mikroorganizmalar bgeeklerin mumlanarak etkisiz
duruma getirilmesisiemlerinde"propolis” kullaniimaktadir (Orsolic et al., 2005).
Propoliste yaklgk 100 csitten fazla bilgen bulunmstur. Propolis, arilarin
bitkilerden topladii maddelere gére @esmektedir. Flavonoidler, kafeik asit ve
esterleri propoliste en fazla bulunan ve propolisiyolojik olarak aktif bilgenleridir
(Russo et al., 2002; Castaldo et al., 2002; Haus2@02).

1.17. Kafeik Asit Fenetil Ester’in Yapisi ve Kimyasl Ozellikleri

Yapica flavonoidlere benzeyen CAPE'r§iekil 1.17’ de gdsterildii gibi iki halkasal
yapisi vardir (Fesen et al., 1994). Halkalardananesinde molekiliin hemen hemen

batin kimyasal 6zelliklerini gosteren ve fonksiyboéan iki "—OH" grubu vardir.
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Hidroksil gruplari, aktif birsekilde elektron alip vererek oksitleyici ve redikte
Ozellik gosterirler. Cok uzun aromatik ve alifayigpida karbon gruplari gahgi icin
ayni zamanda lipofilik 6zelliktedir (Russo et &002). Béylece molekilin kolayca
hiicre membran yapilarindan gecmesi ve etki gildm@Egeye ulamasi kolaylair.
Hucre kultirt ve deney hayvani gitemalarinda CAPE her turlu yoldan rahatlikla
verilebilmekte ve ilgili vicut bolgesine ylani kolay olmaktadir (Da Cunha et al.,
2004).

- o

Sekil 1.17. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)'in Kimagal Yapisi (Philippe et al., 2007)

1.18. Kafeik Asit Fenetil Ester’in Fonksiyonel Oz#ikleri

CAPE, arilarin bitkilerden toplagh maddeler icinde bulunan keskin ve gtizel kokulu
propolis maddesinin aktif bienlerinden biridir. Eskiden propolis ampirik olarak
antiinflamatuar, immuadnomodulator, antioksidan, ekrobik gibi bircok sebeple
tedavi amacl kullanilng) iyilestirici etkisinin oldysu gosterilmgtir (Russo et al.,
2002; Castaldo et al., 2002; Fesen et al., 1994).

CAPE’nin mikromolar konsantrasyonlarinin 5-lipogksiaz enzimini inhibe egi
ayrica insan notrofillerinde ve ksantin oksidazesisinde reaktif oksijen Gretimini

tam olarak bloke ederek antioksidan etkistlodusu gosterilmgtir (Sud’ina et al.,.
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1993). Sentetik bir madde olan CAPE ile ilgili ¢akitli in vitro ve in vivo
calismalar bulunmaktadir. Totan ve ark. (2001), CAPE'diguk glutatyon (GSH)
duzesiyle iliskili olan korneal neovaskilerizasyonda ve lens etpitlicrelerinin
transformasyonunun baskilanmasi gibi koruyucu biki esergiledgini rapor
etmislerdir. CAPE'nin, insan koroner arter endotel hieraede NF-kB Uzerine etki
ederek, ox-LDL aracili degradasyonunu inhibeggtti ve iskemiye bgll hasari
onledigi dustnilmektedir (Li D, et al., 2000; Ozyurt ve arRQ01). Mahmoud ve
ark. (2000), kemoterapide, CAPE’ nin intestinaldtaogenezi baskilagini, Lee ve
ark. (2000), CAPE turevli bilgklerin oral kansere kar potansiyel ajanlar
olduklarini gosternglerdir. ilhan ve ark. (2004), pentilentetrazoliin neden gidu
nobete ball santral sinir sistemindeki hasara kaCAPE’nin noroprotektif ve

antioksidan etkisini gostergherdir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismamizda Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi TiRifitasi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dalinda bulunan ve sagida Ozellikleri verilen cihazlar/ laboratuar

malzemelerinden yararlaniligtir.

e Advia 1200 (Simens Chemistry system) biyokimya o&diaord,
e Moduler E170 (Roche) hormon otoanalizérd,
 HPLC (Agilent 1100 series) cihazi,
» Elisa Okuyucu (Trinity Biotech),
* Vorteks (Nuve. NM 110),
» Hassas terazi (Precisa. 205 ASC. 0,0001 g’a doyarli
* Otomatik pipet,
* Pipet ucu,
» Mikro santriftj (Hettich rentrifugen mikro 200),
Buzdolabi
1,0 ml'lik enjektor
* Sogsutmali santrifuj (NUve. NF 1000 R.),
« EDTA'l tup
» Cerrahi eldiven

* Ependorf tipu
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2.2. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeleler

L-Tiroksin (Sigma lot: 0001439478),
Kafeik asit (Sigma 089K1114),
* Nitrit-Nitrat analiz ELISA kiti (Cayman Kat. No: T®01),
* ADMA analiz ELISA kiti (Immun Diagnostik REF K300,1)
* HPLC kolonu ve reaktifleri (Chrome systems Kat M56:000),
» Kolesterol (Siemens dimension clinical chemistrgteyn Kat No: DF 27),
» Trigliseritt (Siemens dimension clinical chemissiystem Kat No: DF69A) ,
« HDL kolesterol kiti (Siemens dimension clinical ohistry system Kat No:
DF 36) ,
* FT3 kiti (Elecsys Roche Kat No: 11731386),
* FT4 kiti (Elecsys Roche Kat No: 11731297).

2.3. Deney Hayvanlari

Arastirma Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Tip Atdgi Tibbi Biyokimya AD.
aragtirma laboratuarlari ile Deney Hayvanlari ftrema ve Uygulama Merkezinde,
Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Hayvan Etik ridunun 70-09- referans

numaral onayi dgrultusunda gerceksarildi

Arastirmada deneysel amach 2-3 aylik, 250-300 grligginda, sglikli 50 adet
“Wistar-albino” erkek rat kullanildi. Argtirmadan 10 gun 6nce gozlem altina alinan
deneklerin deney ortamina adaptasyontiasanstir. Denekler 12 saat karanlik, 12
saat aydinlikta kalacajekilde ve her bir kafeste 5 rat olmak lzere ayrlandir.
Calisma suresince tum deneklesite cevresel keullar altinda tutulmgtur ve
deneklere ¢cajma stresince standart rat yemi ve & libitum olarak verilms,
yemleme gin icinde saat 09.00 ile 19.00 da olmakrdizki kez yapilmstir.
Asagidaki Tablo 2.3 de agairmada kullanilan standart rat yeminin itei ve katki
maddeleri gorilmektedir (Bil-Yem 2006).Deney sowl@imadan 6nce, bir grup
ratin tiroid hormon ol¢gimleri yapilmve hipertiroidizm kesinkgikten sonra ¢cajma

sonlandiriimgtir.
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Tablo 2.3. Standart Rat Yeigerigi (Bil- Yem, 2006)

Analiz sonuglarn

Kuru Madde (En az) %, 88
Ham Protein (En az) %)| 23
Ham Seliloz (En ¢ok) %l 7
Ham Kl (En cok) % | 8
HCI' de Cozulmig Kal (En cok) % | 2
NaCl (En ¢ok) %| 1
Metabolik Enerji (En az) (kcal/kg) %| 2600
Makro Elementler

Kalsiyum (En az-En ¢ok) %| 1,0-2,5
Fosfor (En az) %| 0,9
Sodyum (En az-En ¢ok) % 0,5-1
Mikro Elementler

Mangan (En az mg/kg) % 10
Cinko (En az mg/kg) %| 4
Amino Asitler

Lysine (En az) %| 1,0
Methionin (En az) % | 0,3
Sistin (En az) %| 0,1
Vitaminler

Vitamin A (En az 1U/kg) 400
Vitamin Ds (En az 1U/kg) 300
Vitamin B, (En az mg/kg) 5
Vitamin By, (En az mg/kg) 20
Vitamin E (En az 1U/kg) 30
Vitamin Kj (En az 1U/kg) 1
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2.4. Deney Gruplarinin ve Hipertiroidizmin Olusturulmasi

2.4.1. Deneysel Hipertiroidizmin Olusturulmasi
Calismamizda deneysel hipertiroidizm giurulmasinda Ahmed ve ark. (2006)

calismalarinda kullandiklari gibi L-tiroksin (L-T4) kahiimstir.

Deneysel hipertiroidizm oklurulacak ratlara 4 hafta boyunca gtnde, 0,5 mirser
fizyolojik icinde (%0.9 NaCl izotonik ) 0,3 mg/kg-tiroksin intraperitoneal olarak
verilmistir.

Hipertiroidizm olgturmak igin trityodotironin (T3) verilen ¢aimalar mevcut olsa da
(Oner J. ve ark.,2002) , T3'lin proteinlere dahafzagslanmasi nedeniyle T4'e gore
etkisi cok daha hizli fakat cok daha kisa surehaktadir. T4’Gn yarilanma dmri 6-8
gln, T3 ‘Un ise 8-12 saattisekil 2.4.1. de goruldgil gibi insana bir miktar tiroksin
verildikten sonra bu hormonun sebep ofadaazal metabolizma birkag hafta takip
edilecek olursa tiroksinin etkisinin gec skedigi ancak 1 hafta 10 gin sonra
maksimum seviyeye wagl ve birka¢ hafta sonrada yavgava silindigi goralur
(Keles 1.,1990).

+
-
o

Bazal Metabolizma (+%)
..'..
o

Tiroid ekstresi verilmi
% $

T ng -

10 20 30 40
Glinler

Sekil 2.4.1. Tiroksin Etkisile Bazal Metabolizmadaki R&im (Bilge M.,1975).
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Tiroid hormonlarinin etkileri bu hormonlarin hidgene girmesi ile bglar ve tiroid

hormonlarinin ancak serbest fragsiyonlari hiicreeicgirebilir (Kelg i., 1990).

Dolayisiyla tiroid hormonu 6lciminde serbest T4ffTve serbest T3 (fT3) 6lcumu
cok daha guvenilirdir. Bu nedenle yapilan galda, deneysel hipertrioidizm
olustugunu anlamak icin serbest T4 ve serbest T3 dlcimyapiimasi tercih
edilmitir.

2.4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneyde hayvanlar 5 gruba ayrigtm (Ahmet et al., 2006).

Grup 1: Kontrol Gurubu (n=10) ; 4 hafta boyunca hicbijeksiyon yapiimayan
hayvan grubu.

Grup 2: Placebo Grubu (n=10); 4 hafta boyunca ginde, sadaegperitoneal olarak
0,5 ml serum fizyolojik (%0.9 NaCl izotonik ) vesit hayvan grubu.

Grup 3: Hipertiroid Grubu (HT) (n=10); 4 hafta boyunca gén 0,5 ml serum
fizyolojik icinde 0,3 mg/kg L-tiroksin intraperit@al olarak verilerek deneysel

hipertiroidizm olygturulan hayvan grubu.

Grup 4: Kafeik Asit Grubu (CAPE) (n=10); 4 hafta boyundande, 0,5 ml serum
fizyolojik icinde 10 pg/kg kafeik asit intraperiteal olarak verilen hayvan grubu.

Grup 5: Kafeik asit ve L-tiroksin Grubu (CAPE+HT) (n=10% hafta boyunca
gunde, 0,5 ml serum fizyolojik icinde 0,3 mg/kgiteksin ve 10 pg/kg kafeik asit
intraperitoneal olarak verilen hayvan grubu.

Calisma surecinde hayvanlarin deneylbagicindaki canli @rliklari ve haftalik
canh airliklar dlculerek kaydedilnstir.
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2.5. Kan Orneklerinin Alinmasi

4 haftalik deneysel periyot sonunda, bir gece dndes yem verilmeyen hayvanlar
10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg ketamin HCI enjeksiydle anestezi altina alingni
daha sonra tekgine uygun olarak ggiis kafesleri aciimtir. Calsir durumda iken
kalpten 10 ml'lik enjektorlerle heparinli tipleretalama 6-9 ml kan alindiktan
hemen sonra kan drneklerinin 3000 rpm’de 10 dk.trgéan edilerek plazmasi
ayrilmstir. Elde edilen plazma 6rnekleri analizler icirb Inl'lik ependorf tuplerine
alinarak -20 € de (Quesadaet al., 2002) muhafaza edfimi Olciimler kan

alinmasindan sonraki 1 hafta icinde tamamiatimi

2.6.  Nitrik Oksit Duizeyi Olgumi

Nitrik oksit diizeyleri Cayman marka ELISA ticarit lkullanilarak 6l¢ctldi ( Katalog
No: 780001 ).

Teknigin prensibi antijenle antikor arasindaki reaksiyatsyanir.isaretli antijenle
isaretsiz antijen antikorla reaksiyona girmek icimyalar. isaretsiz antijen tayin
etmek istediimiz maddedir.isaretli antijenin hazirlanmasinda enzim kullaniBu
nedenle bu metoda&nzim immuinoassay adi verilmitir. Alkalen fosfataz ve
Horseradish peroksidaz en ¢ok kullanilan enzimieRiaksiyon tamamlanmasindan
sonra seperasyon (ayirma)emi yapilir ve ortama substrat ilave edilerek emzi
aktivitesi olgulir. Enzim aktivitesi ile tayin ediek istenen madde arasindaki
ili skiden analit konsantrasyonu tayin edilir (Mehnigtiol., 2004).
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Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) Assay Buffer: 100 ml distile suda ¢ozilerek Handi.

2) Nitrat Reduktaz: 1,2 ml assay buffer ile sulamd. Kullanim esnasinda buzda

tutuldu.

3) Enzim Kofaktorleri: 1,2 ml assay buffer ile sodarildi. Kullanim esnasinda buzda
tutuldu.

4) Nitrat Standart: 1ml assay buffer ile sulandiril
5) Nitrit Standart: 1ml assay buffer ile sulandir.l

6) Griess Reaktifleri R1, R2: Bu reaktifler kullama hazir durumdaydi,

sulandiriimadi.

Standartlarin Hazirlanmasi

0,9 ml. Assay buffer Gizerine 0,1 ml. nitrat stan@&tenip vortekslendi. Boylece 200
UM stok standart hazirlangnoldu. Stok standart solisyondan sirasiyla 5 uM, 10
UM, 15 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM ve 35 uM olmak tzstandartlar hazirlandi.

Deneyin Yapilsl

1) Kor kuyucuklarina 200 ul assay buffer pipetleri8liska herhangi bigey ilave

edilmedi.
2) 80 pl numune ilgili kuyucuklara pipetlendi.
3) Kor kuyucgu hari¢ batin kuyucuklara 10 pl enzim kofaktorleve edildi.

4) Kor kuyucigu hari¢ battin kuyucuklara 10 pl nitrat rediktaxéladildi.
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5) Plate kapatilarak 1 saat oda sigakbla inkiibe edildi.

6) Inkiibasyondan sonra 50 pl Griess reagent R1 kor ckigyu haric bitin
kuyucuklara ilave edildi.

7) Bekletiimeden 50 pl Griess reagent R2 kor kuguchari¢ butin kuyucuklara
ilave edildi.

8) 10 dakika sureyle renk gigimi beklendikten sonra 490 nm de okutuldu.

2.7.  Asimetrik Dimetil Arjinin Duizeyi Olgiimu

ADMA duzeyleri Immun Diagnostik marka ( K3001) EIASmause/rat) ticari kit
kullanilarak kolorimetrik metodla 6lgulda.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) Dimethylsulfoxid (DMSO) oda sicakinda ¢ozduruldi
2) Derivatization reagent 3 ml DMSO da ¢ozduruldi.

3) Wash buffer 1:10 diltie edildi.

4) ADMA antibody (AB) 5,6 ml Wash buffer ile diltedildi.

5) POD antibody (2.AB) 110 ul POD antibody Uzerz®2ml Conjugate stabilizing
buffer (2.ABDIL) eklenerek diltie edildi.

6) Dilution buffer for cupling (CODIL) kullanima ad1.
7) Reaction buffer (DERBUF) kullanima hazirdi.
8) Substrat (TMB) kullanima hazirdi.

9) Stop solusyonu kullanima hazirdi.
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Numune Hazirhigi

Filtreli santriftj tiplerine 100 pl Numune ve 20Drgaction buffer eklendi

30 dakika 14.000 g'de santriftj edildi.

Farkh ependorf tupleri kullanilarak elde ediletirfittan 200 ul alinarak tzerine
200 pl.reaction buffer eklendi.

Elde edilen kagimdan 200 ul kullanildi.

5. Ependorf tuplerine, sirasiyla hazir halde bulunapnol/L, 0,1 pmol/L, 0,25

umol/L, 0,5 umol/L, 1,0 umol/L, 2 pmol/L standartlan ve numuneden 200 pl
pipetlendi.

Standart ve numunelerin pipetlegditiplere 50 pl Derivatization reagent
pipetlendi.

Karanlikta 45 dakika shakerda inkiibasyona birakildi

Inkiibasyondan sonra tiiplere 250 pl Dilution buffar ¢upling eklendi ve 45
dakika karanlhktgeykirda inkiibasyona birakildi.

Deneyin Yapilsl

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

ilk olarak ELISA pl& diliie edilen wash bufferla 5 kez yikandi.

Daha sonra inkiibasyon bitiminde elde edilen numumstandartlardan sirasiyla
100 pl kuyucuklara pipetlendi.

Uzerine 100 pl diliie edilnmiADMA antibody’den eklendi.

Bu islemlerden sonra 2-8%le, 15-20 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra plak 5 kez wash bufferla yikandi

200 pl dilte edilmi POD antibody eklendi.

1 saat karanhktgeykirda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra plak 5 kez wash bufferla yikandi

Uzerine 200 pl substrat eklendi ve 6-10 dakika hiakea inkiilbasyona birakildi.
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10)inkiibasyon sonunda 100 pl stop soliisyonu eklenelgaro reaksiyona son
verildi.
11) 450 nm’ de okutuldu.

12)Elde edilen sonuclarin konsantrasyonlari 2 ile gargk verildi.

2.8.  Homosistein Diizeyi Olgiimii

Plazma homosistein 6lcimi HPLC (Agilent 1100 s¢rdsazinda yapildi.

Bu yontem ile total homosistein dizeyi dlcimugidi& homosistein formlarindaki
distlfid balarinin sodyum borohidrid ile indirgenmesi, monahbtwman ile
ayristirilmasi ve aygan homosisteinin HPLC cihazinda floroskopik okunhta i

Olcilmesi prensibine dayanmaktadir (Aksoy N. et2006).

Kullanilan Reaktifler

1) Reduction reaktif,

2) Plazma kalibrasyon standartlari,
3) Plazma kontrolleri,

4) Precipitation reaktif,

5) Dervisation reaktif I,

6) Dervisation reaktif 11,

7) HPLC kolonu.

8) Internal standart reaktifi
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Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) Tuam reaktifler kullanimdan 6nce oda sicghkia getirilmitir,

2) Derivasation mixin hazirlanmasi; dervisation refakiyofilizedir. Bunun tzerine
dervisation reaktif Il den 2 ml eklendi. 10 dakié@nra kullanima hazir haldeydi,

3) Plazma kalibrasyon standartlari; 1 ml distile sggzdurilerek hazirlandi,

4) Plazma kontrolleri; 2 ml distile suda ¢ozdurulehalzirlandi.

5) Hazirlanan reaktiflersiktan korunarak saklandi.

Numunelerin Hazirlanmasi

1) Kitin iginden ¢ikan kahverengi ependorf tuplerilealldi,

2) Tuplere sirasiyla 100 ul kalibrasyon standarti tialer ve plazma eklendi,

3) Uzerine 25 pl internal standart ve 25 pl interrtahdart eklendi ve vortekste
karistirildi,

4) Karisim 5 dakika oda i1sisinda inktibasyona birakildi,

5) Inkubasyondan sonra 100 pl precipitation reaktifeefi 30 saniye vorteksle
karstirildt,

6) Karisim 10 dakika 9000 g’de santriftj edildi,

7) Elde edilen suipernatant kullanildi.

Deneyin Yapilsl

1) HPLC tuplerine elde edilen stupernatantlardan 5@ipktlendi,

2) Uzerine 100 pl derivasation mix eklendi,
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3) 10 dakika 50-55 &de inkiibe edildi,
4) Inkiibasyondan sonra anidergstuldu,
5) HPLC cihazinda enjeksiyona hazir hale getirildi,

6) Cihazda floresans dedektérle 6lcim yapildi.

2.9. fT4 Diizeyi Olgiimii

Plazma fT4 dizeyleri Roch marka Moduler E170 otbadal kullanilarak elektro

kemiliminesans prensibine gore 6l¢Uktiii.

Kemiliminesans 06zgul antijen-antikor k#@anmasinin gosterilmesinde, bazi
maddelerin kimyasal tepkimedengkman eneriji ile uyarilmasi sonucu, luminesans
Ozelligi gb6stermesinden yararlanilan immunokimyasal Olcuneknigidir.
Elektrokemiliiminesans tekiinde liminesans Ozedji icin gerekli enerji elektrot
tepkimesinden gganmaktadir. Ruthenium gibi elektrokemiliminesanfaret
kullanilir. Elektrod ylizeyinde meydana gelen redtdskimesi gimayi sglar, Ab
kapli manyetik partiktller Ag ile reaksiyona sokuluRuthenium(i) tris
(bipyridy)[Ru(bpy)k* ile isaretli Ab ilave edilir (sandwich yéntemi). Daha satu
yapiya streptavidin kapli mikropartikiller @anir. Olwan bu partikiller elektrodla
temas ettirilir. Partikile k& Ru(bpyy™ elektrot yiizeyinde bulunan
Tripropilamin(TPA) ile elektrokemiliminesan tepkigee girer ve Ru(bpy)®
yukseltgenir. Ru(bpyj*® temel haline dénerkesima meydana gelir.
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Kullanilan Reaktifler

1) M reaktifi ; Streptavidin kapli mikropartikillegerir,

2) R1 reaktifi; 18 ml anti T4-Ab-Ru(bpy), rutenyukompleksi ile garetli 50 ng/Ml
polikolonal anti-T4-antikoru (koyun) ve 100 mmolihsfat tamponu icerir,

3) R2 reaktifi; 2,5 ng/mL biyotinli T4 ve 100 mniblfosfat tamponu igerir.

Deneyin Yapllsl

1)

2)

3)

4)

15 pl numune ve rutenyum kompleksi ilgaretlenmg T4’e spesifik antikor
inkube edilir,

Biyotinli T4 ve streptavidin kapli mikropartikillereklendikten sonra,
isaretlenmg antikorun hala bp olan b&lanma vyerleri, antikor hapten
kompleksinin olgmasi ile doldurulur. Batiin kompleks biyotin ve gtavidinin
etkilesimi aracilgiyla kati faza bglanms hale gelir,

Reaksiyon kagmi, mikropartikillerin elektrodun yilizeyinde manyemlarak
tutulduklar 6lgum hucresi igine aspre edilir, dadtara balanmamg maddeler
procell ile uzaklstirilr.

Elektrod tGizerine voltaj uygulanmasi kemiliminesamssyonuna neden olup, bu

bir foton sayici (photomultipliler) ile ol¢ular.

2.10. fT3 Duzeyi Olgiimi

Plazma fT3 dizeyleri Roch marka Moduler E170 otbatal kullanilarak

kemiliminesans prensibine gore Ol¢Uktiii.
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Kullanilan Reaktifler

1)
2)

3)

M reaktifi; 12 ml. streptavidin kapli mikro partikér icerir,
R1 reaktifi; 18 ml rutenyum kompleksi ilgaretlenmg monoklonal anti T3
antikoru (koyun) ve 100 mmol/L fosfat tamponu iceri

R2 reaktifi; 18 ml biyotinli T3 ve 100 mmol/L fogfeamponu igerir.

Deneyin Yapllsl

1)

2)

3)

4)

15 pl numune ve rutenyum kompleksi ilgaretlenmg T3’e spesifik antikor
inkube edilir,

Biyotinli T3 ve streptavidin kapli mikropartikillereklendikten sonra,
isaretlenmg antikorun hala bp olan b&lanma yerleri, antikor hapten
kompleksinin olgmasi ile doldurulur. Batiin kompleks biyotin ve gt@vidinin
etkilesimi aracilgiyla kati faza bglanms hale gelir,

Reaksiyon kasmi, mikropartikillerin elektrodun yilizeyinde manyelarak
tutulduklar 6lgim hucresi icine aspre edilir, dawmra bglanmamay maddeler
procell ile uzaklstirilr,

Elektrod tGizerine voltaj uygulanmasi kemiliminesamssyonuna neden olup, bu

bir foton sayici (photomultipliler) ile él¢uldr.
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2.11. Plazma Kolesterol Diizeyi Olgumii

Plazma total kolesterol dl¢cimu, Siemens dimenslioncal chemistry system Kitleri
kullanilarak, Advia 1200 (Simens Chemistry systdmypokimya otoanalizériinde
calisildu.

Fotometrik veyakolorimetrik teknik madde renginin ygunlugunun ol¢ilmesiyle
madde miktarinin veya konsantrasyonunun bulunnras@bzelti icindeki madde
miktarini, ¢ozeltiden gecen veya c¢ozeltinin tgttusik miktarindan faydalanarak
Olcilmesi glemine dayanan bir yontemdir. Analiz edilen o6rnekerine gk
demetinin bir kismini filtre kullanarak géndereryaeayiran aletleréotometre veya
kolorimetre adi verilirken bu secici#i prizmalar veya yariklar kullanarak yapan

aletlere despektrofotometre adi verilmektedir.

Kullanilan Reaktifler

Calisma kitinin icergi asagidaki gibidir;
Kolesterol esteraz (CE),

Kolesterol oksidaz (CO),
Horseradish peroksidaz (HPO),
Aminoantipiridin (AAP),

Tampon,

Kolat,

Dietilanilin (DEA),

Surfaktan.
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Deneyin Yapilsl

Kolesterol esteraz kolesterol esterlerinin hidialixatalize ederek serbest kolesterol
olusturur; olwan serbest kolesteroller daha 6nceki serbest kotdsiie birlikte,
kolesterol oksidazin katalize gitibir reaksiyon icinde oksitlenerek kolest-4-ene-3-
one ve hidrojen peroksit afturur. Horseradish peroksidaz beraberinde gsékilde
olusan hidrojen peroksit, 540 nm’de emen bir kromofdusiurmak tzere N,N
dietilalanin-HCI/4 aminoantipiridini (DEA-HCI/AAP)oksitlemek igin kullanilir.
Oksitlenen DEA-HCI/AAP'nin  neden olgw emilim toplam Kkolesterol
konsantrasyonuyla gou orantilidir ve polikromatik (452, 540, 700 nngnsnokta

teknigi kullanilarak okutulur.

2.12. Plazma Trigliserid Diizeyi Olgimii

Plazma trigliserid 6lciimi, Siemens dimension clhichemistry system Kkitleri
kullanilarak, Advia 1200 (Simens Chemistry systdaypokimya otoanalizérinde
calsildu.

Kullanilan Reaktifler

Calisma kitinin icergi asagidaki gibidir;
Lipoprotein lipaz

ATP

Gliserol kinaz

Gliserol 3 fosfat oksidaz
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4 aminoantipiridin
4 klorofenol
Peroksidaz

Mg

Buffer

Deneyin Yapllsl

Plazma lipoprotein lipaz ile inkibe edilir ve tiggrid gliserol ve ya asitlerine
donigir. ATP ile gliserol fosforillenerek gliserol kinanzimi ile gliserol 3 fosfata
donigir. Gliserol 3 fosfat gliserol 3 fosfat oksidaz enezile dihidroksiaseton fosfat
ve hidrojen perokside dowiir. Peroksidazin katalizlegli reaksiyonda hidrojen
peroksit ve aminoantipiridin ve klorofenolden kum@min adinda bir bikgk olusur.

Bu bilesigin verdigi absorbas gliserol konsantrasyonu ilegoorantilidir ve 510,

700 nm’de bikromatik teknik ile él¢ulir.

2.13. HDL Kolesterol Diizeyi Olguimii

Plazma HDL kolesterol dlcimu, Siemens dimensiomadil chemistry system kitleri
kullanilarak, Advia 1200 (Simens Chemistry systdaypokimya otoanalizérinde
calisildi.
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Kullanilan Reaktifler

Calisma kitinin icergi asagidaki gibidir;
MESS buffer

Kolesterol oksidaz

Kolesterol esteraz

Peroksidaz

N,N-bis(4 Silfobutil) m-toluidin disodyum
DSBmT

4-aminoantipiridin

Deterjan

Askorbik asit oksidaz

NaOH

Deneyin Yapilsl

HDL kolesterol dlcimu kolesterol oksidaz ile HDLz sesterlgmems kolesteroliin
cokturulmesi esasina dayanir. Cokturtlen HDL keledtesteraz ile 4- konestenon
ve hidrojen perokside dogiir. Olwsan udrinler peroksidazla reaksiyona girerek

olusan renk o6lculdr.

2.14. LDL Kolesterol Diizeyi Olgiimii

LDL kolesterol duzeyleri Freidewald's formuli’'nergthesaplanarak tayin edildi. Bu
formuUl asagidaki gibidir.

LDL kolesterol= Total kolesterol- ( Trigliserid/5HDL kolesterol
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2. ISTATISTIKSEL ANAL iz

Istatistiksel analiz SPSS (Statistical PackagetferSocial Sciences ver. 13.0, SPSS
Inc, Chicago lllinois, USA ) programi kullanilarafapildi. Sonuclar ortalama +

standart hata olarak verildi. Grup ic¢i ve gruplaasa kagilastirmada ANOVA ve
Dunkan  testi  kullanildi. P<0,001 anlamli  olarak W&hb edildi.
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3. BULGULAR

Dort hafta stren deneysel gatia sonunda ilk olarak bir grup deney hayvaninin kan
alinarak tiroid hormon dizeyleri olculntir. Ratlarin hipertiroidi olduklarindan
emin olunduktan sonra, @r deney hayvanlarindan kan ornekleri algimi
Ratlardan elde edilen plazma 6rneklerinden plazida fT3, homosistein, ADMA,
NO, total kolesterol, HDL kolesterol, trigliserid¢gmleri yapildi. LDL kolesterol
Freidewald's formiliine gére hesaplandi. Ratlarmegestrecinde Ol¢ilen haftalik
canli &irhk degisimlerinin istatistiksel sonuclari Tablo 4.1 de veafk 4.1 de

gosterilmitir.

Gruplar kendi aralarinda ve ayni zamanda kontrnaibgyrile kasilastirildi. Tablo 4 de
fT4, fT3, homosistein, ADMA, NO, total kolesterédDL kolesterol, LDL kolesterol
ve trigliserid duzeyleri anlamlilik p<0,001 olareérilmistir.

4.1. Deney Gruplarinin Haftalik Canli Agirlik Olgtimleri

Calsmamizda haftalik canl galk o6lcima yapilan ratlardan hipertiroidizm
olusturulan grubun (HT) canhgrhklar Tablo 4.1 ve Grafik 4.1 de gorulgii gibi
kontrol, placebo, CAPE ve CAPE +HT grubuna gotreaaml olarak d&ik (p
<0,001) bulunmgtur. CAPE+HT grubunda canlgalik degisiminde ise ilk hafta ve
2. hafta kontrol placebo ve CAPE grubuna gore ahlamfark gérilmezken 3. ve 4.
haftalarda ise kontrol ve placebo grubundan anlaotdrak dgik (p<0,001)
bulunmy, CAPE verilen grupla aralarinda istatistiksel Wbark gortlmemgtir.
Bununla birlikte HT grubundan ise anlamli olarakkgék oldgu (p<0,001)

bulunmutur.
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Tablo 4.1. Gruplarin Canh @rlik Olgtimleri

Gun Kontrol Placebo HT CAPE CAPE+HT p
0 0,000
349,20+4,73 | 333,90+7,38" | 340,90+4,28° | 324+10,18 350+3,76
7 0,000
353004428 | 349%6,24 | 326,50+4,18 | 341,50+4,60 | 345,50+3,38
14 0,000
346,80+6,00% | 350,40+5,78 | 307,10+2,99 | 341,30+5,63 | 343,30+3,64
21 X 0,000
355,2¢3,53 | 355,60+5,31 | 3004349 | 347,70+3,78 340,90+3,90
28 0,000
367,503,123 | 360,90+6,258° | 279,80+5,93 | 349,80+8,40° | 341,20+3,88

a,b,c: Ayni satirda farkh harf tayan gruplar arasi farklilik dGnemlidir.

(P<0,001)), HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik asit Gyu, CAPE+HT: Kafeik asit ve

Hipertiroidizm Grubu.
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Grafik 4.1. Gruplardaki Canh @rlik Olgumleri

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik asit ve Hipertiroidizm
Grubu.
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Kontrol Placebo HT CAPE CAPE+HT p
T4 2,49+0,07 2,680,183 25,20+0,46 2,73+0,08 14,39+0,14 0,000
(ng/dL)
fT3 2,33+0,09 2,550,138 11,63+0,38 2,4040,10 5,35+0,07 0,000
(pg/ml)
Homosistein 26,94+1,28 26,98+1,08 13,561,360 | 29,86+1,4% 27,75+1,5% 0,000
(umol/l)
ADMA 0,44+0,0% 0,44+0,02 0,74+0,03 0,46+0,0% 0,54+0,02 0,000
(‘umol/l)
NO 9,910,906 10,96+1,02 5,86x0,14 9,59+0,72"° 8,37+0,42 0,000
(HM)
T.Kolesterol 57,40+1,76 57,70+2,29 26,40+1,57 | 58,30+2,42 47,40£1,18 0,000
(mg/dl)
HDL 20,16+0,66 19,64+0,61 14,25+0,48 | 19,82+0,59 14,030,47 0,000
(mg/dl)
LDL 19,70+1,82 20,69+1,62 3,65+0,72 21,39+1,74 15,741,260 0,000
(mg/dl)
TG
(mg/dl) 89,70+2,40 80,70+2,47 58,50+2,47 | 87,50+3,36 85,4014,34 0,000

Tablo 4. Olciilen Paremetrelere Ait Bulgular

(P<0,001), HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafelsit Grubu, CAPE+HT: Kafeik asit ve

Hipertiroidizm Grubua,b,c: Ayni satirda farkl harf tayan gruplar arasi farklilik Gnemlidir.
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4.2. Plazma fT4 Sonugclari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazmd figserleri, Tablo 4 de ve
Grafik 4.2 de goruldgl gibi kontrol, placebo, CAPE, CAPE+HT gruplarindrey
anlamh olarak yuksek (p<0,001) ollu ayrica CAPE+HT grubun plazma fT4
degerlerinin de kontrol, placebo ve CAPE grubuna gardaml olarak yuksek
(p<0,001) hipertiroidli gruptan ise anlamh olaraftisik (p<0,001) oldgu
g6zlemlenmgtir (p<0,001). Kontrol, placebo ve CAPE gruplarasinda istatistiksel

bir fark bulunmadi.

30,00 =

=

25,00 —

20,00—

15,00— =

fT4 ng/dL

10,00~

5,00—

| | | | |
Foantrod FPlacebo HT CAPE HT+CAFPE

Gruplar

Grafik 4.2. Gruplardaki Plazma fT4 Berleri

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik asit grubOAPE+HT: Kafeik asit ve hipertiroidizm grubu.
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4.3. Plazma fT3 Sonugclari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazma& figserleri, Tablo 4 de ve
Grafik 4.3 de goruldgl gibi kontrol, placebo, CAPE, CAPE+HT gruplarindrey
anlamh olarak yuksek (p<0,001) oklu ayrica CAPE+HT grubun plazma fT3
degerlerinin de kontrol, placebo ve CAPE grubuna gardaml olarak yuksek
(p<0,001) hipertiroidli gruptan ise anlamh olaraftisik (p<0,001) oldgu
gozlemlenmgtir. Kontrol, placebo ve CAPE gruplari arasindatistiksel bir fark

bulunmadi.

12,50 — T
10,00 —
§. 7.50—
f= ]
R
k4 ==
= 500
2,50 —= -+ ——
0,00 T T T T T
Kontrol Placebo HT CAPE HT+CAPE
Gruplar

Grafik 4.3. Gruplardaki Plazma fT3 Berleri

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik asit ve Hipertiroidizm
Grubu.
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4.4. Plazma Homosistein Sonuglari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazmamiogistein dgerleri,
Tablo 4 de ve Grafik 4.4 de gorulglii gibi kontrol, placebo, CAPE, CAPE+HT
gruplarina gére anlamli olarak gik ( p<0,001) oldgu CAPE+HT grubunun ise HT
grubuna gore anlamli olarak yiksek ( p<0,001) gldbulunmytur. Kontrol,
placebo CAPE ve CAPE+HT gruplar arasinda istasstibir fark gortlmedi.

40,00 —
= 30,00— 1 T
5 1 T 1
g T 7L 1
£
© 20,00
0
(7]
(@)
5 I
L 10,00
0,00 I I I I I
Kontrol Placebo HT CAPE HT+CAPE
Gruplar

Grafik 4.4. Gruplardaki Plazma Homosistein gBderi

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubGAPE+HT: Kafeik Asit ve
Hipertiroidizm Grubu.
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4.5. Plazma ADMA Sonuglari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazmaM® degerleri, Tablo 4
de ve Grafik 4.5 de gorul@u gibi kontrol, placebo, CAPE, CAPE+HT gruplarina
gore anlamh olarak yuksek olgu ayrica CAPE+HT grubun plazma ADMA
degerlerinin de kontrol, placebo ve CAPE grubuna gardaml olarak yuksek
(p<0,001) hipertiroidli gruptan ise anlamh olaraftisik (p<0,001) oldgu
gozlemlenmgtir. Kontrol, placebo ve CAPE gruplari arasindatistiksel bir fark
bulunmamgtir.
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Grafik 4.5. Gruplardaki Plazma ADMA [@erleri

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik asit ve Hipertiroidizm
Grubu.
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4.6. Plazma NO Sonugclari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazma tigerleri, Tablo 4 de ve
Grafik 4.6 de goruldgl gibi kontrol, placebo, CAPE, CAPE+HT gruplarindrey
anlamh olarak dgiik (p<0,001) oldgu gozlemlenmjtir. CAPE+HT grubunun NO

duzeyleri ile kontrol ve CAPE gruplari arasindatistiksel bir fark bulunmadi.
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Grafik 4.6. Gruplardaki Plazma NO Berleri

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik asit ve Hipertiroidizm
Grubu.
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4.7. Plazma Total Kolesterol Sonuglari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazmgaltdolesterol dgerleri,
Tablo 4 de ve Grafik 4.7 de gorulglii gibi kontrol, placebo, CAPE gruplarina gore
anlamh olarak d§iilk oldugu ayni zamanda, CAPE+HT grubunun plazma total
kolesterol sonuglari ise kontrol, placebo ve CAR&bgndan anlamli olarak sliik
(p<0,001) olmakla birlikte, HT grubuna goére anlamolarak yiksek (p<0,001)
bulunmutur. Kontrol, placebo ve CAPE gruplari arasindaatistiksel bir fark

bulunmamgtir.
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Grafik 4.7. Gruplardaki Plazma Total Kolesterolg@deri

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik asit ve Hipertiroidizm
Grubu.
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4.8. Plazma HDL Kolesterol Sonuglari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu ve CAPE+HT grubu elderin plazma HDL
kolesterol dgerleri, Tablo 4 de ve Grafik 4.8 de gorugdiigibi kontrol, placebo,
CAPE gruplarina gére anlamli olarak sk oldusu g6zlemlenmitir (p<0,001).
Kontrol, placebo ve CAPE gruplari arasinda isti&ssd bir fark bulunmangtir.
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Grafik 4.8. Gruplardaki Plazma HDL Kolesterol gaeleri

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik Asit ve
Hipertiroidizm Grubu.
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4.9. Plazma LDL Kolesterol Sonugclari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazmallLkolesterol dgerleri,
Tablo 4 de ve Grafik 4.9 de gorulglii gibi kontrol, placebo, CAPE ve CAPE+HT
gruplarina gore anlamli olarak gdik (p<0,001) ayrica CAPE+HT grubunun plazma
LDL kolesterol dizeyleri HT grubudan anlamli olargitksek (p<0,001), kontrol,
placebo ve CAPE gruplarindan anlamli olarak sttt (p<0,001) oldgu
gozlemlenmgtir. Kontrol, placebo ve CAPE gruplari arasindatistiksel bir fark

bulunmamgtir.
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Grafik 4.9. Gruplardaki Plazma LDL Kolesterol gzleri
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HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik asit ve Hipertiroidizm
Grubu.

4.10. Plazma Trigliserid Sonuclari

Calismamizda hipertiroid (HT) grubu deneklerin plazmgliserid deserleri, Tablo 4
de ve Grafik 4.10 de goruldl gibi kontrol, placebo, CAPE ve CAPE+HT
gruplarina gére anlaml olarak dik oldyu gozlemlenmtir (p<0,001). Kontrol,
placebo, CAPE ve CAPE+HT gruplari arasinda isiksist bir fark bulunmangtir.
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Grafik 4.10. Gruplardaki Plazma TG Sonuclari

HT: Hipertiroidizm Grubu, CAPE: Kafeik Asit GrubCAPE+HT: Kafeik asit ve Hipertiroidizm
Grubu.
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5. TARTI SMA

Bu calsma, ratlarda hipertiroidizm ofturarak hem tiroid hormonlarinin,
homosistein, ADMA, NO ve lipid duizeyleri GzerindeXkilerini incelemek, hem de
antiinflamatuar, imminomodulatdr, antioksidan, iaukrobik etkileri olan ve birgok
sebeple tedavi amach kullanilarak, iytieici etkisinin olduygu gosterilmg olan
propolisin (Borelli et al., 2002) etken maddesi GAfn bu parametreler tzerindeki
olasi olumlu etkilerinin ardurilmasi amaciyla yapilgtir. Calsmada kontrol
grubundan ayri olarak, i.p. enjeksiyonun hayvardag@rattg stres durumunun
deneysel ¢cadma modellerine bir etkisinin olup olmaani belirlemek icin bir de
placebo grubu kullanildi, fakat elde edilen songlgore kontrol grubu ve placebo

grup arasinda anlaml bir fark gézlemlenmedi.

Dort haftalik cama sonunda ratlarin haftalik canigidk degisimleri incelendi,
plazma fT3, fT4, homosistein, ADMA, NO ve lipid dgideri olculdi.

Calisma surecinde haftalik olarak takip edilen ratlacanli &irhk 6lgctimlerinde,
hipertiroidizm olgturulan ratlarin canli@rlhklarinin ¢calsma sonuna kadar her hatfta,
kontrol, placebo, CAPE ve CAPE+HT gruplarina gd&atistiksel olarak diitigl
(p<0,001) gozlemlendi. Hipertiroidizmli ratlarin rda agirliklarindaki bu diglstn
nedeni, tiroid hormonlarinin bircok memeli tirindekulardaki bazal metabolik
orani ve enerji metabolizmasini hizlandirmasider(tti et al., 1997; Goswami et
al., 2003). Tiroid hormonlari enerji metabolizmamerindeki bu etkisini oksijen
tuketimini, oksidatif fosforilasyonu iceren bazitokondriyal fonksiyonlari ve bazi
mitokondriyal solunum zinciri komponentlerinin akte ve sayisinda birgok
degisiklik yaparak, mitokondriyal solunumu arttiraraksg@érmektedir (Venditti et al.,
1997; Das et al.,2001). Cahamizda da hipertiroidizm djturdusumuz ratlarda

gozlemledgimiz, tiroid hormonu art ile bazal metabolizmanin hizlanmasi, bunu
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takiben gerceklgen karbonhidrat ve yadepolarinin yikimindaki astinedeniyle
meydana gelen bir canlgiaik kaybidir. Bununla birlikte CAPE+HT grubununun
canh a&irlik degisimleri ise hipertiroidizm grubuna gore istatistiksdarak ytuksek
(p<0,001) bulunmgtu. Bu sonuc¢ bize kafeik asitin tiroid hormonlanncanl
agirhkta sebep oldgu disUsU azaltabilecgini gostermektedir. Ayrica CAPE+HTli
ratlarin fT3, fT4 seviyelerinin, hipertiroidizmliatlarin fT4, fT3 seviyelerine gore
istatistiksel olarak diigii (p<0,001) gorulmgitr bu da kafeik asitin tiroid
hormonlarinin ytksek miktarini giiirtict etkilerini destekler nitelikte bir bulgudur.
Ahmed M. ve arkadgari (2006), hipertiroidizm okturduklari ratlarda CAPE’nin
tiroid hormonlari ve oksidatif stres lGzerine olakigni argtirmislar ve CAPE’nin
hem tiroid hormonlarini diirdigiini hem de okan oksidatif strese karkoruyucu

bir rol oynadgini bulmulardir. Bu sonug bizim bulgularimizla uyumludur.

CAPE lzerinde yapilan catnalarda, CAPE’nin antioksidan, antiinflamatuvar,
reperflizyon hasari Onleyici, antiproliferatif, immastimulator, antibakteriyal,
antiviral, antikanser, antiaterosklerotik ve noaipktif 06zellikleri oldgu
gosterilmitir ve  CAPE’nin bu 6zelliklerini antioksidan, enzinmhibitorii veya
spesifik reseptorlere Bmnarak gosterdi bildirilmi stir (Parlakpinar ve ark., 2005).
Ahmed M. ve arkadgari (2006),tiroid hormon seviyelerinde meydana gelen CAPE
indukll  diglsiin - mekanizmasini, CAPE’nin antioksidan 6z#lli sayesinde
deiodinasyon sistemindeki gutindikleyebilecgi gorisuni dile getirmglerdir.

Yaptigimiz calgmada ratlarin  plazma homosistein  duzeyleri  Ol¢glmu
hipertiroidizmli ratlarin plazma homosistein duzmyl diger gruplara goére
istatistiksel olarak diilk (p<0,001) bulunmy kontrol placebo, CAPE ve CAPE+HT

gruplari arasinda istatistiksel bir fark gorulmetimni

Demirbg ve ark. (2004) hipertiroidli hastalarda yaptikldéir calsmada plazma
homosistein dizeylerindeki istatistiksel azalmannedeni olarak kreatinin
klirensindeki artyi gostermglerdir. Bizim ¢calgmamizda, hipertiroidizm ofturulmus

ratlarin plazma homosistein dizeylerindeksrd@nin nedeni, tiroid hormonlarinin,
metabolik hizi ve dolayisi ile glomerul filtrasyomzini artirmasina, béylece
homosistein eliminasyonunu hizlandirmasinglibalabilir. Tiroid hastaliklarinda,

plazma homosistein dizeylerinin gtralmasina yonelik son zamanlarda birgok
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calisma yapilmaktadir. Nedrebo ve ark. (1998) hipo v@ehiroidizmli insanlarin,
plazma homosistein dizeylerinin ggnedgini savunurken, Demirlgave ark.
(2004), ise hipo ve hipertiroidizmli insanlarda y&fari calsmada, hipotiroidide

plazma homosistein dizeylerinin agthi, hipertiroidde ise azalgini belirtmglerdir.

Bulgularimizda CAPE+HT grubunun plazma homosissawiyeleri, hipertiroidizm
grubuna gore istatistiksel olarak yuksek (p<0,0@Bptandi. Fakat CAPE ve
CAPE+HT grubun arasinda homosistein seviyeleristigistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi. Bu sonuca goOre hipertiroidizmdePEAverilsi homosistein
dizeylerini kontrol grubu ile ayni seviyelere getig, fakat CAPE'nin tek bana
verilisi ise homosistein konsantrasyonlarinda kontrol gnabgore istatistiksel bir
yukselse sebep olmamgtir. Bu bulgulara goére CAPE+HT grubunda kafeik iasit
homosistein seviyelerini arttirici etkisinin nedani tiroid hormonu ar§i Gzerindeki

baskilayici etkisi ile gerceldirdigini disiinmekteyiz.

Yaptigimiz calgmada, gruplarin ADMA ve NO seviyelerinde de ist#tsel olarak
anlamh dgisiklikler bulunmutur. Hipertiroidizm olgturulan ratlarin plazma NO
seviyelerini kontrol, placebo, CAPE ve CAPE+HT darma gore istatistiksel
olarak dguk (p<0,001), ADMA seviyelerinin ise istatistiksadlarak ytksek
(p<0,001) saptandi. Hermenegildo ve arlgéata (2002), hipertiroidizmli kiilerde
plazma NO ve ADMA duzeylerini incelegher ve hipertiroidizmli ksilerde plazma
NO seviyelerini kontrol grubuna gore istatistikshrak dguk, plazma ADMA
seviyelerini ise kontrol grubuna gore istatistikedhrak yiksek bulmgiardir. Bu

sonugclar bizim ¢cagmamizin sonuglari ile uyumludur.

ADMA seviyelerindeki bu ylkseje ise hipertiroidizm neden olmwolabilir. ADMA,
intraselltler bir enzim olan dimetil arjinin dimeaaminohidrolaz (DDAH) yoluyla
metabolize olmaktadir (Ogawa et al., 1989). Hipeidizmin lipid peroksidasyonunu
arttirmasi ve serbest oksijen radikalleri Uretimiarttirmasi yoluyla DDAH
aktivitesini azaltabilegg dusunulebilir (Videla et al.,, 1988). Ayni zamanda,
ADMA'nIn olusumu esnasinda proteinlerin metillenmesinilagan ve spesifik bir
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enzim olan protein arjinin N-metiltransferaz | (PRLW)’in tiroid hormonlari
tarafindan aktivitesinin up-regtle edgdbelirtiimistir (Amur ve ark., 1984). ADMA

seviyelerinin artinin hipertiroidizm ile ilgkisini bu mekanizma aciklayabilir.

Vaskuler endotelde gercekén bu reaksiyonda ADMA, NOS aktivitesini inhibe
ederek L-Argininin hticre icine alinimini engell&ucli vazodilatator etkisi olan NO
platelet agregasyonu, lokosit migrasyonu, hicresizyon ve vaskiler diz kas
proliferasyonunu inhibe eder (Jiang et al., 2008la52005). NO’nun fonksiyonu;
vaskuler homeostazin g@anmasidir. Ortamda NO azatthda, endotel homeostaz
vazokonstriksiyon lehine bozulur ve endotelyal ahgkiyon baglar (Endemann et
al., 2004). Bulgularimiz bize, hipertiroidizmin sgbolabilecgi ADMA artisi ile
birlikte NO sentezinin inhibe olmasini, bu mekan&zmle gerceklgigini
disindigimiz NO seviyelerindeki azalmanin glurabilezi bir endotel hasari
baslangicini dgindurmektedir. Hayvan modelleri ve tiroid hagialblan kkilerde
yapilan daha 6nceki ¢cahnalar, vaskiler endotelyumun tiroid hormonlarirpesfik
hedefi oldgunu gdsterngtir (Ho et al., 2007).

Bununla birlikte hipertiroidizmin NO konsantrasyanl tzerine olan etkilerini
argtiran farkli calgmalar da mevcuttur. Yalgin ve arkatian (2004),
hipertiroidizmli kisilerde nitrik oksit, oksidan ve antioksidan duzeylearastirmiglar
ve nitrik oksit seviyelerini kontrol grubuna gorelaml olarak yiuksek bulngtar ve
bulduklari bu sonucu hipertiroidizmin indukigdiserbest radikal okwmunun,
oksidatif stres yaratici etkisinin NO artitarafindan kompanse edidi seklinde
aciklamslardir. Bu sonu¢ NO’ in ayni zamanda bir antioksidabi davranabilme
Ozelligini dosundurmigtir (Cekmen ve ark., 2001). Bununla birlikte, hitoksitin
superoksit ile birlgp toksik bir oksijen metaboliti olan peroksinitatusturarak doku
hasarina yol agtini gosterilmgtir (Ozer ve ark., 2005). Butiin bu sonuclar NO'’in
hala tam olarak aciklanamamhem biyoyararlari olan hem de zararl etkilearol

bir bilesik oldugunu diguindirmektedir.

Arikan ve arkadgdari da (2007), hipertiroidizm ve hipotiroidizmlaktalarin ADMA,
NO konsantrasyonlarini, &l kontrollerle kasilastirmislar ve hipertiroidizmli
hastalarin ADMA konsantrasyonlarinigh&@li kontrollere ve hipotiroidizmli kjilere
gore istatatistiksel olarak yuksek, NO konsantratamni ise istatistiksel olarak
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disik bulmulardir. Bu calgmanin bulgulan da bizim ¢amamamizi destekler
niteliktedir.

Bununla birlikte, kemirgen ve insan plazmasindailgapargtirmalarda, ADMA
konsantrasyonlarinin agtiile reaktif oksijen drtnlerinin agn ili skilendirilmistir.
Reaktif oksijen drunlerinin (ROS) dretimindeki arile meydana gelen vaskuler
dokudaki oksidatif stresin ADMA konsantrasyonlaandrtsa sebep olabilege
Uzerinde argirmalar yapilmgtir (Sydow et al., a, 2003; Boger et al., 2000).
Oksidatif stresin ADMA'yl metabolize eden DDAH enzn aktivitesini azalt@ina
dair gittikce artan kanitlar mevcuttur (Leiper dt, 2002). Bu nedenle yikselen
ADMA konsantrasyonlarinin bir oksidatif stres markoldugu distnular. Yutksek
ADMA konsantrasyonlarinin sebep ofgly eNOS ‘in triiniin NO yerine, superoksit
radikalleri yonunde sonuclanmasi, ADMA’nin  oksidlatistrese katkida
bulunabilecgini desteklemitir (Sydow et al., b, 2003).

Bizde bu bilgiler g¢iginda, hipertiroidizmli  ratlarda yiuksek ADMA
konsantrasyonlarinin, hipertiroidizm nedeniyle salu oksidatif strese gh
olabilecegini ve hipertriodizmin olgturabilecgi vaskuler oksidatif stresin endotel
hasarina sebep olabilggel disinmekteyiz.

Yapilan ¢calgmanin asil amaci CAPE’nin hipertiroidizm durumurmaparametreler
Uzerine olan etkisidir. CAPE+HT'li ratlarin plazmdO duzeyi, hipertiroidizmli
ratlarin plazma NO seviyelerine gore istatistikekdrak artmg (p<0,001), plazma

ADMA seviyeleri istatistiksel olarak ginUstir (p<0,001).

Bu sonuclara gore hipertiroidizmin sebep @dou diguindigimuz, yiuksek ADMA
ve dizUk NO seviyelerinin gostergesi olan endotel hasakagi CAPE koruyucu bir
etki gostermgtir. CAPE bu etkisini direk tiroid hormon seviydletizerinden
gerceklgtirdigi inancindayiz. Hipertiroidizmin okturmus olabilecgi vaskiler
dokudaki oksidatif strese kar CAPE tiroid hormon seviyelerini diirerek koruyucu
bir etki gbstermy olabilir. Bu olumlu etkininde ADMA konsantrasyoniiar distrup,
NO konsantrasyonlarini yukseltmesi ile kendini gidigini distinmekteyiz.
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Yapilan calgmalarla antioksidanlarin ADMA konsantrasyonlarinisigtebildikleri
deneysel verilerle desteklergtii (Jiang et al., 2002). CAPE’de antioksidan dzell
ile direk ADMA konsantrasyonlarini durtici bir etki gostermgiolabilir. Disen
ADMA konsantrasyonlarini takiben NO seviyeleridenbubgli olarak artmg
olabilir.

CAPE’nin tim _hicretiplerinde bulunan bir transkripsiyon faktort olalkB’nin
(nUkleer faktor kappa B) inhibitori olgu bilinmektedir, fakat bu etkisini nasil
yaptgl aciklanamamstir (Havsteen, 2002; Lin et al., 2004). Rat ve l=nde yaptilan
calismalarda, arterial hasar sonrasi damar duvarindaBNRi aktive oldgunu
ispatlayan raporlar mevcuttur (Cercek et al., 19%hdry et al., 1997). Bu bilgiler
Isiginda, CAPE'nin NFkB'yi inhibe ederek olasi endatelsarina kar koruyucu bir
etkisi oldwgu distinulebilir.

Tiroid hormon bozukluklarinin lipoprotein metabaohiasi Uzerine etkili oldiu
bilinmektedir. Yapilan cajmada, hipertiroidizmli ratlarin total kolesterol,DH
kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserid seviyelediger gruplardan istatistiksel
olarak diguk (p<0,001) bulundu. Ayni zamanda CAPE+HT grubutaial kolesterol
ve LDL kolesterol duzeylerinin hipertiroidizmli goa gore istatistiksel olarak agii
(p<0,001) saptandi. Fakat HDL kolesterol seviyeldei istatistiksel bir fark
gorulmedi.

Lipid metabolizmasi Uzerine tiroid hormonlarinirkist, hormona duyarli lipaz
aktivitesini uyararak y@&a dokusundan serbest gasitlerinin agta ciksini artirma
seklindedir. Bu hormonlar yaasitlerinin oksidasyonunu hizlandirmakta ve serum
trigliserid dizeyini azaltmaktadir. Bu durumu ka&slin barsaklardan emiliminin
azalmasiyla, safra asitlerinin Gretimini artirmaswy sebeple LDL doriimi
etkilenerek, serum kolesterol dlzeyinin azalmasinsalanmasi seklinde
yorumlanabilir (Guyton et al., 1996).

Staels ve ark. (1990), L-tiroksin uygulanarak hipeid olusturulan modellerde,
plazma HDL kolesterol seviyesinde azalma goézlgndi bunun da plazma hepatik
trigliserid lipaz seviyesindeki agtan kaynaklangini aciklanmglardir. Yaptgimiz
calsmada CAPE+HT grubunun total kolesterol, LDL kolesteve trigliserid
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seviyeleri hipertiroidizmli gruba goOre istatistikselarak yuksek bulunmyur
(p<0,001). Sadece CAPE verilen grupta ise bu paraieede istatistiksel olarak
anlamh bir fark gorilmengtir. Bu sonuc bize CAPE'nin tek baa lipid seviyelerini

yukseltici bir etkisi olmadyini disindtrmektedir.

CAPE+HT grubunda, CAPE’nin total kolesterol, LDL l&sterol ve trigliserid
seviyelerini arttirmasi, tiroid hormon seviyelennartsini baskilamasi dolayisiyla
tiroid hormonlarinin etkisi ile okan lipid seviyelerindeki bu gist engellemesi

olarak distindlebilir.
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6. SONUC ve ONEHLER

Insan ve hayvanlarda tiroid hastaliklarinin kardagkiiller fonksiyonda 6nemli
degisimlere alik eden yaygin bir endokrin hastalik ofglu bilinmektedir. Yapilan
bircok calsmada da endotel htcrelerinin tiroid hormonlarinin tedefi oldgu
vurgulanmgtir. Bu tez cakmasinda, hipertiroidizm ofturdusumuz ratlarda endotel
hasari belirteclerinden NO, ADMA, homosistein selgyi ile bunlarla birlikte lipid
profili dizeylerini ayni zamanda kafeik asitin bargmetreler Gzerindeki etkisi
arastirildi.

Sonuclarimiz, hipertiroidizmin ADMA seviyelerini i8eltip, NO, homosistein ve
lipid duizeylerini dgurdigini gostermsiir. Calismamizdaki en 6nemli bulgu
CAPE'nin hipertiroidizm olgturulan ratlarda, endotel hasari gostergesi olan ve
vaskiler homeostazdan sorumlu NO seviyeleriniraxéisi, ADMA seviyelerini ise
disirmesi olmgtur. Ayrica CAPE’nin hipertiroidizm nedeniyle guais
homosistein, total kolesterol, LDL kolesterol valiserid seviyelerini ise arttirdi

gozlenmitir.

Sonug olarak CAPE tek baa verildginde, kontrol ve placebo gruplarina gore, fT3,
fT4, ADMA, NO, homosistein ve lipid seviyeleri tzede bir etkisi gozlenmerstir.
Fakat hipertiroidizmli grupta vyukselgiolan T3, fT4, ADMA seviyelerini
istatistiksel olarak anlamlsekilde digtrmistir. CAPE'nin, NOS inhibitéri olan
ADMA'nIn seviyesini digurmesi ve buna Igh olarak NO dizeyini arttirmasi ile
endotel hasarina dolayisiyla bunu takibensalbilecek kardiyovaskuler hastalik
riskini azaltmasi acisindan olumlu bir gostergedhyni zamanda CAPE'nin
hipertiroidizm olgturulan grupta yukselen tiroid hormon seviyelertiistirmesi

olumlu bir etkidir.

Bununla birlikte CAPE, hipertriodizm dfturulan grupta dg§mis olan homosistein,
total kolesterol, LDL kolesterol, trigliserid sewlhgrini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttirmg, HDL kolesterol seviyelerini ise etkilemegtir.
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Yuksek plazma homosistein seviyeleri kardiyovasktlgstaliklar igin b@amsiz bir
risk faktoradar. Cabmamizda tiroid hormonlarinin homosistein konsagtakarini
disUrdigt saptandi. Bu nedenle hiperhomosisteinemi duruauirdid hormonu
kullaniimasinin  uygun olabilegmi distinmekteyiz. CAPE’nin hipertrioidizm
grubunda homosistein  seviyelerini  yukseltmesi naden bu maddenin
hiperhomosisteinemi durumunda alinmasinin uyguradémi disinmekteyiz.
CAPE, tiroid hormonlari etkisiyle dinls olan total kolesterol, LDL ve trigliserid
seviyelerini istatistiksel olarak anlaml kiekilde arttirmgtir. Ozellikle artan LDL
seviyeleri ateroskleroz icin bir risk faktdrtudur.uBnedenle CAPE’nin LDL
seviyelerini yukseltmesi istenilen bir sonugigir.

Bu bilgiler s1ginda, CAPE’nin hipertiroidizmli hastalarda plazniBf fT4, ADMA
dizeylerini digurmesi yonunden tedavi amacli kullaniimasinin uyglebilecei
ancak plazma total kolesterol LDL kolesterol ve B€viyelerini yukseltfii goz

onune alinarak kullaniminin daha uygun olabigggérisiindeyiz.

Sonuc¢ olarak bu tez canasi ile hipertiroidizmin endotel hasarina ve buaun
birlikte uzun dbénemde endotel disfonksiyon sonuclusabilecek bircok
komplikasyona neden olabilegai ayni zamanda CAPE'nin vaskuler ve tiroid
hastaliklari tUzerindeki antioksidan ve antiinflamatr etkileri ile hipertiroidizmin

olusturdusu komplikasyonlarin baskilanmasina destek olahiiediéstnilmektedir.

Bu calsmada ortaya ¢ikan endotel hasari Gizerinden birgokra yol acan
hipertiroidizm durumunun ADMA ve NO konsantrasyanidzerine etkisinin
mekanizmasinin, bununla birlikte CAPE’nin tiroidrhmon artgi Gzerine olan negatif
etki mekanizmasinin agiklanabilmesi i¢cin daha fgalamanin gerekli oldgu
distincesindeyiz. Ayni zamanda CAPE’'nin vaskuler vadihastaliklari Gzerindeki
yararli farmokolojik etki mekanizmasinin yapiladakka calsmalar ile daha fazla

aydinlatiimasi gerelgi inancindayiz

73



OZET

Tiroid hastaliklari, insanlar ve hayvanlarda sikidggn ve hemodinamik, renal ve
kardiyak fonksiyonlarda onemli gsikliklerin eslik ettigi endokrin bozukluklardir.
Insanlar ve hayvanlarda hipertiroidi durumlarindstesnik arteriyel kan basincinin
dizenlenmesinde bozukluklar goéruldriroid hastaliklari endotel hasarina neden
olabilir, ancak tiroid hastaliklarindaki endotelshanin altinda yatan mekanizma
halen acik dgldir.

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) olardlinen enzim ailesi aracgiyla L-
arjininin L- sitriline déngima ile dretilir. NO’nun vaskuller tonusu dizenleyic
onemli bir faktor oldgu bilinmektedir. Asimetrik dimetil arginin (ADMA) nitrik
oksit sentaz’in endojen inhibitéridir. Lokal NO i engelleyerek vazospazma
ve endotel disfonksiyonuna neden olmakta ve kor@mgsr hastagn gelisimi igin
risk faktori olarak kabul edilmektedir. Hipertiradh, artms ADMA seviyeleri ve
azalmg NO seviyeleri ile ilgkilidir. Homosistein, silfur iceren esansiyel bir
aminoasit olan metionin metabolizmasinin ara GranddArtmis plazma total

homosistein konsantrasyonlari vaskuler hastaliglarrisk faktoradur.

Propolis kovanlarda bal arilarn tarafindan dretideial bir Grinddr. Propolisin esas
bilesenleri ayni zamanda biyolojik aktivitesinden de wsolu olan kafeik asit

esterleridir ve bu bikggin bir ¢cok yararli etkileri belirlenngtir.

Bu calsma deneysel olarak hipertiroidizm elurulan ratlarda tiroid hormonlarinin
neden olabilegé endotel hasari lzerine kafeik asit fenetil eat¢@GAPE) koruyucu
etkisinin aratirilmasi icin tasarlanngtir. Calsmada 50 wistar (250-300g) albino
erkek rat kullanildi. Deney hayvanlar kontrol, ggbo, hipertiroid (HT), CAPE ve
“CAPE+HT” olarak 5 gruba bolundiKontrol grubuna 4 hafta boyunca bir uygulama
yapilmadi. Placebo grubundaki hayvanlara 4 haftaiboa 0,5 ml serum fizyolojik
uygulandi. Deneysel hipertiroidizm (HT) grubundbkiyvanlarad hafta boyunca 0,5
ml serum fizyolojik icinde 0,3 mg/kg L-tiroksin ir@peritoneal olarak uygulandi.
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CAPE grubundaki hayvanlara, 4 hafta boyunca 0,5enum fizyolojik icindel0
ug/kg intraperitoneal olarak CAPE verildi.

“CAPE+HT” grubundaki hayvanlara 4 hafta boyunca @\/5serum fizyolojik iginde
0,3 mg/kg L-tiroksin velO ug/kg CAPE uygulandi. Plazma serbest T3 (fT3), ssrbe
T4 (fT4), total kolesterol, HDL ve trigliserid (T&onsantrasyonlari otoanalizor ile
Olculdiu. Plazma LDL seviyeleriFreidewald formilu ile hesaplandPlazma
homosistein konsantrasyonlari floresan dedektofLEl ile dl¢uldu. Plazma NO ve
ADMA konsantrasyonlar ticari ELISA kitleri kullalarak belirlendilstatistik analiz
Windows One-Way ANOVA testi kullanilarak SPSS13t6graminda yapildi.

Hipertiroidizmli ratlarda plazma fT3, fT4 konsargg@nlari kontrol, placebo, CAPE
ve “CAPE+HT” gruplarina gére anlamh olarak yiksekt<0,001). Tiroksin ile
CAPE'nin birlikte verilsi yuksek plazma fT3, fT4 konsantrasyonlarini anlaml
olarak dgurmustr. (p<0,001) Plazma homosistein konsantrasygriigrertiroidizm
olusturulan grupta kontrol, placebo, CAPE ve “CAPE+HJruplarina gére anlamli
olarak diguk (p<0,001) bulunmyiur. “CAPE+HT” grubunda ise homosistein

seviyeleri hipertiroidizmli gruba gére anlaml @arytksek (p<0,001) saptandi.

Plazma ADMA konsantrasyonlari hipertiroidizmli gtap diger gruplara gore
anlamli  olarak yiksek (p<0,001), “CAPE+HT” grubunuplazma ADMA

konsantrasyonlari kontrol, placebo ve CAPE grubgdee anlamli olarak yiksek
(p<0,001), hipertiroidizmli gruptan anlamh olarattisik (p<0,001) bulundu.
Hipertiroidizmli grubun plazma NO konsantrasyonlkontrol, placebo, CAPE ve
“CAPE+HT” gruplarina goére anlamh olarak gdik (p<0,001) bulunmgiur.

“CAPE+HT” grubunda ise plazma NO konsantrasyonkmlamli olarak yuksek
(p<0,001) bulundu. Plazma total kolesterol, HDL, LL@e trigliserid seviyeleri
hipertiroidizmli grupta dier gruplara gore anlaml olaraksiik (p<0,001) bulundu.
“CAPE+HT” grubunda ise plazma total kolesterol, LDe trigliserid seviyeleri

anlamh olarak yukselngiir (p<0,001).
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Sonug olarak; CAPE, hipertiroidizm gturulan ratlarda, plazma NO seviyelerini
yukseltip, ADMA seviyelerini dgirerek endotel hasarina karkoruyucu etki

gosterebilir.

Anahtar kelimeler: Hipertiroidizm, rat, asimetrik dimetil arjinin, nitrik oksit,

homosistein.
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SUMMARY

Thyroid disorders are common endocrine disordersuimans and animals and are
accompanied by important changes in haemodynararcliac and renal function.
Disturbances in the regulation of systemic artebdod pressure are seen in
hyperthyroid states in man and other animals Hiyyeoidism manifests a
hyperdynamic circulation with increased cardiacpatit increased heart rate and
decreased peripheral resistance. Thyroid diseasay fead to endothelial
dysfunction; however, the mechanism underlying émelothelial dysfunction in

thyroid disease is not clear yet.

Nitric oxide (NO) is produced through the transfatian of L-arginine to L-citruline
by a family of enzymes known as NO synthases (N@%.well known that NO is
an important factor regulating vascular tone. Asytrin Dimethyl Arginine
(ADMA) is an endogenous inhibitor of nitric oxidBIQ) synthase and causes local
vasospasm and endothelial dysfunction by inhibitilmgal NO production.
Hyperthyroidism is related with increased ADMA lé&and decreased NO levels.

Homocysteine is an intermediate compound of theabmism of metionine, which
iIs an essential sulphur-containing amino acid. &y plasma homocystein

concentrations are associated with increased fiskstular diseases.

Propolis is one of the nature-based products, wiscproduced by honeybees in
hives. The major compounds of propolis are caff@ad esters which are also
responsible for biologic activity of propoliand has been identified to show
beneficial activities.

This study was designed in rats with experimentaliyuced hyperthyroidism to
investigate the protective effects of caffeic gaienylethyl ester (CAPE) on mbg

formed endothelial dysfunction that based on thd/tmrmons.

We used fifty male Wistar albino (250-300 g) ratsthis study.The experimental

animals were divided into five groups as contrédcpbo, hyperthyroidism, CAPE
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and “hyperthyroidism + CAPE”. Nothing was adminis to the control group
during four weeks. The animals in placebo groupevaministered intraperitonially
0,5 ml sterile physiological saline during 4 weekke animals in hyperthyroidism
group were administered intraperitonially L-thyno&i0,3 mg/kg in 0,5 ml. sterile
physiological saline. The animals in CAPE group everadministered
intraperitonially CAPE at a dose of kg in 0,5 ml sterile physiological saline per
day during 4 weeksThe animals in “hyperthyroidism + CAPE” group were
administered 0,3 mg/kg L-thyroxine in 0,5 ml physgical saline and 10 mcg/kg
CAPE. Plasma FT3, FT4, total cholesterol, HDL andglyceride levels were
measured by autoanalyzer. Plasma LDL levels welauleded by the Freidewald
equation. Plasma homocysteine levels were measiyddPLC. Plasma NO levels
were measured by ELISA. statistically analysis vwesformed by SPSS 13.0
program, using one-way ANOVA test.

Plasma fT3, fT4 concentrations were significantlgcreased in rats with
hyperthyroidism compared to controls, placebo, CA&tel “CAPE+HT” groups
(p<0,001). Co-administration of CAPE with L thyrori significantly decreased
(p<0.001) the elevated fT3 and fT4 levétdasma homocysteine concentrations were
significantly decreased in rats with hyperthyreidicompared to controls, placebo,
CAPE and “CAPE+HT” groups (p<0,001Rlasma homocystein levels obtained
from “CAPE+hyperthyroidism” group were significantp<0,001) higher compared
to hyperthyroidism group.

Plasma ADMA concentrations obtained from hypertidissn group were
significantly higher compared to other groups. RlasADMA concentrations
obtained from “CAPE+hyperthyroidism” group were rgfgcantly higher compared
to control, placebo and CAPE groups and signifigpariow compared to
hyperthyroidism group. Plasma NO concentrationsiabtl from hyperthyroidism
group were significantly low compared to controllagebo, CAPE and
“CAPE+hyperthyroidism” groups. Plasma NO conceidreds obtained from
“CAPE+hyperthyroidism” group were significantly tnigr. Plasma total cholesterol,
HDL, LDL and triglycerid levels obtained from hypeyroidism group were
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significantly lower than other groups. Plasma tathblesterol, HDL, LDL and
triglycerid levels obtained from “CAPE+hyperthyr@oh” group were significantly
higher.

In conclusion; CAPE may show a protective effect emdothelial damage by
increasing plasma NO levels and decreasing ADMAelevin hyperthyroidism

induced rats.

Key words: Hyperthyroidism, rat, asymmetric dimethyl arginineitric oxide,

homocysteine.
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