1.GIiRiS VE AMAC

Misir uygarligindan beri bilinen ateroskleroz hakkinda 20. yiizyil icerisinde
son derece dnemli gelismeler olmus, patogenezi ile ilgili tedavisini de yonlendirecek
oldukca kapsamli arastirmalar yapilmistir. Ancak halihazirda, ateroskleroz ile ilgili
bilmedigimiz bir cok ayrinti bulunmaktadir ve halen gelismis iilkelerde 6liimlerin en
stk nedeni aterosklerozun neden oldugu kardiyovaskiiler hastaliklardir.
Kardiyovaskiiler nedenli Oliimlerin %351'1 koroner arter hastaligina baghdir (1).
Koroner bakim {initelerinin modernlestirilmesi ve tedavi yontemlerinde Onemli
ilerlemelere ragmen koroner arter hastali§i mortalite ve morbiditenin 6nde gelen sebebi
olmaya devam etmektedir (2). Bu konuda yapilan caligmalar gostermistir ki,
ateroskleroz cocukluk yaslarinda baslamakta ve klinik bulgularini eriskin yaslarda
gostermektedir (3). Bu nedenle aterosklerotik lezyonlarin gelisimini onlemek veya
mevcut aterosklerotik plaklarin ilerlemesinin azaltilmasi toplum sagligi acisindan énem
tagimaktadir. Baz1 bireyler bu konuda daha biiyiik risk altindadir. Cinsiyet, yas, diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL-kolesterol), yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL-kolesterol),
kan basinci, diabetes mellitus, sol ventrikiil hipertrofisi, fizik aktivite azhigi,
trombojenik faktorler, obesite, lipoprotein (a) yiiksekligi, diisiik antioksidan diizeyleri,
Ostrojen azlig, alkol, enfeksiyon ve psiko-sosyal nedenler, homosistein diizeyi
ateroskleroz icin risk faktorleri olarak kabul edilmis ve bu konuda yogun calismalar
yapilmistir (4-8).

Ilk kez 1989’da Steinberg ve ark tarafindan aterosklerozisin “oksidatif
modifikasyon hipotezi” ortaya atilmistir (9). Giinlimiizde, oksidatif stresin koroner
ateroskleroz patogenezinde ve onun komplikasyonlarinda Onemli bir role sahip
oldugu kamitlanmistir. Yapilan deneysel calismalarda, ateroskleroz i¢in onemli bir
risk faktorii olan serbest oksijen radikallerinin endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve adventisyal hiicreler tarafindan iiretiminin arttirildigr gosterilmistir.
Ayrica ateroskleroz i¢in 1yi bilinen risk faktorlerinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini de arttirdigi saptanmistir (10-13). Bunlar da aterosklerozisin baslangicinda
rol alan baz1 yolaklarin olugsmasini saglamaktadirlar (14).

Plazma homosistein diizeylerindeki artisin ateroskleroz i¢in farkedilebilir bir risk

faktorlii olarak ortaya ciktigi, homosistein birikiminin koroner, serebral ve periferal



ateroskleroz icin bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (15-16). Artmis
homosistein diizeyinin koroner ateroskleroz icin yalnizca bagimsiz risk faktorii
olmadig1, aym zamanda koroner ateroskleroz miktar1 ve yayginligi ile de iliskisinin
oldugunu destekleyen veriler artmaktadir (17-21).

Aterosklerozda plazma kolesterolii ile homosistein diizeyi arasinda korelasyon
vardir. Diger taraftan homosistein katabolizmasim kolaylastiran mikrobesinler plazma
homosistein, kolesterol, trigliserit ve LDL diizeylerini azaltmaktadir (22).

Elde edilen bulgular, plazmada orta derecede artis gosteren homosisteinin, prematiire
kardiyovaskiiler hastaliklar icin bagimsiz bir risk faktorii olduguna isaret etmektedir
(23).

Vitamin E ve C’ nin etkili birer antioksidan olduklar1 yapilan caligmalarla
kanitlanmustir, fakat aterogenez siirecindeki oksidatif strese etkileri {izerine celiskili
calismalar bulunmaktadir. Ayrica primer korumada bu vitaminlerin kullanim
yerlerini ve gereksinimlerini belirlemek i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiyac vardir.

Aterogenez patogenezine bir¢ok farkli yolla etki eden homosistein icin pek
cok sekonder koruma calismasi olmasina ragmen, primer korumadaki etkinligine
yonelik yeterli ¢calisma bulunmamaktadir.

Biz bu calismada, oksidatif strese karsi etkili oldugu bilinen, E ve C vitamini
ile homosistein diizeyini azaltan B;, ve folik asidin aterogenez siirecindeki oksidatif
steres ve homosistein diizeyine, dolayisiyla ateroskleroz gelisimi iizerine etkisini

deneysel bir modelde incelemeyi amacladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Aterosklerozun Vaskiiler Biyolojisi

Yirminci yiizyil, ateroskleroz patogenezi ile ilgili olaganiistii evrime taniklik
etmektedir. Oyle ki, bu hastaliga misir mumyalarinin arterlerinde bile rastlanmustir.
Yakin zamana kadar arterler, yasayan dinamik dokulardan ¢ok, cansiz tiipler olarak
goriilmekteydi. Kardiyak oOliimlerin bas suglusu, ateroskleroz olarak tanimlandi.
Aterosklerozu ne kadar iyi tanirsak, onunla o kadar iyi bas edebiliriz. Yiizyildan
fazla bir siire once Wirchow, aterogeneze hiicrelerin katkisimi fark etti. Wirchow
aterosklerozun proliferatif bir hastalik oldugu goriisiindeyken, Rokitansky
ateromlarin trombiislerin rezorpsiyonundan ve iyilesmesinden kaynaklandigini
distinliyordu.  Yirminci yiizyilin baglarinda yapilan deneysel calismalarda,
tavsanlarin arterlerinde diyet diizenlemesi sonucu yagli lezyonlar olusturuldu ve
suclu, kolesterol olarak tanimlandi. Yirminci yilizyilin ortalarinda ateroskleroza
neden olan yaglarin icerigi, insan lipoprotein partikiilleri tanimlandi. Giiniimiizde ise
aterogeneze katkis1 bulunan elementler tanimlanmustir (24).

Ateroskleroz zamanla heterojenite gosteren bir yapiya sahiptir. Akut ve
kronik fazlarin her ikisini de sergiler. Insanlar etkileyen sadece birka¢ hastaligin
inkiibasyon siiresi, aterosklerozdan daha uzundur. Bu yavag ilerleyen hastalik
periyoduna ragmen, ateromun miyokard infarktiisii, kararsiz anjina veya inme gibi
komplikasyonlar1 ¢ogu zaman tipik olarak aniden meydana gelir.

Aterosklerozla ilgili bir bagka tam anlasilamamis konuda, bazi damarlarda
stenoz veya daralmaya sebep olurken bazilarinda ektazi olusturmasidir. Bizler
cogunlukla koroner aterosklerozda darliktan korkariz, halbuki 6zellikle aortada
meydana gelen anevrizma bu hastaligin siklikla karsimiza ¢ikan bir diger

gorilintiisiidiir (24).



2.1.1.Normal Arter Yapisi

2.1.1.1.Tunika intima

En icteki tabaka olup, bazal laminaya bitisik olan endotel hiicrelerinden
olugmus tek sirali bir yap1 olarak tanimlansa da eriskin insan intimasi gercekte ¢ok
daha kompleks heterojen bir yapiya sahiptir. Arteriyel intimanin endotelyal hiicreleri
kan ile cok 6nemli bir temas yiizeyi olusturur. Arteriyel endotelyal hiicreler, arteriyel
hastaliklarin patogenezi sirasinda ters giden olaylart diizenleme ve vaskiiler
homeostazi saglamada ¢ok 6nemli bir role sahiptir.

Yagla birlikte insan arterleri, arteriyel diiz kas hiicreleri ve interstisyel
kollajenin fibriler formlarim ( tip I ve III) iceren daha karmasik intima gelistirirler.
Diiz kas hiicreleri arteriyal intimanin 6gelerinden olan ekstraseliiler matriksi {iretir.
Daha karmagik intimanin bulunusu patologlar tarafindan diffiiz intimal kalinlagma
olarak bilinir ki bu yetiskin insan arterlerinde saptanmustir. Arteriyal agacin belli
bolgelerinde ateroskleroz olmasa bile intimal kalinlasmaya meyil vardir; 6rnegin sol
on inen koroner arterin proksimalinde siklikla diiz kas hiicrelerinin daha gelismis
oldugu bir intimal bant izlenir. Diffiiz intimal kalinlasma gelisiminde lipit toplanmasi

gerekli degildir.

2.1.1.2.Tunika Medya

Eksternal ve internal elastik lamina arasinda uzanir. Muskiiler arterlerin
medias1 genellikle daha az sterotipik organizasyon igerir. Bu kii¢iik arterlerin diiz kas
hiicreleri genellikle laminar siradan cok, kendilerini c¢evreleyen matriks igine
gomiiliidiirler. Normal arterlerdeki diiz kas hiicreleri nadiren prolifere olurlar.
Aslinda hiicrenin boliinme hizi ve hiicre 6liimii normal sartlar altinda oldukca
yavastir. Normal arterde ekstraseliiler matriks denge halindedir. Ciinkii ekstraseliiler
matriks ne birikir ne de atrofiye olur. Arteriyel matriks sentez hiz ve oOlimii

genellikle bir digerinin dengesine baglhdir.



2.1.1.3. Tunika Adventisya

Arterlerin adventisyasi, son zamanlarda arteryel homeostazis ve patolojideki
potansiyel rolleri artmis olsa da daha az incelenmistir. Adventisya, vaskiiler
remodeling ve nitrik oksit (NO) bioaktivitesinin kontrolii iizerinde, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu nedeniyle onemli bir rol oynamaktadir. Adventisya, genellikle
intimadan daha az oranda kollajen lifleri igerir. Vazo vazorum ve sinir uglari arteryal
duvarin bu en distaki tabakasinda yerlesmistir. Adventisya diger arteriyel
tabakalardan daha farkli bir hiicresel popiilasyona sahiptir. Bu tabakada goriilen

hiicreler temelde fibroblastlar ve mast hiicreleridir.

2.1.2.Aterosklerozun Baslamasi

2.1.2.1.Ekstraseliiler Lipid Birikimi

Insanlarda aterogenezisin ilk basamag: biiyiik oranda tahminidir. Ancak
hayvanlardaki deneysel calismalarin sonuclariyla gen¢ insanlardan elde edilen
dokularda yapilan gozlemlerin birlestirilmesi bu konuda ipuglari saglamaktadir.
Kolesterol ve satiire yagdan zengin aterojenik diyete bagli olarak kiiciik lipoprotein
partikiilleri intimada birikir. Bu lipoprotein partikiilleri arteryel intimanin
proteoglikanint  olusturur ve agregatlar halinde birlesme egilimindedirler.
Isaretlenmis lipoprotein partikiilleri ile yapilan detayli kinetik ¢calismalar, tavsanlarda
erken lezyon olusumunun vyerlerini gostermistir. Intimadaki proteoglikanlara
baglanan lipoprotein partikiilleri yakalanir ve bulunduklar1 yerde uzun siire
alikonulurlar (25-26). Proteoglikanlara bagl lipoprotein partikiilleri oksidasyon veya
diger kimyasal modifikasyonlara maruz kalir ve bu ¢cogu arastirmaci tarafindan erken
aterosklerozun onemli bir bileseni olarak kabul edilir (27-29). Diger calismalar,
endotelyal tabakanin gecirgenlik tercihinin, lezyon alanlarinda LDL lehine arttigin

one siirmektedir.



2.1.2.2.Lokosit Birikimi

Aterogenezisin bir diger isareti, lezyon gelisiminin erken doneminde ortaya
cikan 16kosit birikimidir. Normal endotelyal hiicreler lokosit adezyonuna direnglidir.
Yangili dokularda bile 16kositlerin en ¢ok toplanma ve degistokusu arterlerde degil,
post kapiller veniillerde olur. Ancak hiperkolesteroleminin baslamasindan hemen
sonra, lokositler endotelyuma yapisir ve endotel hiicreleri arasindan subintimal alana
gecerler. Burasi lipilerin birikmeye basladigr ve kopiik hiicrelerin olustugu yerdir.
Monositlere ek olarak T lenfositler de insan ve hayvan erken aterosklerotik
lezyonlarinda birikmeye egilimlidir.

Endotelyal hiicre yiizeyinde l6kosit adezyon molekiillerinin ekspresyonu,
monosit ve T hiicrelerinin endotele yapismasimi regiile eder. Lokosit adezyon
molekiillerinin iki genis kategorisi vardir. Bunlardan, vaskiiler hiicre adezyon
molekiili (VCAM-1) immiinglobulin siiperfamilyasindandir, erken aterogenezde
onemlidir, cilinkii tipik olarak sadece yeni olusan aterom icinde toplanan bu sinif
lokositlerce eksprese edilen, monositler ve T hiicrelerinde biriken bir integrinle
etkilesir. Tavsan ve farelerdeki calismalar da yeni olusan ateromatdz lezyonlar
tizerindeki endotelyal hiicrelerde VCAM-1 ekspresyonunu gosterilmistir. Lokosit
adezyon molekiillerinin immunglobulin siiperfamilyasinin diger iiyesi, interselliiler
adezyon molekiiliinii (ICAM-1) icerir. Bu molekiil daha daginik yerlesimlidir.

Lokosit adezyon molekiillerinin bir bagka kategorisi selektinlerdir. E-selektin
erken aterogenezde ¢ok az rol oynar. E-selektin tercihen erken ateromda nadiren
bulunan polimorfoniikleer 16kositleri toplar. (PMNL, akut inflamasyonda gereklidir
ve bakteriyel patojenlere karsi konak savunmasinda rol oynar) (30). Ayrica, aterom
tizerindeki endotelyal hiicreler bu adezyon molekiiliinii yiiksek seviyelerde eksprese
etmez. Bu ailenin diger iiyesi P-selektindir, ateromdaki 16kosit toplanmasinda daha
onemli bir rol oynayabilir, ciinkii insan ateromundaki endotelyal hiicreler bu adezyon
molekiiliinii eksprese eder. Selektinler, 16kositlerin endotel iizerindeki hareketlerini
baglatma egilimindedir. Immunglobulin siiperfamilyasina ait olan adezyon
molekiilleri 16kositlerin immobilizasyonu ve daha siki adeziv etkilesimde
bulunmasint saglar. Genetik olarak degistirilmis farelerdeki caligmalar, deneysel

aterosklerozda VCAM-1 ve P-selektinin rollerini kanitlamistir (31-33).



2.1.2.3.Lezyon Olusumunun Odagi

Aterosklerozun heterojenitesini aciklamak oldukg¢a giictiir. Lipoproteinler
gibi, kan kaynakli risk faktorleri de tiim damarlardaki endoteli etkilemektedir.
Sigaranin arterler {izerine lokal etkiyi nasil yaptigin1 agiklamak zordur. Aterom tipik
olarak fokal olusur. Baz1 yazarlar, aterogenezisin “multisentrik koken” hipotezini
ortaya atmistir. Buna gore aterom, arteryel duvarin iyi huylu leiyomiyomu olarak
olusur. Ateromdaki pek cok molekiiler belirteclerin, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz
izoformlart gibi, tek tip olusu aterogenezisin monoklonal hipotezini destekler (34).
Ancak, lezyonlarin yerlestigi bolgelerin arterlerin proksimal kesimlerine, dallanma
noktalarindan sonra veya bifurkasyonlarda olma egilimi erken lezyon gelisiminde bir
hemodinamik temeli diisiindiiriir. internal mamarian arter veya radial arterler gibi
dal1 olmayan arterler ateroskleroz gelistirme egiliminde degildirler. Akim
degisikliklerinin lezyon yerini etkilemesini anlamada iki yaklasim yardimci olabilir;
lokal olarak bozulmus akim, erken aterogenezisin basamaklarin1 uyaracak
degisiklikleri indiikleyebilir. Alternatif olarak genellikle erken lezyonlarin gelisme
egiliminde olmadiklart yerlerde olan laminar akim antiaterojenik hemostatik

mekanizmalar1 aydinliga kavusturabilir (ateroprotektif fonksiyonlar) (35).

2.1.2.4.intraseliiler Lipid Birikimi; Kopiik Hiicre Olusumu

Monositler Oncelikle arteriyel intimaya toplanirlar, lipitleri fagosite edip,
kopiik hiicresi veya lipit yiiklii makrofajlar olurlar. LDL reseptoriiniin bazi tipleri
cOpcii reseptorleri olarak bilinir, bunlar asir1 lipit alimi ile kopiik hiicre olusumuna
aracilik ederler. Uzun siireli caligmalar, bu reseptorlerin “scavenger receptor-A”
ailesine ait oldugunu gostermistir. Bu yiizey molekiilleri dogal lipoproteinlerden ¢ok
modifiye olanlarla baglanmay1 tercih eder. Fonksiyonel scavenger receptor-A
bulunmayan, mutasyonlu, ateroskleroz egilimli farelerde, fonksiyonel scavenger
receptor-A bulunanlara gore daha az miktarda asir1 yagh lezyon olusumu goriiliir

(36).



Makrofaj hiicresinin aterosklerotik plakta boliinmesini tetikleyen faktor,
icerdigi makrofaj koloni stimiile edici faktordiir (MCSF). Mononiikleer fagositler
icin, bu ko-mitojen ve hayatta kalim faktorii, insan ve deneysel ateromatoz
lezyonlarda bulunmaktadir. Yine, ateroskleroz egilimli farelerde fonksiyonel MCSF
eksikligi yagh lezyon gelisimini geriletir. Makrofaj mitojenleri veya komitojenleri
icin diger adaylar, interlokin-3 ve graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktordiir.
Yeni olusan ateromun gelisiminde, lezyon Oncelikle lipit dolu makrofajlardan
ibarettir. Fibrozis, trombozis ve kalsifikasyon gibi kompleks olusumlar, kompleks

ateromlarin Oncii lezyonlari, yeni olusan ateromda gozlenmez.

2.1.3.Ateromun Gelisimi

2.1.3.1.Aterogenezde Inflamasyonun Mekanizmasi

Son 10 yilda yapilan calismalar, aterogenezde inflamasyonun basrole sahip
oldugunu gostermistir. Makrofaj kopiik hiicreleri arter duvarina toplanir,
aterosklerotik lezyonun olusumunda bu hiicreler, sitokinler ve kemokinler gibi
proteinler ve c¢esitli eikozanoidler, platelet aktive edici lipitler gibi zengin
proinflamatuvar mediator kaynaklar1 saglarlar. Inflamatuvar mediatorler plaktaki
inflamasyonu ilerletir ve lezyonun progresyonuna katkida bulunur. Plak
progresyonunda antijen-spesifik veya adaptif immiinitenin rolii oldugunu
desteklemektedir (37-38). Mononiikleer fagositlere ek olarak aterosklerotik
lezyondaki dentritik hiicreler, aterosklerotik lezyondaki lokositlerin onemli bir
azinligimi olusturan T hiicrelerine antijen sunarlar. Bu adaptif immiin yaniti
uyarmaya aday antijenler modifiye lipoproteinler, 1s1 sok proteinleri, -2 glikoprotein
1b ve infeksiy0z ajanlart icerir. Antijen sunucu hiicreler (makrofajlar, dentritik
hiicreler veya endotelyal hiicreler ) T hiicreleri ile antijenlerin aktivasyonunu
saglayacak sekilde bir etkilesime olanak saglar. Aktive T hiicreleri daha sonra
aterogenezi modiile edebilecek miktarlardaki sitokinleri salgilayabilir.

Yardimci T hiicreleri (CD4 tasiyan) iki genel kategoriye ayrilir; Th-1 subtipi,

interferon-y, lenfotoksin, CD-40 ligant ve TNF-a (timor nekrozis faktor-o) gibi



proinflamatuvar sitokinler salgilar. Bu Th-1 sitokinleri sirayla vaskiiler duvar
hiicrelerini aktive eder, plak destabilizasyonu ve artmig trombojeniteye yol
acabilecek plak biyolojisindeki degisiklikleri yonetir, 6te yandan, Th hiicreleri Th—2
sitokinlerinin inhibitorleri, interlokin—10 gibi, aterogeneziste inflamasyonun
inhibitorleri olarak hizmet edebilir. Sitolitik T hiicreleri (CDS8 tasiyan) fas ligant ve
diger sitotoksik faktorleri eksprese edebilir. Bu da diiz kas, endotelyal hiicre ve
makrofajlar1 iceren hedef hiicrelerin sitolizini ve apopitozisini baglatabilir (39—40).
Bu {i¢ hiicre tipinin tiimiiniin 6liimii aterosklerotik lezyonda gerceklesebilir ve plak
progresyonu ve komplikasyonlarina katkida bulunabilir. Aterosklerozda B
hiicrelerinin ve antikorlarin rolii tam olarak ortaya konamamistir. Hiimoral immiinite,

sartlara bagl olarak ateroprotektif veya aterojenik 6zelliklere sahip olabilir.

2.1.3.2.Diiz Kas Hiicre Migrasyonu ve Proliferasyonu

Aterom baslangicindaki erken olaylarda esas olarak, endotelyal disfonksiyon
sonucu lokositlerin toplanmasi ve birikimini s6z konusu iken, bunu takiben ateromun
daha kompleks plaklara ilerleyisi diiz kaslar1 da icerir. Normal arteriyel tunika
medyada ki diiz kas hiicreleri, intimasinda aterom icereninkinden belirgin olarak
farklidir. Bazi1 diiz kas hiicreleri arteriyel intimaya erken yaslarda ulasirken,
ilerlemesini siirdiiren ateromda biriken digerleri, alttaki medyadan intimaya go¢ eden
hiicrelerden kaynaklanir. Diiz kas hiicreleri icin kemoatraktanlar platelet kokenli
biiytime faktorii (PDGF) gibi molekiilleri igerir. PDGF aktive makrofajlardan giiclii
bir diiz kas hiicre kemoatraktani olarak salinir. Aterosklerotik intimadaki bu diiz kas
hiicreleri hiicre boliinmesi ile de cogalabilir. insan aterosklerotik lezyonlarinda diiz
kas hiicrelerinin tahmini boliinme hizi %1°den azdir. Ancak bu diisiik replikasyon
bile on yillar icerisinde anlamli diiz kas hiicre birikimi saglayabilir (24).

Stabil durumda diiz kas hiicrelerinin replikasyonu matiir insan ateromunda sik
olmuyor gibi goziiksede, bir ateromatoz lezyonun yasam Oykiisii sirasinda diiz kas
hiicre replikasyonunda patlamalar olabilir. Trombozis ile birlikte olan plak yirtilmasi
sirasinda diiz kas hiicreleri potent mitojenlere maruz kalabilir. Bundan dolay:

ateroskleroz ve intimanin biiyiimesi sirasinda diiz kas hiicrelerinin birikimi siirekli ve
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lineer bir tarzda olmayabilir. Diiz kas replikasyonu ve migrasyonundaki patlamalar

gibi diger olaylar da ateromun hikayesini degistirebilir (24).

2.1.3.3.Aterogenezis Sirasinda Diiz Kas Hiicre Oliimii

Diiz kas hiicre replikasyonuna ek olarak, bu hiicrelerin 6liimii aterosklerotik
plagin komplikasyonuna katki saglayabilir. ilerlemis insan ateromunda ki diiz kas
hiicrelerinin en azindan bazilarinda, programlanmis hiicre 6liimii veya apopitozise
Ozgii niikleer DNA fragmantasyonu goriiliir. Apopitozis, gelisen ateromda varligi
bilinen inflamatuvar sitokinlere yanit olarak ortaya c¢ikabilir. Apopitozisi tetikleyen
soluble sitokinlere ek olarak, ateromdaki T hiicreleri bazi diiz kas hiicrelerinin
elimine edilmesine katilabilir. Plaklar i¢inde toplanmis olan bazi T hiicreleri
yiizeylerinde fas ligant olusturabilir. Fas ligant diiz kas hiicre yiizeyindeki fasa
baglanabilir ve soluble proinflamatuar sitokinlerin katkisi ile diiz kas hiicresinin
Oliimiine yol acar (41-43).

Diger bir deyisle, biiyliyen aterosklerotik plaktaki diiz kas hiicre birikimi,
muhtemelen hiicre replikasyonu ve hiicre oliimii arasindaki siddetli rekabettin

sonucudur.

2.1.3.4.Arteriyel Ekstraseliiler Matriks

Hiicrelerden sentezlenen ekstraseliiler matriks ilerlemis bir aterosklerotik
plagin hacminin ¢ogunlugunu olusturur. Bundan dolay1 plagin ekstraseliiler icerigi de
oldukca 6nemlidir. Ateromda biriken major ekstraseliiler matriks makromolekiilleri;
intersitisyel kollajenler (tip I ve III), versikan, biglikan, agrekan ve dekorin gibi
proteoglikanlar1 icerir. Aterosklerotik plaklarda elastin lifleride birikebilir. Damar
diiz kas hiicresi bu matriks molekiillerini normal gelisim sirasinda oldugu gibi,
hastalik sirasinda da tretir. Diiz kas hiicrelerinin asir1 kollajen iiretimi icin uyari,
PDGEF ve TGF-B (Transforming growth factor-p) tarafindan saglanir.

Diiz kas hiicrelerinin birikimi gibi ekstraseliiler matriks sekresyonuda bir

dengeye baghdir. Ekstraseliiler matriks molekiillerlerinin biyosentezi, matriks
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metalloproteinazlart (MMPs) olarak bilinen katabolik enzimlerin katalize ettigi
yikimla ayarlanir.

Ateromatdz lezyonun yasam oykiisiiniin ilk kismi sirasinda plagin biiyiimesi,
limeni daraltacak tarzda ice dogru degil, disa dogrudur. Intimanin bu disa dogru
biiylimesi, tiim arterin ¢apinda bir artisa yol acar. Buna “pozitif remodeling” veya
“kompansatuar genisleme” denir. Luminal darlik, plak yiiklii arterin capraz-kesit

alaninin %40 1min iizerinde oldugunda ortaya ¢cikma egilimindedir.

2.1.3.5.Plaklardaki Anjiogenezis

Diiz kas hiicresi, gelisen aterosklerotik plak icindeki migrasyon ve
proliferasyonunda yalniz degildir. Endotelyal migrasyon ve replikasyon, plaklarda
mikrosirkiilasyon olustukca gerceklesmektedir. Endotelyal hiicreler, uygun
markerlarla  histolojik olarak incelendiginde, gelisen plakta zengin bir
neovaskiilarizasyon gozlenir. Bu mikrodamarlar ateromda asir1 eksprese edilen
anjiojenik peptitlere yanit olarak olusurlar. Bu anjiogenezis faktorleri, asidik ve bazik
fibroblast growt faktor, vaskiiler endotelyal growth faktor, plasental growth faktor ve
onkostatin M’yi igerir.

Plak i¢indeki bu mikrodamarlar 16kositlerin girisi ve c¢ikisi i¢in genis bir
yiizey alan1 saglar (44). Bununla uyumlu olarak deneysel indiiklenmis aterosklerozlu
farelere, anjiogenezis inhibitorleri uygulandiginda lezyon yayilimi sinirlanir. Sonug
olarak, plak mikrodamarlari kirilgan ve diabetik retinadaki yeni damarlar gibi riiptiire
yatkindir. In situ hemoraji ve trombozis, mikrovaskiiler par¢alanmaya hemen komsu

alanda matriks birikimi ve diiz kas hiicre prolifereasyonunu bagslatabilir.

2.1.3.6.Plak Mineralizasyonu

Plaklar gelistikce, siklikla kalsifikasyon alanlarini biiyiitiirler, aslinda hem
Virchow hem de Rokitansky aterosklerozisin ilk mikroskobik tanimlamalarinda
aterosklerotik plak icinde kemik formasyonunun morfolojik o6zelliklerini
saptamiglardir. Son yillardaki c¢aligmalarla aterosklerotik plaklarin  gelisimi

sirasindaki mineralizasyon mekanizmasi daha iyi anlasilmistir. Diiz kas hiicrelerinin
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baz1 subgruplari, kemik morfojenik proteinler, TGF-3 homologu gibi sitokinlerin
sekresyonunu arttirarak kalsifikasyonu biiyiitebilir. Ayrica, ateromatoz plaklar
kalsiyum sekestrasyonu icin 0zellesmis y-karboksilet glutamik asid kalintilar1 gibi

proteinler icerebilir ve boylelikle mineralizasyonu baslatabilir (45).

2.1.4.Aterosklerozun Komplikasyonlari

2.1.4.1.Arteriyel Stenoz ve Klinik Etkileri

Plak yiikii, arterin disa dogru remodeling kapasitesini astiginda arteriyel
limene tasma baglar. Lezyon gelisiminin kronik asemptomatik veya stabil fazi
sirasinda biiylime muhtemelen siirekli olmayan, bazen duran bazen hizla yayilan
sekilde olur. Insan anjiografik calismalari koroner arter darliklarinin bu siirekli
olmayan biiyiime seklini desteklemektedir (46). Sonunda, stenozlar arterden kan
akimimi engelleyecek dereceye kadar ilerleyebilir. %60 dan fazla darlik olusturan
lezyonlar, artmis ihtiya¢c durumunda akimin sinirlanmasina ve semptomlara neden
olabilir. Intimal lezyonun kritik bir darliga ilerlemesi yerine, trombozisin okluziv
olmayan bir plagi komplike hale getirerek siklikla kararsiz angina pektoris veya akut

miyokard infarktiisiine (MI) yol actig1 bilinmektedir.

2.1.4.2. Trombozis ve Ateromun Komplikasyonlar:

Aterosklerotik plagin fiziksel parcalanmasinin, akut trombozise yol actigi
bilinmektedir. Pek cok sekildeki plak parcalanmasi koroner trombiislerin ¢ogunu
olusturur. IIk mekanizma MTI’larin 2/3’iinden sorumlu olan plagm fibroz basligmin
fraktiiriinii icerir. Geri kalan olgularda ise intimanin yiizeyel erozyonu olay1 baslatan
mekanizmadir. Bu MI'larin 1/4’tinden sorumludur ve koroner ani 6liim sebebi olarak

kadinlarda daha sik rastlanir (47).
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2.1.4.3.Plak Riiptiirii ve Trombozis

Plagin fibroz bashiginin riiptiiriine, diiz kas hiicrelerince azaltilmis denova
kollajen sentezine ek olarak fibroz bashg kapsayan ekstraseliiler matriks
makromolekiillerinin artmis katabolizmas1 katkida bulunur, bodylece riiptiir ve
trombozise yatkin hale getirir. Diiz kas hiicre migrasyonu ve arteriyel remodelinge
katkida bulundugu diisiiniilen ayni1 matriks yikict enzimlerde, fibréz bashgin
zayiflamasina katkida bulunabilir. ilerlemis insan aterom plaklarinda makrofajlar,
arteriyel ekstraseliller matriksin kollajen ve elastinini yikabilecek matriks
metalloproteinazlart ve elastolitik katepsinleri asirt miktarda salgilar (48-49). Diger
bir deyisle, plagin fibroz bashginin dayanikliligi, dinamik regiilasyon altindadir.
Azalmis kollajen sentezi ve artmis yikimin sonucu olarak plagin fibroz bagliginin
incelmesi, niye patolojik calismalarin ince fibroz basligin riiptiire aterosklerotik
plaklarla karakterize oldugu ve MI’a yol ac¢tigini aciklayabilir (50).

Patolojik analizde tanmimlanan ve ‘“‘vulnerable” aterosklerotik plak denilen
yapinin, diger bir belirleyici niteligi, diiz kas hiicrelerinin eksikligidir. Diiz kas
hiicrelerinin plak i¢indeki lokal inflamasyon bolgelerinden kopmas: plagin riiptiir
oldugu yerlerdeki diiz kas hiicrelerinin eksikligine muhtemelen katkida
bulunmaktadir. Bu hiicreler fibroz basligin matriksinin devamliligi ve onarim ig¢in
gerekli olan yeni sentezlenmis kollajenin kaynaklar1 olan diiz kas hiicrelerinin
eksikligi nedeniyle fibroz bashgin zayiflamasina ve boylelikle plagin riiptiire olma
egilimine katkida bulunabilir (51).

“Vulnerable” plagin mikroanatomik o0zelligi, makrofajlar i¢in Onemli bir
birikim yeri ve biiyiik bir lipit havuzu icermesidir. Biyomekanik bir goriise gore,
genis bir lipit havuzu, fibroz bagligin riiptiiriiniin sik oldugu yerler olan plagin omuz
bolgeleri iizerindeki biyomekanik gii¢leri konsantre etme isini yerine getirir.
Metabolik olarak plagin ¢ekirdek bolgesinde yer alan aktive makrofajlar, sirasiyla
matriks katabolizmasi ve diiz kas hiicresi apopitozisini regiile ettigi diisiiniilen
matriks yikic1i enzimler ve sitokinler {iiretir. Diiz kas hiicreleri gibi apopitotik
makrofajlar da, spontan veya iyatrojenik plak ayrilmasi sonrasi, mikrovaskiiler
trombozisin potansiyel bir kiskirticis1 olan 6zel doku faktoriinii olusturabilir. Riskli

hastalarda, akut MI veya kararsiz angina pektoris insidansim1 azaltmada lipit
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diisiiriicti tedavinin basaris1 lipit birikiminde azalma, plak trombojenitesinde ve
inflamasyonda azalmadan kaynaklanabilir. Son hayvan caligmalar1 ve insanlardaki

inflamasyonun periferik markerlarinin takibi bu goriisii desteklemektedir (52-57).

2.1.4.4.Plaklarin Yiizeyel Erezyonuna Bagh Trombozis

Yiizeyel erezyon; kadinlarda, hipertrigliseridemi ve diyabeti olan bireylerde
fatal akut MI’a yol acabilir. Ancak altta yatan molekiiler mekanizmalar acik degildir.
Endotelyal hiicrelerin apopitozisi yiizeyel erezyon alanlarinda endotelyal hiicrelerin
dokiilmesine katkida bulunabilir. Bazal membrandaki tip IV kollajen gibi non-
fibriller kollajeni yikmak icin 0zgiill baz1 jelatinozlar olan matriks
metalloproteinazlar da endotelyal hiicrelerin dokiilmesine katkida bulunabilir.

Plak riiptiirlerinin tekrarlayan dongiileri, insitu trombozis ve iyilesme,
muhtemelen lezyon gelisimi ve plak biiyiimesine katkida bulunmaktadir. Trombozis
ve iyilesmenin boyle epizodlart plagin oykiisiindeki krizlerin bir tipini olusturur, bu
da diiz kas hiicre prolifersyonunda, migrasyonunda ve matriks sentezinde bir
patlamaya yol acabilir.

Revaskiilarizasyon stratejilerine ek olarak boyle bireylere, siklikla rekiirren
olaylara yol acgabilecek ¢ok sayidaki yiiksek riskli lezyonlar stabilize etmek amach

sistemik tedavi verilmelidir.

2.1.5.Enfeksiyon ve Ateroskleroz

Son zamanlarda, enfeksiyonun ateroskleroza yol acabilme olasiligina ilgi
artmistir.  Seroepidemiyolojik kanitlar aterosklerozun orjininde bazi bakterilerin
(Chlamydia pneumoniae gibi), ve bazi viriislerin (cytomegalovirus (CMV) gibi), rolii
oldugunu desteklemektedir (58—60). Ancak, sigara igenlerin C. Pneumoniae’ye bagh
bronsit insidans1 daha fazla olabilir ve C. pneumoniae enfeksiyonunun kanitlari,
aterosklerotik olaylar icin bilinen bir risk faktorii olan tiitiin kullaniminin belirteci
olabilir. Ek olarak pozitif bulgusu olan c¢alismalar negatiflere gore daha c¢ok

basilmaktadir, bundan dolay1 seroepidemiyolojik ¢alismalarin metaanalizinde
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negatiflerin az bildirilmesinden dolay: pozitifler 6n plana ¢ikmaktadir. Sonug olarak,
ateroskleroz gelismis ililkelerde sik ve ayni anda her yerde olan bir hastaliktir. Pek
cok iilkede pek ¢ok yetiskinde C. Pnomonia gibi solunumsal patojenlere ve CMV
gibi herpes viriis enfeksiyonlarina onceden yakalandiklarina dair serolojik kanitlar
vardir. Calisilan populasyonun c¢ogunda enfeksiyon ve ateroskleroz kanitlari
oldugundan, bir koinsidans ortaya koymak zordur.

Ayrica ekstravaskiiler enfeksiyonlar da ateromatéz lezyonlarin gelisimini
etkileyebilir ve komplikasyonlarim1 provake edebilir (61-67). Ornegin, uzaktaki bir
enfeksiyona yanit olarak iiretilen dolagimdaki endotoksin veya sitokinler, uzaktaki
enfeksiyonun arter duvari seviyesindeki yansimasi olarak, daha Onceden varolan
lezyonlarda vaskiiler hiicreler ve 16kositlerin aktivasyonunu baglatacak sekilde lokal
olarak etki edebilirler.

Akut enfeksiyonlar koroner olaylart tetikleyebilecek hemodinamik
degisiklikleri de iiretebilir. Ornegin, tasikardi ve atese bagli metabolik ihtiyaglarda
artis, kalbin oksijen gereksinimini arttirabilir. Bu da normalde kompanse bireyde
iskemiye neden olabilir. Bu farkli senaryolar, aterom i¢indeki veya ekstravaskiiler
enfeksiyonun, dnceden varolan veya geleneksel risk faktorleri ile birlikte bulunan
aterogenezisi nasil etkiledigini gostermektedir. Ancak son zamanlardaki klinik
calismalar MI sonrast 12 hafta azitromisinle yapilan tedavinin rekiirren koroner
olaylar1 azaltmadigin1 gostermistir (68). Daha uzun siire antibiyotik tedavisi ile
yapilan c¢alismalarin bulgular1 pozitif olsa da ©zel bir enfeksiy6z ajanin rol
oynadigini ortaya koyamamakta, antibiyotiklerin test edilen ajanlar iizerine etkisi
ispatlanamamakta ve etkilerinin antimikrobiyal etkisinden ilgisiz baska nedenlere

bagli olmasi ortaya konamamakta ve bu nedenle bir fayda saglamamaktadir (69-70).
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2.2.Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Son yoriingelerinde eslenmemis elektron iceren cogu cift elektronlu, az sayida
ise tek elektronlu molekiil, iyon ve bilesikler, bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile
etkilesime girerek bu molekiilden elektron alir ya da ona bir elektron verirler. Iste bu tiir
molekiillere "serbest radikaller" denmektedir (71).

Bu molekiiller proteinleri denatiire ederek, niikleik asitleri hasara ugratarak ve
lipit membranlarda yag asitlerinin ¢ifte baglarin1 doyurarak, sonugta membran yap1 ve
fonksiyonunu degistirerek doku hasarina sebep olabilmektedirler. Serbest radikal
hasarinin amfizem, kardiyovaskiiler ve inflamatuar hastaliklar, katarakt ve kanser gibi
bir cok hastaligin etyolojisinde yer aldigina iliskin gii¢lii kanitlar bulunmaktadir (72-
75).

Normal kosullar altinda biyolojik sistemlerde var olan molekiiler oksijenin
cogu aerobik glikoliz ile ATP iiretmek maksadiyla bir dizi reaksiyon sonucunda suya
indirgenir. Bu olaylar sirasinda bir miktar molekiiler oksijende kacak meydana
gelmektedir. Bu oksijenin rediiksiyonu ile siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali gibi reaktif iiriinler aciga ¢ikmaktadir.

0,—— 0,” —* , H0, <, OH" —* H,0

—— H,0
2.2.1.Siiperoksit Radikali

Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
siiperoksit anyon radikali ( O,") meydana gelir.

Diger radikallere gore reaktivitesi daha azdir ve olusumlarina neden oldugu
diger radikallerle birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir.

Haber-Weiss adi verilen reaksiyon sonucunda hidroksil radikalinin olugsmasi,
siiperoksit anyon radikallerinin doku hasarina yol agmasinda esas tehlikeli

mekanizmadir.
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2.2.2.Hidrojen Peroksit

H,0, (Hidrojen Peroksit), membranlardan kolayca gecebilen uzun 6miirlii bir
oksidandir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil {iretimi siiperoksidin
dismutasyonuyla olmaktadir. ki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen

peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar.

20, + 2H" ™ H,0, + O,

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri
icerinde yer alir ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Siiperoksit
ile reaksiyona girerek en reaktif ve zararli serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikalini olusturmak iizere yikilabilmesi ona bu 6nemi verdirmistir (Haber-Weiss

reaksiyonu) (76).

2.2.3.Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH’), hidrojen peroksidin, ge¢is metallerinin varliginda
indirgenmesiyle meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasi sonucu da hidroksil radikali olusabilmektedir. Yarilanma omrii ¢ok
kisadir, oksijen radikalleri icinde en reaktif ve en toksik etkili olani1 hidroksil
radikalidir. Bu radikal membran yapisinda yeralan ansatiire yag asitlerini ve
esterlerini peroksidasyona ugratarak lipit peroksitlerin ve endoperoksitlerin

olusumuna neden olmaktadir.

H,0, + Fe? —™> OH + OH + Fe"

Bu reaksiyon demir iyonlarinin katalizledigi bir reaksiyondur ve Fenton

reaksiyonu olarak da bilinmektedir.
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2.2.4.Singlet (Tekli) Oksijen

Enerji absorbsiyonu ile uyarilan oksijenin paylasilmamis dis elektronlari,
spinlerini degistirerek ayr1 ayr1 ya da ayn1 orbitali isgal edebilir. Bu iki forma singlet
oksijen ad1 verilmektedir. Gergekte bir serbest radikal degildir, fakat serbest radikal
reaksiyonlar1 sirasinda iiretilmesinden dolayr serbest oksijen radikalleriyle birlikte

degerlendirilen reaktif oksijen iiriintidiir (77-78).

2.2.5.Nitrik Oksit (NO")

Tek sayida elektron iceren ve renksiz gaz seklinde bulunan inorganik bir
serbest radikaldir. NO, vertabralilarda sitokrom P-450 rediiktaz homologu olan ve
nitrik oksit sentaz (NOS) olarak adlandirilan enzimlerce enzimatik olarak

olusturulur. NO, NOS tarafindan L-argininin L-sitriiline doniisiimii esnasinda iiretilir.

2.2.6.Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Kaynaklari

Bir dizi biyolojik islevin normal yiiriitiilebilmesi icin serbest radikallerin yan
iiriin olarak olustugu reaksiyonlar gereklidir. Bir ¢ok hiicresel enzimin katalitik
aktivitesi ve elektron transport islemleri, ortamda serbest radikal iiriinleri olugturan
elektron transferlerini igerir. Aerobik organizmalarda elektronlar1 her an kabul
etmeye hazir molekiiler oksijenin bol miktarda bulunmasi, oksijenden tiirev alan
serbest radikallerin hiicresel serbest radikal tepkimelerinin aracist olmasina yol
acmaktadir (79).

Organizmada reaktif oksijen tiirlerinin ve diger serbest radikallerin

olusmasina yol acan endojen ve ekzojen kaynaklar tablo1’de gosterilmistir (73).



Tablo 1: Serbest Radikal Kaynaklari (73)
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Endojen Kaynaklar

Ekzojen Kaynaklar

1. Mitokondrial ve endoplazmik
retikulum elektron transport zinciri

2. Notrofil fagositoz sistemi (NADPH
oksidaz)

3. Ksantin oksidaz sistemi

4. Arasidonik asit metabolizmasi

5. Enzimatik olmayan reaksiyonlar

6. Lenfosit, fibroblast ve endotelden
regiilatuvar molekiiller olarak salinma

7. Diger oksidazlar

1. Iyonizan radyasyon (6rn: X 1sinlari)
2. Hepatotoksinler (6rn: tiyoasetamid,
karbon tetrakloriir)

3. Ksenobiyotikler

4. Redoks siklusu yapan maddeler (6rn:
alloksan parakuat)

5. Kemoterapdétikler (6rn: adriamisin)
6. Hava kirliligi

7. Sigara

2.2.7.Serbest Radikallerin Etkileri

2.2.7.1.Proteinlere Etkileri

Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi

yiiksek oldugu icin; triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metyonin, sistein gibi
aminoasitleri igeren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Glutatyon
rediiktaz ve gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz gibi reaktiviteleri i¢in yukaridaki
aminoasitlere bagimli olan enzimler, serbest radikallerden kolaylikla etkilenerek
inhibe edilirler (80-82). Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve
capraz baglanmalar meydana gelebilir. Bunlar da protein fonksiyonlarinda
bozulmalara yol agabilecegi gibi, immun sistemi uyarabilecek antijenik degisiklikler

de olusturabilirler.

2.2.7.2.Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

DNA yapisinda oksidatif hasara yol agan bir¢ok faktor vardir. Bunlar (iyonize

radyasyon, cesitli kimyasallar) asir1 derecede serbest radikaller meydana getirip
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direkt olarak DNA’da hasara yol agabilirler. Direkt etkinin yaninda DNA’da tamir
defektleri olusturarakta hasara yol agabilirler. Olusan bu serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyonlara ve oliime yol agarlar. Sitotoksisite biiyiik oranda
ya niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozomal degisikliklere, ya da

DNA’daki diger bozukluklara baglidir (83-84).

2.2.7.3.Membran Lipidlerine Etkileri

Hiicre membranmi serbest radikaller icin kritik bir bariyerdir, ¢iinkii serbest
radikaller hiicre komponentleri ile etkilesim icin bu bariyeri gegmek zorundadirlar.

Lipit peroksidasyonu serbest radikallerin en Onemli etkilerindendir. Lipit
peroksidasyonu kuvvetli yiikseltgeyici bir radikalin etkisiyle baglayan ve membran
yapisindaki doymamis yag asitlerinin yikimiyla sonuclanan kimyasal bir olaydir.

Lipit peroksidasyonu lipit hidroksiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklerine doniismesiyle son bulur. Bu iiriinlerden baglicalar1 olan malondialdehit
ve hidroksinonenal, proteinlere ve DNA’ya baglanarak kalict degisiklikler

olustururlar.

2.2.8.Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak  i¢in  canlilar antioksidan savunma sistemleri  gelistirmistir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif
oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar,
dogal (endojen kaynakli) ve ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere baslica iki
ana gruba ayrilabilirler. Antioksidanlarin degisik sekillerde  siniflandirilmasi
miimkiindiir. Serbest radikalin meydana gelisini engelleyenler ve mevcut olanlar
etkisiz hale getirenler seklinde bir simiflama olabilecegi gibi, enzim yapisinda olanlar
ve olmayanlar seklinde de bir siniflandirma yapilmasi miimkiindiir (85-86).

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif
yeni bir molekiile ¢evirme islemine ‘“toplayici etki” denir. Serbest oksijen

radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif
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sekle doniistiiren olaya “bastirici etki” denir. Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak (hemoglobin gibi) zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye

“zincir kirici etki” denmektedir (86).

A) Dogal Antioksidanlar (Endojen):

Enzimler:

Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi, glutatyon-S-transferaz.

Enzim Olmayanlar:

Lipit fazda bulunanlar: o-tokoferol, B- karoten

Siv1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar: Askorbik
asit, iirat, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin,
ferritin, albumin, bilirubin, glutatyon.

Hem s1vi hem de lipit fazda bulunanlar: Melatonin
B) Ekzojen Antioksidanlar:

Ksantin Oksidaz inhibitorleri: Allopiirinol, oksipiirinol, folik asid, pterin
aldehit.

Soya Fasiilyesi Inhibitorleri: Ksantin dehidrogenazin proteolitik etki
sonucu ksantin oksidaza doniisiimiinii inhibe ederler.

NADPH Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum
kanal blokerleri, non-steroid antiinflamatuar ilaclar.
C) Gida Antioksidanlari:

Butylated hidroksitoluen (BHT), butylated hidroksiyanisol (BHA),

sodyum benzoat, ethoksikuin, propil galat, Fe-siiperoksit dismutaz.

2.2.8.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizlemektedir. SOD enzimi, siiperoksit

diizeylerini kontrol etmede onemli bir rol tistlenmektedir (87—-88).
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Bu reaksiyon spontan olarak meydana gelebilir, fakat SOD tarafindan
katalizlendiginde reaksiyon hiz1 yaklagik 10" kat artabilmektedir. insanda SOD'1n ii¢
tipi bulunmaktadir. Bunlardan ikisi sitozolde bulunan dimerik, bakir (Cu) ve cinko
(Zn) iceren izomer (Cu/Zn-SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik mangan
(Mn) ihtiva eden izomerdir (Mn-SOD). Uciincii tip ise ekstraseliiler SOD’dur.
SOD’1n ekstraseliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Genel olarak, hiicrede en bol bulunan
izomer sitozolik Cu/Zn-SOD'dir (89).

SOD aktivitesini homosistein azaltirken, anjiotensin II ve hipertansiyon
arttirmaktadir (90-91).

Enzimin primer fonksiyonu, hiicreleri siiperoksit radikalinin zararli
etkilerinden korumaktir. Bu sekilde hiicrelerdeki lipit peroksidasyonu da inhibe
edilmis olur (92).

SOD, fagosite edilen bakterilerin intraselliller oOldiiriilmesinde de rol

oynamaktadir. Bu nedenle, SOD graniilosit fonksiyonu i¢in de ¢cok dnemlidir.

2.2.8.2.Glutatyon Peroksidaz ( GSH-PX)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur.
Tetramerik yapidadir ve 4 selenyum atomu ihtiva etmektedir.

Diyetteki selenyum destegi enzim aktivitesini modiile etmektedir. Enzim
aktivitesi heksoz monofosfat yolunda iiretilen NADPH’a (Nikotinamid Adenin
Diniikleotid Fosfat) bagimhidir. Diisiik konsantrasyonlardaki H,O,, oncelikle GSH-
PX tarafindan temizlenir. Bu enzim, rediikte glutatyonun okside glutatyona ¢evrildigi
ortamda hidrojen peroksidi yiiksek spesifite ile detoksifiye etmektedir. Rediikte
glutatyonun (GLUT) okside glutatyon (GSSG) haline doniistiigii reaksiyonda GSH-
PX enzimiyle hidrojen peroksit suya indirgenmis olur. Daha sonra glutatyon rediiktaz
enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak, okside glutatyon rediikte
hale doniistiiriiliir.

GSH-PX'in, fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-PX, serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. GSH-PX aktivitesi diisiik olan makrofajlarda

baslatilan solunum patlamasim1 takiben, hidrojen peroksit salinimimin arttigi



23

gosterilmistir  (93). Eritrositlerde de GSH-PX oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir (94). GSH-PX aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina

ve siddetli hiicre hasarina yol acar (95).

2.2.8.3.Katalaz (CAT)

Glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Her biri ferriprotoporfirin grubu
iceren dort adet alt iiniteden olugmustur.

Eritrositler yiiksek oranda CAT icermekte olup, CAT aktivitesinin %98’den
fazlasini saglarlar (96). CAT enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu dokular karaciger
ve bobrek dokularidir. Enzim, dokularda baslica mitokondri ve peroksizom
partikiillerine baglh olarak bulunmaktadir. Bundan baska endoplazmik retikulum ve
sitoplazmada da aktivite gostermektedir. CAT, okside edici enzimlerin etkisiyle
ortamda olusan hidrojen peroksidi direkt olarak suya doniistiiriir. Ortamdaki hidrojen
peroksit konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksidi substrat
olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-PX) devreye girerek hidrojen
peroksidi ortamdan uzaklagtirirlar. Aym etkileri gosteren CAT ve GSH-PX
enzimleri, hiicre i¢i yerlesimleri ve etki yerleri bakimindan farkliliklar gosterirler.
CAT enzimi peroksizomlarda daha etkin iken, GSH-PX enzimi baglica sitozol ve

mitokondride etkindir.

2.2.9.Koroner Kalp Hastaliginda Oksidatif Stresin Rolii

Ilk kez 1989°da Steinberg ve ark tarafindan aterosklerozisin oksidatif
modifikasyon hipotezi ortaya atilmistir (9). Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucu,
oksidatif stresin koroner ateroskleroz patogenezinde ve onun komplikasyonlarinda
onemli bir role sahip oldugu kanitlanmistir. Yapilan deneysel calismalarda,
ateroskleroz icin 6nemli bir risk faktorii olan serbest oksijen radikallerinin endotel
hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve adventisyal hiicreler tarafindan iiretiminin
arttirlldigr  gosterilmistir.  Ayrica ateroskleroz igin 1iyi bilinen risk faktorleri,
hiperkolesterolemi, diyabet, hipertansiyon, sigara, nitrat intolerans1 ve yaslanma ile

reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin arttig1 saptanmistir (97-100). Bunlar da
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adezyon molekiillerinin ekspresyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve
migrasyonunun uyarilmasi, endotelde apopitosisin uyarilmasi, lipitlerin oksidasyonu,
matriks metalloproteinazlarinin aktivasyonu, vazomotor aktivitenin degismesini
iceren aterosklerozisin baslangicinda rol alan bazi yollarin olusmasini saglar. (Sekil

1) (14).

Hiperkolesterolemi
Diabet
Vazomotor Hipertansiyon
aktivitenin degisimi Sigara i¢imi Adezyon molekiil
Yaslanma ekspresyonu

V\Nitfat tolelfyv
MMP aktivasyonu l Vaskiiler diiz kas

(remodeling, plak < ROS
riiptiirii)

hiicre biiytimesi

Apopitozis
Lipit
oksidasyonu

Sekil 1: Vaskiiler hastalikta reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) rolii (14)

Hiicrelerde meydana gelen oksidatif stres, oksidan iiretimde artis, antioksidan
korumada azalma, oksidatif hasarin tamirinde yetersizlik sonucudur. Oksidatif hasara
bagl gelisen hiicre hasar1 kismen ROS yoluyla olusur. ROS bir¢ok dokuda normal
hiicre fonksiyonu olarak iiretilir, ateroskleroz gibi vaskiiler hastaliklarda iiretimi
artar, artmig Uretim nedeniyle patojenik olabilmektedir (101). Vaskiiler sistemde
ROS; endotelyal hiicrelerden, diiz kas hiicrelerinden ve makrofajlardan iiretilir ki
bunlar NO ile iligkilerinden dolayr 6nemli Olciide aterogenezis ile iligkilidir (101).
ROS ile reaksiyona giren NO, peroksinitrit olusumuna neden olur bu da, doku ve
hiicreler i¢in oldukga toksik hidroksil radikalinin olugsmasina neden olur. Artmig ROS
olusumu nedeniyle vaskiiler sistemde olusan O©Onemli patofizyolojik sonuclar
sunlardir;
1-Dengesiz organ perfiizyonu ve sistemik hipertansiyona bagli endotel bagiml
dilatasyonda azalma,

2- Hiicresel hasar ve inflamasyonun indiiklenmesi,

3- Apopitosizin uyarilmast,
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4- Bazi intraseliiler sinyal yolaklarinin baglatilmasidir (101).

Normal kosullarda, pek ¢ok hiicresel antioksidan sistem, oksidatif strese karsi
ve hiicrenin redoks dengesini devam ettirmek i¢in bulunmaktadir. ROS hiicrelerden,
SOD, katalaz, glutatyon peroksidazi iceren enzimatik sistemle veya vitamin E,
vitamin C, glutatyon ve iirik asid gibi enzimatik olmayan sistemlerle temizlenir.
Antioksidan savunma sisteminin iistesinden gelecek sekilde asir1 artan ROS oksidatif
stresi  olusturur. Onemli boyuttaki hiicresel hasar, membran lipitlerindeki
poliansatiire yag asidleri, esansiyel proteinler ve DNA gibi makromolekiillerde ki
ROS’a bagli, degisikliler sonucudur (102).

Hipertansiyon ve hiperlipidemi gibi ateroskleroz i¢in bazi risk faktorleri ROS
tiretimini arttirabilir. Yine benzer sekilde sigara icimi ve diyabet oksidatif strese
katkida bulunur. Artan kanitlara gore, daralmis aterosklerotik arterlerde sik sik
gelisen iskemi-reperfiizyon durumu da ROS iiretimini arttirmaktadir. Molekiiler
seviyede, pro-aterogenik ajanlarin gereksinimlerine yanit olarak gelisen sinyaller
aynt zamanda ROS gelisimine de sebep olurlar. Pro-aterojenik ajanlar cok genis
cesitlilikte molekiilleri icerir. TNF-y, interferon-y, interlokin—1-6 ve anjiotensin II
(AT II) gibi sitokinler ROS’un intraseliiler olusumunu uyarir. Yiiksek seviyede LDL,
ozellikle ox-LDL, intraseliller ROS iiretimini arttirir. Ayrica, PDGF, epidermal
biiylime faktorii ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii gibi biiyiime faktorleri ve
insiilin gibi hormonlar da intraseliiler ROS iiretimini oldukg¢a arttirir (103).

Intraseliiler ROS iiretim mekanizmasi, NADPH oksidaz, amin oksidaz,
oksalat oksidaz ve peroksidaz gibi bir¢cok enzim sistemlerini icerir. NADPH oksidaz
vaskiiler hiicrelerde en 6nemli ROS kaynagidir. NADPH oksidaz iiretim ve aktivitesi
yukarida bahsedilen bir¢ok uyarici tarafindan kontrol edilir (14).

Aterogenez siireci boyunca, endotelyal disfonksiyonun acik oldugu erken
basamagin baslangicinda oksidatif stresin etkisi tamimlanmistir (104). Aterogenez
siirecinde aterosklerotik plagi olusturan diger unsurlar gibi inflamatuvar hiicrelerde
biiyiik miktarda ROS salmaya baslar, bu aterogenezisi daha da kolaylastirir. Genel
olarak artmis ROS iiretimi aterogenezise katkida bulunan 4 temel mekanizmada
etkisini gosterir; LDL oxidasyonu, endotelyal hiicre disfonksiyonu, vaskiiler diiz kas

hiicre proliferasyonu, monosit migrasyonu (105).
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Bir¢ok calisma ROS’un lipitleri okside ettigini ve okside modifiye LDL nin
dogal modifiye olmamis LDL’den daha potent proaterosklerotik bir mediator
oldugunu gostermistir (106). Aterosklerozlu hastalarda okside LDL’nin (ox-LDL)
yilksek plazma seviyeleri saptanmustir, ayrica aterosklerozlu bircok hastanin
plazmasinda ox-LDL’ye kars1 antikor saptanmistir. Ox-LDL’nin proaterojenik rolii
izerine bir¢ok calismada ox-LDL’nin arter duvarinin cesitli komponentleri iizerine
zararl etkileri gosterilmistir. Ornegin, ox-LDL endotelyal hiicreleri aktive ederek,
monosit/makrofajlarin adezyonunu kolaylastiran baz1 adezyon molekiillerin
ekspresyonunu saglar. Ox-LDL ayrica, inflamatuvar hiicreleri aktive eder ve
monosit/makrofajlardan bircok biiyiime faktoriiniin salinimini kolaylastirir. Vaskiiler
diiz kas hiicreleri, ox-LDL’ye maruz kaldiginda yogun bir proliferasyon sergiler. Ox-
LDL  vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki ve  fibroblastlardaki ~ matriks
metalloproteinazlarin olusumunu arttirir (103). Boylece oksidatif stres, yumusak
plagin riiptiiriine yol agar. Ayrica ox- LDL, kendinin endotelyal reseptorii LOX-1 ve
cogunlukla makrofaj/monositler iizerinde eksprese olan scavenger reseptorlerin up-
regiilasyonunu saglar. Bu reseptorlerin artmis ekspresyonu, ox-LDL’nin alimindan
ve kopiik hiicre olusumundan sorumludur, bu aterogenezisin erken basamagini

olusturur. Ox-LDL’nin pro-aterojenik aktiviteleri tablo 2’de gosterilmistir (107).
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Tablo 2: Okside-diisiik dantiteli lipoproteinin potansiyel pro-aterojenik etkileri (107)

- Okside LDL, makrofaj kopiik hiicre olusumunu saglar

- Okside LDL deriveleri, monosit ve T hiicreleri icin kemotaktik, doku makrofajlari
icin kemostatiktir.

- Okside LDL deriveleri, sitotoksiktir ve apopitozisi uyarabilir.

- Okside LDL, diiz kas hiicreleri ve makrofajlar i¢in mitojeniktir.

- Okside LDL, vaskiiler hiicrelerde inflamatuvar gen ekspresyonunu degistirir.

- Okside LDL, makrofaj scavenger reseptorlerinin ekspresyonunu arttirabilir.

-Okside LDL, immiinojeniktir, otoantikor olusumuna yol acar ve T hiicrelerini aktive
eder.

- Okside LDL, agregasyona yol acabilir, bu da bagimsiz bir sekilde uptake’i arttirir.

- Okside LDL, sifingomiyelinaz i¢in substrattir, bu da LDL agregasyonuna neden
olur.

- Okside LDL, doku faktorii ekspresyonunu ve platelet agregasyonunu uyarir.

- Okside LDL iiriinleri, NO biyoaktivitesini bozar.

- Okside LDL, C-reaktif proteine baglanarak kompleman yolunu aktive eder.

Endotelyal disfonksiyon; endotelin degismis antikoagiilan ve anti-inflamatuar
ozellikleri, bozulmus vaskiiler biiyiime, vaskiiler remodelingin diizensizligini i¢eren
genis anlamli bir terimdir (108). Ayrica, endotelyal disfonksiyonun en 6nemli
karakteristigi endotelyal NO’in bozulmus sentez, salinim ve aktivitesidir. Yapilan
calismalarda NO’in aterosklerogenezdeki bir¢ok siireci inhibe ettigi gosterilmistir.
Ornegin NO, vaskiiler relaksasyonu diizenler ve platelet agregasyonunu, vaskiiler

diiz kas hiicre proliferasyonunu, endotel-lokosit etkilesimini inhibe eder.

2.2.10.Hiperlipidemiye Bagh Oksidatif Stres ve Ateroskleroz

Hiperlipideminin ateroskleroz icin major bir risk faktorii olarak kabul
edildiginden bu yana, tedaviler antiaterojenik etkiye sahip olabilecek hiperlipidemi

modiilasyonu {izerine yogunlagsmistir. Calismalarda antihiperlipidemik ajanlarin
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plazma LDL kolesterol seviyesini diigiirmede etkin oldugu gosterilmistir. Bu
ajanlarin anti-aterosklerotik etkinliklerinden LDL seviyelerini diisiiriicii etkileri
sorumlu olabilir. Bununla birlikte bir ¢ok ¢alismada, anti-aterosklerotik etkilerinin
yalnizca lipit diisiiriicii etkilerine degil ayn1 zamanda direkt antioksidan etkilerine de
bagli oldugu gosterilmistir (109). 3-hidroksi 3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA)
rediiktaz inhibitorleri endotelyal stabilizasyon saglarlar, diizelmis endotelyal
disfonksiyon, ox- LDL’ye bagl serbest radikallerin azalmasina sekonder endotelyal
NO sentaz ekspresyon ve aktivitesinde artisa bagli olabilir. Ayrica HMG-CoA
rediiktaz inhibitorleri LDL’nin oksidasyonunu da azaltirlar (110). Bu da, bu
ajanlarin, lipit diisiiriicii etkilerinden bagimsiz olarak, antioksidan etkileri oldugunu
gostermektedir.

Vaskiiler dokulara ox-LDL’nin etkileri monosit/makrofaj ve diiz kas
hiicrelerindeki spesifik reseptorler araciligi ile olmaktadir (111). Bu reseptorler
yoluyla ox-LDL’nin uptake’i, kopiik hiicre olusumuna, diiz kas hiicre proliferasyonu
ve migrasyonuna ve neointimal olusuma neden olur. Bu scavenger reseptorlerin
inhibisyonu, azalmis aterosklerozis ile iligkilidir (112).

Hiperlipidemi ile birlikte hipertansiyon aterogenez patogenezinde sinerjistik
bir rol oynar. AT II ve ox-LDL, aterosklerotik plaklardaki makrofajlarda birlikte
yerlesiktir, ayrica hiperlipidemik insanlarin aterosklerotik arterlerinde AT 1I
konsantrasyonu artmis olarak tespit edilmistir. AT II ve ox-LDL’nin aterogenezis
izerine etkileri, birbirinden bagimsiz degildir. AT II ve ox-LDL oksidatif stres
tizerinde sinerjistik etkilidir. Reninanjiotensin sisteminin Anjiotensin 1 (AT1)
reseptor blokerleri veya ACE inh ile ve hiperlipideminin statinlerle tedavisi
endotelyal disfonksiyonda, monosit adezyonunda, diiz kas hiicre migrasyonunda ve
dolayisiyla aterogenezde azalma ile sonuglanir (113).

ROS’un ateroskleroz progresyonunda roliiniin oldugu bilindiginden beri,
antioksidan tedavilerin aterogenezise karsi oldukca etkili ve umut verici stratejilerden
biri olmasi sasirtici olmamistir. Giiniimiizde degisen derecelerde de olsa, antioksidan
etkileri ile anti-aterosklerotik etki gosteren ajanlar bulunmaktadir. Bunlar; probukol,
HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri, AT1 reseptor blokerleri ve ACE inhibitorleri,

Vitamin E ve C, peroksizom proliferator-aktivator reseptor-y ligantlaridir (114).
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2.2.11.Vitamin E ve Ateroskleroz

E vitamini, yagda eriyen, dolasimda B-lipoproteinlere baglanan, zincir kirici
antioksidandir (115). Hiicre membraninda da bulunan vitamin E, oksidatif strese
kars1 giiclii bir savunma sistemidir. E vitamini, 2 grup vitamini icerir, tokoferoller
(a,3,y,0) ve tokotrienoller (a,f,y,0) (116). Insanlarda baskin olan a-tokoferoldiir ve
vitamin E’nin icinde en aktif olan formdur. Bundan dolay1 a-tokoferol ve vitamin E
terimleri karsilikli olarak birbirinin yerine kullanilir.

E vitamini bir siire "antisterilite vitamini" olarak refere edilmis, ancak daha
sonraki yillarda gerceklestirilen calismalarda bu vitaminin eksiklik belirtileri
kapsamli olarak ortaya konmus ve 6nemi anlagilmistir (117).

Ateroskleroz patogenezinde, oksidatif stres ve inflamasyon merkezi rol oynar.
Ozellikle LDL’nin ROS ile oksidasyonuna iliskin biiyiik olgiide literatiir
bulunmaktadir. E vitamininin aterosklerotik siire¢ {izerine etkisi temel olarak
oksidatif stres iizerine etkisi ile olmaktadir (118). E vitaminin, ateroskleroz iizerine

inhibe edici etkisinin potansiyel mekanizmalari tablo 3’de gosterilmistir (119).

Tablo 3: E vitaminin ateroskleroz iizerine inhibe edici etkisinin potansiyel
mekanizmalar1 (119).

- LDL oksidasyonunda azalma, ox-LDL’nin makrofaj tarafindan uptake’inde azalma
- Endotel hiicre hasarinda azalma,

- Adezyon molekiilii ekspresyonunda azalma,

- Immun/endotel hiicre adezyonunda azalma,

- Inflamatuvar sitokin ve kemokinlerde azalma

- Diiz kas hiicre proliferasyonunda azalma

- Platelet adezyon ve agregasyonunda azalma,

- NO iiretiminde ve arteriyel dilatasyonda artma,

- PGI, de artma, TXA, de azalma.
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[k deneysel calismalarda a-tokoferol ile ilgili celiskili sonuclar elde edilse de
sonrakilerde a-tokoferol ile aterosklerozun ilerleyisinin yavaslatildigi ve onlendigine
dair ¢okc¢a veri mevcuttur.

E vitamini ile ilgili ilk epidemiyolojik ¢alismalardan MONICA (Monitoring
Trends and Determinants in Cardiovascular Disease) caligmasinda iskemik kalp
hastalig1 ve inme ile E vitamini seviyesi arasinda negatif korelasyon gozlenmistir. Ug
biiyiik prospektif, epidemiyolojik calismada a-tokoferol ile koroner arter hastaligi
riskinde azalma gozlenmistir. Yashilarda E vitamini verilmesi ile koroner arter
hastalig1 mortalitesinde %41, total mortalite de %37 azalma saglanmistir (223).

Ilk klinik calismalardan biri, Cambridge Heart Antioxidant Study
(CHAOS)’de anjiografik olarak koroner arter hastalifi oldugu kanitlanan hastalarda,
kardiyovaskiiler 6liim ve non-fatal miyokard infarktiisii insidansinda E vitamini alan
grupta anlamli azalma saptanmustir (120). GISSI (Gruppo Italiano per lo Studio della
Sopravvivenza nell’Infarto Miocardico) ve HOPE (Heart Outcomes Prevention
Evaluation) caligmalarinda ise 6liim, miyokard infarktiisii ve inme insidansinda E
vitamini alan grupla almayan grup arasinda anlamli fark saptanmamustir (121-122).
Biiyiik capli kohort calismalarinda, bir antioksidan olarak E vitaminin proaterojenik
etkileri gosterilmesine karsin, kontrollii ¢alismalarda celigkili sonuglar alinmustir.
Veriler, E vitaminin sekonder korumadan ¢ok primer korumada daha etkin oldugunu
disiindiirmektedir. Bu tarz celiskili sonuclar nedeniyle E vitamininin
kardiyovaskiiler hastaliklar {izerine etkisini belirlemek icin daha fazla calismaya

gereksinim vardir (123).

2.2.12.Vitamin C ve Ateroskleroz

Vitamin C, 6 karbonlu bir laktondur, bir¢cok memelinin karacigerinde
glukozdan sentezlenebilmesine ragmen insanda, askorbik asid sentezi i¢in esas olan
gulonolakton oksidaz enzimi olmadigi igin sentezlenememektedir. Insanda
cogunlukla indirgenmis formu olan askorbik asid seklinde bulunur. Vitamin C’nin
bilinen fizyolojik ve biyokimyasal islevleri, bir elektron vericisi olarak hareket

etmesinden kaynaklanmaktadir (124).
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Vitamin C reversible bir indirgeyici ve antioksidan olarak insandaki 8
enzimin fonksiyonu icin gereklidir (125). Askorbik asid, in vivo olarak, elektron
vermesi ve kolayca yeniden olusmasi nedeniyle etkili bir antioksidandir, ayrica
vitamin C giiclii bir sekilde reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini notralize edebilir
(126). Vitamin C, glutatyon, vitamin E ve flavanoidlerin yeniden eski formlarina
doniistimlerini saglayarakta dolayl olarak antioksidan etki gosterebilir.

Vitamin C, ozellikle o-tokoferolle birlikte aterosklerotik plak olusumunda
rolii kanitlanmig LDL’nin oksidasyonunu inhibe eder (127). Bazi1 epidemiyolojik
calismalarda plazma askorbik asid diizeyi ile koroner arter hastalig1 ve inme arasinda
ters iliski saptanmistir (126—128). In the Second National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES II)’de yiiksek serum askorbat konsantrasyonlarinda
kardiyovaskiiler hastalik ve inmede %26 rolatif risk azalmasi saglanmistir (126).
Plasebo kontrollii ¢calismalarda tek basina vitamin C’nin kardiyovaskiiler hastaliklar
lizerine azalticit etkisi saptanmamistir (129). Vitamin C’nin primer ve sekonder

korumadaki yeri iizerine daha fazla ¢calismaya ihtiyag¢ vardir.

2.3.Homosistein

2.3.1.Homosisteinin Metabolizmasi

Homosistein (Hcy) besinlerle alinamayan, insan viicudunda bilinen hicbir
proteinin yapisinda bulunmayan ve metioninin demetilasyonu ile olusan siilfiirlii bir
aminoasittir. 1k kez 1932 yilinda De Vigneaud tarafindan metiyonin
metabolizmasinin bir ara iiriinii olarak bulunmustur. McCully, 1969 yilinda, otopsi
sonucunu degerlendirirken, yogun arteriyel tromboz ve aterosklerozu olan
cocuklarda plazma ve idrarda yiiksek homosistein diizeylerinin goriildiiglinii rapor
etmistir. Bu gozlemlerine dayanarak, yiiksek plazma homosistein diizeyleri ile
vaskiiler hastaliklar arasinda bir iligski olabilecegi hipotezini ortaya atmistir. Bu
yayini, homosisteinin vaskiiler hastaliklardaki fizyolojik ve patofizyolojik roliinii

arastiran pek cok calisma takip ve teyit etmistir. Sonucta hafif plazma homosistein
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diizeylerindeki artisin, prematiire vaskiiler hastaliklara (serebral, koroner, periferik)
yonelik, vaskiiler lezyonlarin olusumunu tetikledigi ve diger risk faktorlerinin
bulunmamasi durumunda dahi, tek basina risk olusturdugu one siiriilmiistiir (130-
134).

Hiicresel  homosistein  metabolizmasi,  metiyonin  kullanilabilirligi,
homosisteinin metiyonine remetilasyonu ve sisteine transsiilfiirasyonu ile regiile
edilir.

Remetilasyon ve transsiilfiirasyonun her biri, homosistein metabolizmasinda
yaklasik %50'ser paya sahiptir. Sisteinden farkli olarak, homosistein protein sentezi
esnasinda polipeptidlerle birlesmez.

Remetilasyon dongiisiinde; homosistein, genellikle metiyonin sentaz (N°-
metiltetrahidrofolat: homosistein metiltransferaz) tarafindan Kkatalizlenen bir
reaksiyonla bir metil grubu alarak metiyonini olusturur; metiyonin sentaz, B,
vitaminine bagimli bir enzimdir. Vitamin B;, bu reaksiyonda kofaktdor gorevi
yapmaktadir. Reaksiyonda N°-metil-tetrahidrofolat, metil donériidiir ve N°N'-
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) katalizor gorevi goriir. Bir kisim
homosistein ise, karacigerde alternatif bir yol ile remetilasyona ugrar, bu reaksiyonda
metil donorii betaindir (135-137) (Sekil 2).

Transsiilfiirasyon yolunda; fazla miktarda metiyonin varliginda veya sistein
gerektiginde, homosistein transsiilfiirasyon yoluna girer. Transsiilfiirasyon yolunda,
Vitamin Bg ya bagimli sistationin B-sentaz (SBS) katalizatorliigiinde homosistein, bir
baska amino asit olan serinle irreversibl olarak baglanir ve bu siilfokonjugasyon
olayiyla sistationin olusur. Sistationin, sonunda baska bir Vitamin B¢ bagimli enzim
olan y-sistationaz katalizorliigiinde sisteine ve a-ketobiitirata metabolize olur. Yeni
olusan sistein, hiicreler tarafindan sentezlenen proteinlerin yapisina girer, glutatyon
yapisina katilir ya da siilfata doniiserek glikozaminoglikanlarin (heparan siilfat,
kondroitin siilfiit gibi) sentezinde kullanilir ve idrarla atilir. Sistein, ayn1 zamanda
homosistein ile birleserek miks disiilfit sisteinhomosistein formunu olusturur (135-

136).
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Sekil 2: Homosistein metabolizmasi (137) ¢
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MTHEFR: Metilentetrahidrofolat rediiktaz

2.3.2.Homosisteinin Dolasimdaki Formlar

Toplam homosistein, dolagimdaki biitiin homosistein formlarini kapsar (134,138).
Dolasimdaki homosisteinin yaklasik %80'i proteinlere, baslica albiimine baghdir.
Proteinlere bagli olmayan serbest homosisteinin siilfidril grubu diger molekiillerin
siilfidril gruplariyla birleserek disiilfidleri olusturur. Dolasimdaki homosisteinin
ancak %1'1 serbest formdadir. Plazma homosistein diizeyi olarak adlandirdigimiz
deger, plazma total hcy diizeyidir. A¢lik homosistein diizeyinin normal sinirlart 5-15
mikromol/L'dir ve biitiin homosistein formlarini igerir (138,139). Plazma homosistein
konsantrasyonu, hafif hiperhomosisteinemide 16-30 mikromol/L, orta derecede

hiperhomosisteinemide 31-100 mikromol/L, agir hiperhomosisteinemide ise >100
mikromol/L'dir (140,141).

2.3.3.Hiperhomosisteinemi nedenleri

Plazma homosistein konsantrasyonlari, genetik ve beslenme faktorleri

tarafindan regiile edilir. Hiperhomosisteinemi, metabolizmasinda rol oynayan
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enzimlerdeki genetik bir defektten veya nutrisyonel olarak vitamin yetmezliginden
yada her ikisinin birlikte bulunmasindan olusur. Hiperhomosisteineminin nedenleri

giinlimiizde ayrintili bicimde diizenlenmistir (Tablo 4) (131).

Tablo 4: Hiperhomosisteineminin nedenleri (131)

Genetik Nedenler
Sistationin f—sentaz yetmezligi
MTHEFR yetmezligi yada defekti
Metiyonin sentaz defekti
Vit By, transport defekti
Vit B, koenzim sentaz defekti
Edinsel Nedenler
Vitamin Eksikligi; Folik asid, Vitamin B6, Vitamin B12
Kronik Hastaliklar; Kronik Bobrek Yetersizligi, Hipotiroidi, Psoriazis
Malignensi
Hag Kullanimi; Antikonviilzanlar, Metotraksat, Nitroz oksit ve teofilin

Metiyoninden zengin olan haynansal gida agirlikli  beslenmenin
hiperhomosisteinemi yaptig1 bildirilmistir. Sigara, alkol alimi, kahve tiiketimi de yine
hiperhomosisteinemi ile iliskilidir (142).

Genetik faktorlerden en Onemlisi sistatiyonin [-sentaz aktivitesindeki
defekten kaynaklanan, otozomal resesif gec¢is gosteren homosistiniiridir. Miyokard
enfarktiisii, pulmoner emboli gibi 6liime yol agabilen ciddi damar patolojileri birlikte
bulunur ve plazma Hcy diizeyleri 250 mmol/L gibi ¢ok yiiksek degerlerdedir. Ayrica
iskelet anamolileri, lens dislokasyonu, mental retardasyon eslik eder. Diger genetik
faktorler ise metionin sentaz ve metilen tetrahirofolat rediiktaz enzimlerinin defekti
veya eksikligidir (142).

Folat ve kobalaminin yetersiz alinmasi en sik goriilen nutrisyonel
hiperhomosisteinemi nedenleridir. Vitamin Bg'min yetersiz alimi da, ozellikle
transsiilfiirasyon yolu bozukluguna yol agmaktadir.

Edinsel hiperhomosisteinemi nedenlerinden ikinci grubu ise, farkli hastaliklar
olusturur. Bunlarin i¢inde en onemlisi bobrek fonksiyonlaridir. Glomeriiler filtrasyon
hiz1 ile kan homosistein konsantrasyonu arasinda negatif korelasyon vardir. Kronik
bobrek yetmezligi olan hastalarda kreatinin artigi ile birlikte kan homosistein diizeyi

artarak, genelde normalin 4 katina kadar ¢ikabilmektedir. Bu artis son donem bobrek
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yetmezlikli  hastalarda  aterosklerosiz ~ olusumundaki  hizlanmay1  kismen
aciklayabilmektedir (143).

Bunun disinda, bircok calisma ile hipotiroidizimli  hastalarda,
hiperhomosisteinemi  gosterilmistir.  Hipotroidide artmis vaskiiler hastalik
insidansinda  hiperhomosisteineminin rol alabilecegi belirtilmektedir. Cesitli
malignitelerde (meme, over, pankreas) hiperhomosisteinemi gosterilmistir.
Transforme hiicrelerin homosisteini kullanamadigi ve prolifere olan hiicrelerin
endojen homosisteini metabolize edemedigi belirtilmektedir. Pernisiydz anemili
hastalarda da, hiperhomosisteinemi saptanmistir ve homosistein yiiksekligi hastaligin
tanisin1 koymakta yardimci olmaktadir. Okado ve ark. yaptiklar bir ¢aligmada tip 1I
diyabetli hastalarda plazma homosistein diizeylerini yiiksek bulmuslardir (144).
Homosistein diizeyi yiliksek diyabetik hastalarda; retinopati, nefropati ve kalp
makrovaskiiler veya bacak damarlarindaki hastaliklarin sikliginin daha fazla oldugu
bildirilmistir. Psoriyazisli vakalarda da hiperhomosisteinemi saptanmistir (145-148).

Pek c¢ok ila¢ kullanimi; metotraksat, karbomazepin, valproik asit, fenitoin,
folat metabolizmasini bozmakta ve hiperhomosisteinemi olusturmaktadir. Azaribin,
Vitamin B¢ metabolizmasin1 bozmakta, 6-Azauridin ve isoniazid, SBS aktivitesini
etkilemektedir. Teofilin (fosfodiesteraz inhibitorii), piridoksal fosfat sentezini
antagonize ederek hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir. Sigara, piridoksal fosfat
sentezini azaltir. Sigara icen kadinlarda % 23, erkeklerde %12 daha yiiksek plazma
homosistein diizeyi saptanmistir (139,145,149-150). Ostrojen, N-asetil sistein, kolin

ve penisilamin ise plazma Hcy diizeyini diisiirebilir (151).

2.3.4.Hiperhomosisteinemiye Bagh Koroner Aterosklerozun

Patofizyolojisi

Plazma homosistein diizeylerindeki artigin ateroskleroz i¢in yalmzca bagimsiz bir
risk faktorii olmadig, ayn1 zamanda ateroskleroz miktari ve yaygimlhigi ile de iliskisinin
oldugunu destekleyen veriler artmaktadir (17-21).

Aterosklerozda plazma kolesteroliindeki yiikselme ile plazma homosistein

diizeyindeki  yilikselme arasinda korelasyon bulunmaktadir. Homosistein
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katabolizmasini kolaylastiran mikrobesinler plazma homosistein, kolesterol, trigliserit ve
LDL diizeylerini azaltmaktadir (22).

Ateroskleroz tanisi alan kisilerin bir kisminda hipertansiyon, diabetes mellitus,
hiperkolesterolemi ve sigara gibi konvansiyonel risk faktorleri yoklugunda dikkatler
alternatif risk faktorlerine odaklanmistir. Artan koroner arter hastalik riski sadece ileri
derecede hiperhomosisteinemisi olan hastalarla siirl degildir, risk hafif-orta derecede
serum homosistein diizeyi artmis kisilerde de artmugtir (152—-156).

Homosisteinle indiiklenen tromboz ve ateroskleroz gelisimini agiklamaya
yonelik arastirmalarda muhtemel mekanizmalardan biri, homosisteinin in vivo serum
lipidlerinin  oksidasyonunu katalizleyebilecegi ve LDL modifikasyonuna neden
olabilecegidir (157).

Hiperhomosisteinemiye bagli vaskiiler hasarin olast mekanizmas1 hala
arastirilan bir konudur. Homosisteinin endotel, vaskiiler diiz kas hiicresi, bag dokusu,
pithtilagma faktorleri ve trombositler lizerine etkisini inceleyen arastirmalar

yapilmigtir. Homosisteine bagli vaskiiler hasarin ortak son noktasi endoteldir.

2.3.4.1.Homosistein ve Endotel

Homosisteineminin neden oldugu endotel hasar1 icin One siiriilen
mekanizmalar sunlardir:

-Homosistein diizeyi arttiginda biyolojik tiyollerle etkilesir ve fazla miktarda
homosistein-tiyolakton molekiilii yapilir, bu molekiil diisiik dansiteli lipoprotein ile
birlesir ve birikir. Bu partikiiller vaskiiler makrofajlar tarafindan alinir ve erken
aterosklerotik plak icinde kopiik hiicrelerine doniisiir. Daha sonra kopiik hiicreleri
hornosistein-tiyolakton molekiiliinii endotel alanina birakir ve serbest radikal olusumu
baglar (158).

-Nitrik oksit de homosistein gibi biyolojik tiyollerle etkilesir ve S-nitrosotiyol
veya  S-nitrosohomosistein  olusur.  S-nitrosohomosisteinin ~ vazodilatér  ve
antitrombositer etkileri vardir, ancak homosisteinemi varlifinda nitrik oksit
biyoyararlanimi azalarak koruyucu etkili S-nitrosohomosistein yapimi bozulur, sonucta

endotel bagiml vazodilatasyon azalir (159-160).
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-Homosisteinemi monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve interlokin-8
yapimini artirip endotel bariyerinden notrofil adezyonu ve gociinii arttirir (161).

-Indirgenmis homosisteinin oksidasyonu sirasinda olusan serbest radikallerin
yaptig1 oksidatif stres dogrudan endotel hiicresine zarar verebilir (162).

-Onemli hiicre i¢i tamponlar1 olan indirgenmis glutatyon ve glutatyon
peroksidaz hiicre icindeki siilfidril gruplarinin indirgenmis formda kalmasini,
hidrojen peroksidin detoksifiye edilmesini saglar. Homosisteinemi varliginda hiicre ici

tamponlarin indirgenmis aktivitesinde belirgin azalma goriiliir (163).

2.3.4.2.Homosistein, Diiz Kas Hiicresi ve Bag Dokusu

Homosistein, aterosklerotik plakta vaskiiler diiz kas hiicresinin ¢ogalmasini ve
kollagen liflerin depolanmasim arttirabilir (164). Hcy’nin, diiz kas hiicre
proliferasyonunu, NFxB (niikleer faktor k B) sentezini indiikleyerek artirdigi
interlokin-8 ve MCP-1"1 artirarak inflamasyona katkida bulundugu, elastazi artirdigi
ve kalsiyum birikimine neden oldugu ve bununda erken ateroskleroz gelisiminde rolii
oldugu bildirilmistir (165-166). Homosisteinin, erken aterosklerotik lezyonlarla uygunluk
gosteren, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde DNA sentezini artirdigi, endotelyal hiicrelerin
rejenerasyonunu engellerken, diiz kas hiicrelerinin  proliferasyonunu indiikledigi

gosterilmistir (167).

2.3.4.3.Homosistein, Pihtilasma Faktorleri Ve Trombositler

Homosistein diizeyi aryist ile endotelin antitrombotik ve fibrinolitik etkisi
bozulur, protrombotik 6zellik kazanir. Homosistein; faktor V ve XII aktivasyonunu
artirirken, antitrombin 3, protein C, trombomodiilin aktivasyonunu azaltir. Kanda
homosistein diizeyi 0.6 mmol/L'e ulastiginda endotel hiicrelerdeki protein C
aktivasyonu % 12 oraninda azalmistir. Homosistein diizeyinin kanda yiikselmesi ile

protein C'nin endotel hiicrelerde trombotik etkisi goriilmektedir (168).



38

Homosistein anneksin-II ile etkileserek hiicre yiizeyinde t-PA (doku
plazminojen aktivatorii) i¢in bulunan baglanma noktalarin1 ve t-PA aktivitesini azaltir.
Ek olarak homosistein von Willebrand faktoriiniin salinimini engelleyip, lipoprotein
(a)'min trombine olan ilgisini artirir (169-174).

Homosisteinemi trombositlerde tromboksan B, ve diger eikosanoidlerin yapimi

ile trombosit adezyon ve agregasyonunu artirir, trombosit Omriinii azaltir.

2.3.5.Homosistein ve Oksidatif Stres

Homosisteinin oto-oksidasyonu, potansiyel sitotoksik pek¢ok reaktif oksijen
tiirlerinin (hidrojen peroksit, siiperoksit radikali, hidroksil radikali) olusumuna neden
olmaktadir. Homosisteinin, diisiik dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonunu arttirdigi
ve okside LDL'nin de endotel fonksiyonlarini bozdugu, hem in vivo hem de in vitro
caligmalarda bildirilmistir. Bu mekanizmalardan biri, endotel hiicrelerinin
homosisteinin  oksidatif potansiyelini NO iiretimi ile modiille etmesidir.
Hiperhomosisteinemide bir diger oksidatif stresten koruma mekanizmasi, hidrojen
peroksidin ve lipid peroksitlerin rediiksiyonunu katalizleyen antioksidan enzim,
glutatyon peroksidazdir; homosisteinden peroksit iiretimi ile in vitro endotel hiicre
toksisitesi arasinda korelasyon vardir ve glutatyon peroksidaz nitrik oksidin oksidatif
inaktivasyonunu  Onlemektedir. Endotelial glutatyon peroksidaz aktivitesi,
homosisteinin etkisinden sonra azalmaktadir ki, bu antioksidan mekanizmanin kronik
hiperhomosisteinemi esnasinda azaldigim1 diistindiirmektedir. Yapilan caligmalarda
homosisteinin endotelde glutatyon peroksidaz ekspresyonunu suprese ettigi ve bu
olayin lipid peroksidasyonunu arttirdig1 gozlenmistir (175-177).

Homosisteinin endotelyal bariyer fonksiyonu iizerine olan etkisini arastirmak
amactyla yapilan calismalar, homosisteinin direkt kendisinin degil Cu"™ Kkatalizli
oksidasyonunun sonucu olusan H,0O,'in endotel hiicre hasrma neden olabilecegini
gostermistir. Hiicre hasarinda potansiyel sebep olarak serbest radikallerin roliinii
degerlendirmeye yonelik calismalarda celiskili sonuglar bulunmaktadir; serbest radikal
tiretimi ve hiicresel antioksidan savunma sistemi bakimindan heterozigot sistatiyonin [3-

sentaz yetersizligi olan hasta ve kontroller arasinda bir faklilik gdzlenmezken, hiicrelerin
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devaml yikimi sonucu meydana gelen lipit peroksidasyonunun ateroskleroz gelisimine
katkist olsa bile, hiperhomosisteinemi ile ilgili vaskiiler aksakligin patogenezinde
boyle bir mekanizmayi destekleyen deliller bulunamamustir. Ancak Blundell ve arkadaslar
tarafindan yapilan calismada homosistein aracili toksisitenin allopurinol ve radikal
temizleyicilerle dnlenmesi, hiicre hasarma katkida bulunan faktor olarak ksantin oksidazi
isaret etmektedir (178). Baska caligmalarda Hiperhomosisteinemiye (Hhcy) bagh
olusan siiperoksit radikalinin potansiyel vaskiiler kaynagi olarak ksantin oksidazin
yaninda NO sentaz ve NADPH oksidaz da gosterilmektedir, son ¢alismalara gore
koroner arterlerdeki en 6nemli siiperoksit radikal kaynaginin NADPH oldugu ileri
siriilmiistir. Homosisteine bagli vaskiiler hasar mekanizmas1 sekil 3’de

gosterilmistir (158).

Homosistein

! !

Homosistein-tiyolakton Homosistin

}

LDL-Homosistein-Tiyolakton

!

Kopiik hiicresi —» ROS

A/./\\A

Endotel Vaskiiler diiz ~ Lipit LDL

Disfonksiyonu  kas hiicre peroksidayonu oksidasyonu
cogalmasi l /
ATEROTROMBOZ

Sekil 3: Homosisteine bagli vaskiiler hasar mekanizmasi (158).

Homosistein aracili vaskiiler hasarda etkili oldugu diisiiniilen potansiyel

faktorler tablo 5’de gosterilmektedir (179).



Tablo 5: Homosistein aracili vaskiiler hasarda etkili faktorler (179).
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Endotel Disfonksiyonu
NO iiretiminde hasarlanma
ROS asir1 iiretimi
VWEF ve trombomodulin artis1
Doku faktorlerinin iiretiminde artis
Antitrombin III tiretiminde azalma
Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri
Proliferasyon artisi
Kopiik hiicre olusumunda artis
Diisiik Dansiteli Lipoproteinler
Tiolasyon
Fizikokimyasal 6zelliklerde degisme
Lipit peroksidasyonunda artma
Makrofajlar tarafindan alininmda artma
Kopiik hiicre olusumunda artma
Koagiilasyon yolu
Trombasit yasam siiresinde azalma
Trombositlerden TxA, tiretiminde artma
Faktor I ve X aktivasyonunda artma
Fibrinojen diizeyinde artma
Serum antitrombin aktivitesinde azalma
Oksidatif stres
ROS’un sistemik artig1
Plazma antioksidan aktivitesinde azalma
Lipit peroksidasyonunda artma

2.3.6.Hiperhomosisteineminin tedavisi

Folik asid (0,5-5,7 mg) tek basina veya kombine verilen bir calismada; folik

asid verilenlerde Hcy %25 diismiis, yliksek doz Be (250 mg) alanda plasebodan fark

gbzlenmemis ve ilave vitamin B, (0,02-1mg/giin) alan grupta da sadece folik asid

alan gruba ilave %7 kadar Hcy diismiistiir (180).

Boushey ve ark yaptiklart calismada, koroner arter hastaliglr riskinin

%10’unun Hcy’e bagh oldugunu ve folat ile Hcy’'nin diistiigiinii gostermislerdir.

Ayrica unlarin folat ile zenginlestirilmesinin tablet vermekten daha etkili oldugu
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sonucuna varmuglardir. Aterosklerotik kalp hastaligi ve noral tiip defektlerinin
onlenmesi i¢in tahil unlarmin 100 gramma 350 mg folat eklenmesini, tablet
verilecekse 1mg B, vitamini eklenmesini onermislerdir (181).

Hcy diizeyi 10 mmol/L den fazla olanlarda folat, vitamin Bs ve Bj,’den
zengin diyet (yesil sebze, tahil, mercimek, meyveler folattan; sigir eti, balik tavuk,
tahil vitmin B, den; et, fasulye, lahana, meyvelerde Bs’dan zengin) onerilmelidir.

Diyet tedavisine ragmen Hcy yiiksek ise giinliik 0,4 mg folik asit, 2 mg
vitamin B¢ ve 0,006 mg vitamin B, verilmeli ve bir ay sonra tekrar Hcy ol¢iilmelidir
(182).

Vitamin Bj, eksikligi varsa tek basmma folik asid norolojik hasar
arttirabileceginden Bj, eksikligi tedavi edildikten sonra, 1mg folik asid, 25mg

vitamin Bg ve 0,5 mg vitamin B ile tedavi edilebilir (183).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari
ve Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
Calisma, “0953-TU-04" proje numarasi ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri Yonetim Birimince desteklenmistir.

3.1.GERECLER
3.1.1.Deney Hayvanlari

Bu calismada ortalama agirliklar1 200-300 gram olan Wistar albino cinsi
toplam 47 adet erkek sican kullanildi. Deneyde kullanilan sicanlar, Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan temin edildi. Sicanlar standart 151k
(12 saat giin 15181 / 12 saat karanlik), 1s1 (22°Cyda yeteri kadar su ve yem ile toplam

4.5 ay siireyle beslendiler.

Hayvanlar 7 gruba ayrildi, ayrildiklar1 gruplar, beslenme sekilleri ve aldiklari

tedavi asagidaki sekilde ayarlandi.

Grup I (Plasebo grup, n:6): Bu gruptaki sicanlar yem kurumu standart palet
sican yemi ile beslendiler.

Grup II (Kontrol grup, n:6): Standart yem oOgiitiiliip %2 oraninda kolesterol
eklenerek haftalik olarak olusturulan kolesterollii yem ile beslendiler (184).

Grup III (n:7): Kolesterollii yeme ek olarak her giin 500 mikrogram/kg
intramuskiiler By, uyguland (185).

Grup IV (n:7): Kolesterollii yeme ek olarak her giin gavaj ile 10 mg/kg folik
asid uygulandi (185).

Grup V (n:6): Kolesterollii yeme ek olarak her giin 500 mikrogram/kg
intramuskiiler B12 ve gavaj ile 10 mg/kg folik asid uygulandi (185).

Grup VI (n:7): Kolesterollii yeme ek olarak her giin 20 mg/kg intraperitoneal
vitamin C uygulandi (186-187).
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Grup VII (n:8): Kolesterollii yeme ek olarak her giin 100 mg/kg intraperitoneal
vitamin E uygulandi (188).

Sigcanlar 4.5 ayin sonunda aldiklar1 diyet ve tedavi uygulamasinin ardindan 1
gece ac¢ birakilarak uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.) % 2’lik
ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda atan kalpten kanlar1 ve sonrasinda
kalp ve aort damari alinarak deney sonlandirildi.

Organlar alindiktan sonra, 6nceden hazirlanmis i¢i 50 mM fosfat tamponu dolu
tiiplerine konuldu ve toplanan tiim numuneler (plazma, kalp, biiyilk damarlar),

analizin yapildig: tarihe kadar —20 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2.Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1- Sogutmali santrifiij

2- Santrifiij

3- Derin dondurucu

4- Hassas terazi

5- Vorteks

6- Otomatik pipetler

7- Spektrofotometre

8- Cam-Teflon homojenizator
9- Sonikator

10- pH metre

11- Manyetik karigtirici
12- Elektroforez cihazi
13- Homojenizator

14- Biyokimya analizorii

15- UV Transilluminator 2000

: Eppendorf MR5415 (Almanya)

: Jouan B4I (Fransa)

: Ugur (Tirkiye)

: Scaltec SPB 33 (Isvicre)

: Niive NM 100 (Tiirkiye)

: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

: Bandelin Sonoplus (Almanya)

: Hanna Instruments (Portekiz)

: Niive (Tiirkiye)

: EC Apparatus Corporation 250-90 (ABD)
: Ultra Turrax T25 (Almanya)
: Roche/Hitachi Modular P800
: Biorad

(Almanya)
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3.2.YONTEM

3.2.1.Kalp ve damar Dokusunun Homojenizasyonu

Kalp ve damar doku ornekleri 6nce kan1 uzaklastirmak icin soguk distile suyla
yikandi. Dokular hassas terazide tartilip, 1/10 oraninda fosfat tamponu ile diliie edildi.
Daha sonra homojenizatorle 9600 devir/dk'da 60 saniye siireyle mekanik olarak
homojenize edildi. Burada parcalanan numuneler 30 saniye siireyle sonifikasyon
islemine tabi tutuldular. Bu siire sonunda elde edilen % 10'luk homojenatlar, +4°C'de
5 dakika siireyle 3500 g'de santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Bu
siipernatantlarda protein, malondialdehit diizeyleri ile GLUT, GSH-Px, SOD ve CAT

aktiviteleri calisildi.

3.2.2.Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olciimii

Deneyin prensibi Sun ve arkadagslarinin metoduna dayanmaktadir (189).
Deneyin Yapilisi: 25 ul homojenattan alind1 ve % inhibisyonun % 30-60 arasinda
olmast i¢in Ornekler diliie edilmedi. 0.025 ml homojenata, 0.850 ml 0.05 mM ksantin
cozeltisi  (0.025 mM lIyodonitrotetrazolyum iceren) ve 40 mM’larhk 3-
(siklohekzilamino)-1-propan sulfonik asit (CAPS) (0.94 mM’lik EDTA
(etilendinitrilo tetraasetik asit) iceren) ilave edildi. 0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L)
ilave edildikten hemen sonra 505 nm’de 37 "C’de 30 saniyelik gecikme fazinin
ardindan, havaya kars1 baslangi¢ absorbansi (A;) ve 3 dakika sonra da son absorbans

(A,) okundu. Ayni islemler kore kars1 denemeyle de tekrarlandi.

AA(numune)/dk
% inhibisyon = 100 - x 100
AA(kor)/dk

Standart (5.2 U/mL) caligilarak hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon

grafiginden yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak
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bulundu. Bu degerler homojenizasyon sirasindaki diliisyon katsayisi ile carpilip
dokunun protein degerine boliinerek U/gr birimi seklinde sonuclar verildi (190).

Islem hem doku hemde plazma degerlerini tespit etmek icin uygulandi.

3.2.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) Aktivitesinin Olciimii

Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir (191).

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiinde 1 ml; glutatyon (4 mM), glutatyon
rediiktaz (> 0.5 U/L) ve B-NADPH (0.34 mM) cozeltilerini igeren reaktif ile 20 pl
numune karistirihip, 6l¢iimden hemen once 40 pl kiimen hidroperoksit (0.18 mM)
ilave edildi. Enzim aktivitesini 0l¢gmek i¢in 340 nm’deki absorbans degisimi
hesaplandi. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi, homojenizasyon esnasindaki
diliisyon katsayisi ile carpildiktan sonra doku protein degerine boliinerek sonuclar
U/gr birimi olarak ifade edildi. Islem hem doku hemde plazma degerlerini tespit

etmek icin uygulandi.

3.2.4.Katalaz (CAT) Aktivitesinin Olciimii

Aebi metoduna dayali olarak yapildi (192).

Hazirlanan homojenat, fosfat tamponuyla 10 kat diliie (0.2 ml homojenat + 1.8
ml fosfat tamponu) edildi. 2 mI’lik bu diliie homojenat {izerine taze hazirlanan ve 30
mM H,0, igeren fosfat tampon ¢ozeltisinden 1 ml eklendi. 240 nm'de ilk 30 saniye
icinde 15’er saniyelik absorbans azalmasi bulunarak, k degeri asagidaki sekilde

hesaplandi:

k=23/At x (log Ai/Az) x (a/b)

Aj: 240 nm deki baglangic absorbansi (t;=0)
As: 240 nm deki 15. sn’deki absorbansi (t,=15)
a: diliisyon faktorii

b: homojenatin protein miktari

Islem hem doku hemde plazma degerlerini tespit etmek icin uygulandi.
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3.2.5.Lipid Peroksidasyonunun Tayini

Lipid peroksidayon iiriinlerinden olan (Malondialdehit) MDA, Draper ve
Hadley’in ¢ift kaynatmal1 tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak ol¢iildii
(193).

Deneyin yapilisi: 0.5 ml serum, iizerine 2.5 ml % 10’luk trikloroasetik asit
eklenerek karistirildi. 15 dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk‘da 10 dakika
santrifiij edildi. 2 ml siipernatan alinip, iizerine 1ml % 0.67’lik tiyobarbitiirik asit
eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra 15 dakika kaynatildi ve hemen sogutuldu. 532
nm’de absorbanslari, numune yerine distile su konularak hazirlanan kore karsi
okundu. Islem hem doku hemde plazma degerlerini tespit etmek icin uygulandi.

Sonuglar, MDA-tiyobarbitiirik asit kompleksinin 532 nm’deki ekstinsiyon
katsayisindan (1.56 x 10° cm'M™) yararlanilarak nanomol/mg protein olarak
hesaplanip, pumol/gr protein olarak ifade edildi. Islem hem doku hemde plazma
degerlerini tespit etmek icin uygulanda.

Sonuglar asagidaki sekilde hesaplanda:

A= axbxc
c= A/axb

A mol cmx1x10° nmolxL

1.56 X 10° L cm mol 10° ml

¢ (nmol/ml) = A X 57.69

A = absorbans
a = ekstinksiyon katsayisi
b =151k yolu

¢ = konsantrasyon
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3.2.6.Glutatyon (GLUT)Tayini

Tietze metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. (194)

Deneyin Yapilist; 50 uLL (mikrolitre) eritrosit tizerine 450 pL distile su ve 750
pL metofosforik asid ¢ozeltisinden eklenip, tiipler vortekste karistirildi. 5 dk siireyle
buzlu suda bekletilip 3000 devir/dakikada 10 dk santrifiijlemenin ardindan her bir
siipernatandan 500’er pL baska bir tiipe aktarildi. Uzerine 2 ml Na,HPO,
cozeltisinden eklenip vortekste karistirildaktan sonra iizerine 250 pl. DTNB (ditio-
bis nitrobenzoik asid) c¢ozeltisinden ilave edildi ve 412 nm’deki absorbanslari
Olciildii, absorbans degerleri standartlara gore cizilen kalibrasyon grafiginden
degerlendirilmistir. Sonuglar kan 6rnekleri icin mg/gr Hb, doku ornekleri i¢in mg/g
protein cinsinden ifade edildi. Islem hem doku hemde plazma degerlerini tespit

etmek icin uygulandi.

3.2.7.Serum Kolesterol, Vitamin B;;, Folik Asid ve Plazma Homosistein

Diizeyinin Tespiti

Serum kolesterol seviyeleri, modiiller P800 (Hitachi, Roche Diagnostics,
Germany) cihazi ile enzimatik kolotimetrik yontem kullanilarak yapildi. Birimi
mg/dl olarak olciildii.

Serum Vitamin B, diizeyi, Immulite 2000 Diagnostics Products Corparation
(Los Angles, LA, 90045 USA) cihazt kullanilarak kemiluminesans enzim
immunoassay yontemi le calisildi. Birimi pg/ml olarak olciildii.

Serum folik asid diizeyi, Architect 12000 (Abbott, USA) cihazi kullanilarak
kemiluminesans enzim immunoassay yontemiyle calisildi. Birimi ng/ml olarak
ol¢iildii.

Plazma homosistein diizeyi, ELISA yontemiyle diazyme laboratories,
homocysteine microtiter plate assay kiti kullanilarak tespit edildi. Birimi uM/L

olarak olciildii.
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3.3.Istatistiksel Degerlendirme

Toplanan veriler Statistical Package for Social Sciences 13.0 programi ile
degerlendirildi. Bulgularin degerlendirilmesinde non-parametrik test uygulandi,
ortalama degerler dikkate alind1. Ikili gruplarin birbiri ile karsilastirilmasinda Mann

Whitney U testi kullanildi. P<0.05’in altindaki degerler anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Deney grubundaki hayvanlarda 4.5 aylik beslenme sonrasinda belirgin agirlik

artis1 saptandi, ancak gruplar arasindaki ortalama agirliklar benzerdi.

4.1.Grup I ve Grup II’nin Kan Degerlerinin Karsilastirilmasi

Kolesterollii diyetle beslenen grup II'de total kolesterol (TK) ve trigliserid
(TG) diizeyleri normal diyetle beslenen grup I’den anlamli olarak daha yiiksek tespit
edildi. Grup I ve II’deki TK ortalamalar: sirasiyla 93 + 6.06 ve 117.5 + 8.52 olarak
olgiildii. Grup I ve I’deki TG ortalamalari ise 81.66 + 10.8 ve 117.5 + 8.52 olarak 6l¢iildil.
Grup I ve grup II’de elde edilen TK ve TG degerleri arasindaki farkliliklar tablo 6’da

Ozetlenmistir.

Tablo 6: Grup I ve II den elde edilen Total Kolesterol ve Trigliserid degerleri

Grup I (n:6) Grup II (n:6)
TK (mg/dl) TG (mg/dl) TK (mg/dl) TG (mg/dl)
Ort + SD 93 +£6.06 81.66 + 10.8 117.5£9.04 117.5 £8.52
Medyan 92w 79 & 118 % 117 &
Min 85 69 107 107
Max 101 98 133 129
v P =0.004 # P =0.004
TK: Total kolesterol TG: Trigliserid
Grup I : Normal yemle beslenen Grup I : Kolesterollii yemle beslenen

Kolesterollii diyetle beslenen grup II ve normal diyetle beslenen grup I
arasindaki antioksidanlar ve MDA diizeyleri tablo 7°de gosterilmistir. Kolesterollii
diyetle beslenen grupta lipit peroksidasyonu parcalanma iiriinii olan MDA anlaml
olarak daha yiiksekti. Calismada degerlendirilen anti-oksidan sistem elemanlarinin
hepsinin oksidatif stres altinda olan yani kolesterollii diyetle beslenen grup II'de

normal diyet verilen grup I’e gore anlamli olarak farkli oldugu tespit edildi.
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MDA CAT GLUT SOD GSH-PX
(nmol/gr Hb) (U/gr Hb) (mg/gr Hb) (U/gr Hb) (U/gr Hb)
Ort £SD Ort £SD Ort £SD Ort £SD Ort £SD
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
124.05+£5.2 22.68 £4.5 2.72 £0.38 4129.8+£258.3 91.63+5.3
Grup 1 121.78 23.38 2.60 4071.91 91.96
119.36-132.96 15.90-27.76 2.35-3.41 3898.7-4488.8 84.5-99.16
19543 +£9.28 30.24 £ 5.1 20+0.25 4948.5+£358.8 106.6 £ 6.4
Grup II 194.39 31.06 2.04 4924.49 105.33
186.25-210.87 24.16-36.68 1.64-2.37 4518-5394.1 99.6-118.7
P degeri 0.004 0.025 0.006 0.004 0.004
MDA : Malondialdehit GLUT : Glutatyon GSH-PX : Glutatyon Peroksidaz
CAT  :Katalaz SOD : Siiperoksid Dismutaz
Grup I :Normal yemle beslenen Grup I : Kolesterollii yemle beslenen

Kolesterollii diyetle beslenen Grup II ile normal diyetle beslenen Grup I
arasindaki homosistein degerleri tablo 8’de gosterilmistir. Kolesterollii diyet verilen

grup II’de homosistein (Hcy) diizeyi anlamli olarak daha yiiksek tespit edilmistir.

Tablo 8: Grup I ve grup II arasindaki homosistein degerleri

Grup I Grup II P degeri
Hcy (uM/L)
Ort £SD 12.14 £0.93 17.11 £0.99
Medyan 12.140 16.765 0.004
Min-max 11.05-13.62 15.93-18.43

Hcy :Homosistein Grup I : Normal yemle beslenen Grup II : Kolesterollii yemle beslenen

4.2.Grup II ile Tedavi Alan Diger Gruplarin Kan Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Kolesterollii diyetle beslenen grup II ile kolesterollii diyete ilaveten verilen
By, folik asid, By, + folik asid, C vitamini ve E vitamini verilen gruplarin
antioksidan ve MDA degerleri tablo 9’da gosterilmistir. MDA diizeyleri; tedavi
verilen grup III, V ve VII'de grup II ‘ye gore anlamli olarak daha az tespit edildi.
Grup 1V ve VI'da elde edilen MDA diizeyleri ile grup II MDA diizeyi arasinda
anlaml degisiklik saptanmadi. CAT diizeyleri; grup III, IV ve V’de grup II'ye gore
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anlamli olarak daha yiiksek saptanmasina ragmen, grup VI ve VII'de ise anlamli
degisiklik saptanmamistir. GLUT diizeyleri; grup 1I’de grup I'e gore daha diisiik
iken, tedavi alan gruplarin hepsinde grup II'ye gore daha yiiksek saptanmistir. SOD
seviyeleri; grup I’e gore grup II’de daha yiiksek iken grup IV, VI ve VII de ise grup
II’dekinden daha yiiksek tespit edilmistir, grup III ve V’de ise grup II’ye gore fark
saptanmamustir. GSH-PX seviyeleri; grup I'e gore grup II’de daha yiiksek olarak
tespit edilirken grup V’de grup II’ye gore daha daha yiiksek tespit edilirken, grup
IIT’de daha diisiik olarak saptanmistir. Grup IV, VI ve VIl ile grup II arasinda GSH-

PX degerleri arasinda fark tespit edilmemistir.

Tablo 9: Grup II, I, IV, V, VI ve VII aras1 antioksidan ve Malondialdehit degerleri ve
karsilastirilmasi

MDA CAT GLUT SOD GSH-PX
Ort £SD Ort £SD Ort £8SD Ort £8SD Ort £SD
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
Min-max Min-max Min-max Min-max Min-max
1954 +£9.2 30.24 £5.1 2.0+0.25 4948.5+358.8 106.6 + 6.48
Grup II 194.39 31.06 2.04 4924.49 105.33
186.2-210.8 24.16-36.68 1.64-2.37 4518-5394.1 99.64-118.74
155.01 £32 4091 5.7 2.61 £0.31 4508.8+752.9 95.92 £ 8.8
Grup III 162.25 40.85 2.66 4608.69 97.05
98.37-185.6 33.67-50.80 2.08-2.98 3029.7-5523 81.46-108.23
198.83 £32 48.04 £ 11.02 3.5+0.48 7195.8 £ 1001 101.41 £9.7
Grup IV 198 50.86 3.39 6786.80 99.75
163.02-260.42 35.63-63.98 3.07-4.46 6064.5-8619.8 6064.5-8619.8
163.97 £20.8 60.11 £ 15.7 3.54+0.8 5305.2 £ 692 130.36 £ 9.9
Grup V 162.94 56.59 3.61 5437.14 129.92
131.19-189.68 45.19-81.96 2.47-4.34 4407.6-6008.8 120-144.95
208.6 £22.74 | 40.29 +£10.67 3.51+0.98 57229 £ 676 100.37 £9.87
Grup VI 203.53 43.20 3.36 5727.27 102.71
181.25-244.52 27.17-57.86 2.44-491 5015.3-6916.6 86.75-111.12
171.55 £22.8 34.89 £ 6.6 3.79 £0.51 6945.7 £ 1053.5 97.66 £ 8.9
Grup VII 176.40 32.81 3.79 6609.12 97.89
125.36-191.36 27.76-45.27 2.88-4.61 6130.4-9080.6 87.03-108.7
P, 0.003 0.010 0.010 0.199 0.032
P, 0.668 0.007 0.003 0.003 0.391
Ps 0.01 0.004 0.004 0.423 0.004
P, 0.391 0.116 0.003 0.032 0.391
P; 0.039 0.197 0.002 0.002 0.121

Grup II-IT’iin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P,
Grup II-IV’iin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P,

Grup II-V’in karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri

P';

Grup II-VI'nin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P,
Grup II-VII’nin karsilagtirilmasi ile elde edilen P degeri: Ps
Gru1 II: Kolesterollii yemle beslenen, Grup III: Kolesterollii yem+ B, , Grup IV: Kolesterolli yem +
Folik asid, Grup V: Kolesterollii yem + folik asid + B, Grup VI: kolesterollii yem + Vit C,

Grup VII: kolesterollii yem + Vit E.

MDA: Malondialdehit

CAT: Katalaz

GLUT: Glutatyon

SOD: Siiperoksid Dismutaz
GSH-PX: Glutatyon Peroksidaz
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Grup II-VII arasindaki Hcy degerleri ve aralarindaki fark tablo 10’da

gosterilmistir. Homosistein diisiiriicii tedavi verilen grup III, IV ve V’de grup II’ye

gore Hey diizeyleri anlamli olarak daha diisiik saptandi, homosistein iizerine etkisi

olmayan, anti-oksidan vitamin tedavisi verilen grup VI ve VIII’de grup II’ye gore

Hcy diizeylerinde anlaml1 degisiklik saptanmadi.

Tablo 10: Grup II, III, IV, V, VI ve VII arasindaki homosistein degerleri

Grup II Grup III Grup IV Grup V Grup VI Grup VI
Ort +SD Ort +SD Ort +SD Ort +SD Ort +SD Ort +SD
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
Min-max Min-max Min-max Min-max Min-max Min-max
17.1+£0.99 | 12.6£095 | 13.98+£0.68 | 13.99+2.1 17.83+34 | 18.61+£2.73
Hcy 16.765 12.66 14.21 13.15 17.77 18.05
15.93-18.43 | 11.46-13.85 | 12.73-14.59 12-17.41 13.02-23.40 | 15.71-22.92
P
degeri 0.003 (P1) 0.003 (P2) 0.025 (P3) 0.775 (P4) 0.366 (P5)

Grup II-IT’iin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P,

Hcy: Homosistein

Grup II-IV’iin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P,
Grup II-V’in karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri
Grup II-VI'nmin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P,
Grup II-VII’nin kargilagtirilmasi ile elde edilen P degeri: Ps

P';

Grup II, III, IV, V, VI ve VII arasindaki total kolesterol ve trigliserid

degerleri ve farkliliklar1 tablo 11°de 6zetlenmistir. Tedavi alan tiim gruplarda TK ve

TG diizeyleri grup II’ye gore anlamli olarak daha diisiik saptanmistir.
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Tablo 11: Grup 1L, III, IV, V, VI ve VII arasindaki total kolesterol ve trigliserid degerleri

Grup II Grup III Grup IV Grup V Grup VI Grup VII
Ort +SD Ort +SD Ort +SD Ort +SD Ort +SD Ort +SD
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
Min-max Min-max Min-max Min-max Min-max Min-max
117.5+£9.04 | 90.71 +£8.4 85.14+9.8 | 82+10.8 | 8342+11.7 92.12+14
TK 118 89 89 79 80 95.5
107-133 82-105 70-97 71-99 71-98 67-109
117.5+£8.05 | 73.8+16.5 64 +18.6 65 £24 7414 £257 | 9212+ 147
TG 117 75 59 65.5 68 69.5
107-129 46-100 42-89 34-92 43-109 42-116
P 0.003 (P1) 0.003 (P2) | 0.004 (P3) | 0.003 (P4) 0.003 (P5)
degeri 0.003 (P6) 0.003 (P7) | 0.004 (P8) | 0.004 (P9) 0.007 (P10)

Grup II-[IT’iin TK degerlerinin karsilagtirilmasi ile elde edilen P degeri : P,
Grup II-IV’iin TK degerlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P,
Grup II-V’in TK degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri

:P3

Grup II-VI'min TK degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P,
Grup II-VII’nin TK degerlerinin karsilagtirilmasi ile elde edilen P degeri: Ps
Grup II-[IT’iin TG degerlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : Pg
Grup II-IV’iin TG degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P;

Grup II-V’in TG degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri

:Pg

Grup II-VI'min TG degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : Py
Grup II-VII’nin TG degerlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri: Py

TK : Total Kolesterol
TG : Trigliserid

4.3.Kalp ve Damar Dokusu Homojenat Degerlerinin Karsilastirilmasi

Kalp dokusuna ait, MDA ve diger antioksidan sistem elemanlarinin degerleri
ve farklar tablo 13’de gosterilmistir. Grup I ve II arasinda MDA’da grup II lehine
anlamli artig saptandi. Grup I ve II arasinda GSH-PX disindaki anti-oksidan sistem
elemanlarinda anlaml degisiklikler saptanti. Grup II’'de GLUT azalirken CAT ve
SOD’de artis saptandi. MDA seviyesi, tedavi alan grup III, IV, V, VI ve VII’de grup
I’'ye gore anlaml olarak daha diisiiktii. CAT seviyesi, grup IIL, IV, V, VI ve VII'de
grup II’ye gore anlamli olarak daha yiiksek saptandi. GLUT seviyesi, grup III, IV, V,
VI ve VII'de grup II’ye gore anlamli olarak daha yiiksek ol¢iildii. SOD seviyesi grup
II’de I’e gore artmis olarak saptanirken, grup III, IV, V, VI ve VII'de grup II'ye gore

anlamli olarak daha diisilk saptandi. GSH-PX seviyelerinde arasinda fark

saptanmadi.
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Tablo 12: Grup I-I ve II, II, IV, V, VI ve VII aras1 kalp dokusu antioksidan ve

Malondialdehit degerleri ve karsilastirilmasi

MDA CAT GLUT SOD GSH-PX
(nmol/mgprot) (U/mg prot) (mg/gr prot) (U/gr prot) (U/gr prot)
Ort £SD Ort £SD Ort £SD Ort £SD Ort £SD
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
Min-max Min-max Min-max Min-max Min-max
23.84 £1.75 90.36 £8.97 11.25+1.32 888.28 £41.75 | 211.14 +18.41
Grup 1 24.30 88.73 11.32 876.63 216.69
21.403-25.601 80.09-103.9 9.65-13.10 849.45-949.21 179.14-233.4
29.25 £ 1.67 12395+124 | 293+£1.25 1076.4 £166.6 | 215.12 +21.78
Grup II 28.90 123.82 3.30 1033.71 218.86
27.40-31.81 105.4-138.1 1.40-4.53 913.2-1326.1 186.7-246.8
24.16 £3.63 14241 £16.3 9.17+6.5 614.72 £180.8 2094 +11.8
Grup III 22.63 144.84 6.56 572.03 209.7
19.93-29.91 114.96-163.2 2.94-21.59 400.8-973.09 195.07-231.3
23.51+£3.1 174.68 £22.6 | 1537+286 | 63248 +150.2 | 226.43 £23.83
Grup IV 23.41 176.75 14.99 605.86 233.96
19.49-27.42 148.3-206.06 11.4-20.1 499.83-892.7 190.72-255.77
25.17+1.82 159.2 £9.64 1029+£1.2 574.62 £54.76 226.19 £6.77
Grup V 25.56 157.81 10.13 556.68 227.43
22.15-26.84 145.7-175.6 8.45-12.05 512.3-650.98 214.89-232.44
243 +£2.67 200.4 + 33.78 10.8 £2.08 664.9 + 82.38 225.76 £19.09
Grup VI 25.25 193.03 10.61 640.98 221.23
20.28-27.62 162.9-250.6 8.92-14.72 539.2-780.7 203.5-259.9
2541 +£3.11 446.7+£55.2 18.52+£3.02 | 626.23 £99.93 | 223.71 +26.69
Grup VII 25.75 425.35 18.94 624.92 219.17
21.18-29.65 395.7-557.2 11.86-21.12 438.79-758.1 195.5-274.1
P, 0.004 0.004 0.004 0.016 0.423
P, 0.022 0.015 0.015 0.007 0.568
Ps 0.004 0.003 0.003 0.003 0.317
P, 0.004 0.004 0.004 0.004 0.262
Ps 0.004 0.003 0.003 0.003 0.475
P 0.028 0.002 0.002 0.002 0.519
Grup I-II'nin karsilagtirilmas: ile elde edilen P degeri  : Py MDA : Malondialdehit
Grup II-IIT’iin kargilastirilmast ile elde edilen P degeri  : P, CAT : Katalaz
Grup II-IV’iin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri  : P; GLUT : Glutatyon
Grup II-V’in karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri 1Py SOD : Siiperoksid Dismutaz

Grup II-VI'nin kargilastirilmasi ile elde edilen P degeri  : Ps
Grup II-VII’nin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : Pg

GSH-PX : Glutatyon Peroksidaz

Damar dokusuna ait, MDA ve diger antioksidan sistem elemanlarinin

degerleri ve farklar1 tablo 14’de gosterilmistir. Grup II’de lipit peroksidasyonunun

gostergesi olan MDA grup I’e gore anlamli olarak daha yiiksek saptanmuistir. Tedavi

alan grup III, 1V, V, VI ve VII'de MDA degerleri grup II’ye gore azalmis olarak

saptanmistir. CAT seviyesi grup II’de grup I’den anlamli olarak daha yiiksek

saptandi. Grup III ve V ile grup II arasinda katalaz sevileri bakimindan fark

saptanmazken, grup IV, VI ve VII’deki CAT seviyeleri grup II’de oldugundan diisiik
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saptandi. Oksidatif strese maruz kalan grup II’de I’e gore glutatyon seviyesi anlamli
olarak daha diisiiktii. Grup V disindaki, tedavi alan diger gruplarda ise glutatyon
seviyeleri anlamli olarak artmis saptandi. SOD seviyesi grup II’'de I'e gore daha
yiiksek saptandi. Grup II ve III arasinda anlamli fark saptanmazken, grup II ile tedavi
alan diger gruplar arasindaki fark anlamliydi, grup IV’de digerlerinden farkli olarak
SOD seviyesi daha yiiksek olciildii. GSH-PX seviyesi grup I'e gore grup II'de
anlaml olarak daha yiiksek saptandi. Grup III’de II'ye gore daha diisiik saptanirken,
grup IV’de daha yiiksek GSH-PX seviyesi saptandi. Tedavi alan diger gruplarla grup

II arasinda anlaml fark saptanmadi.

Tablo 13: Grup I-II ve II, I, IV, V, VI ve VII aras1 damar dokusu antioksidan ve
malondialdehit degerleri ve karsilagtirilmasi

MDA CAT GLUT SOD GSH-PX
Ort +SD Ort +SD Ort £SD Ort £SD Ort +SD
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
Min-max Min-max Min-max Min-max Min-max
107.64 £5.61 | 69.05+18.28 | 47.16 £3.14 8619.8 + 835.4 73.43 £17.95
Grup I 107.02 64.91 46.21 8391.31 66.96

101.31-117.68 | 44.80-90.27 44.34-51.54 7800.8-9914.2 55.71-98.64

118.58 £6.19 | 107.31 +8.88 4190+ 1.7 11480 + 1912.2 | 112.76 £ 17.68
Grup II 117.64 108.46 41.75 11172.41 107.77
112.48-129.94 | 93.6-120.21 40.09-43.89 | 9202.6-14943.4 | 93.03-141.46

7178 £14.46 | 103.32+19.1 | 65.24+£8.38 | 11700 +1623.5 | 71.78 £ 14.46
Grup III 77.79 110.07 60.20 11609 77.79
48.43-87.54 77.04-126.53 57.17-76.91 1093.2-14670.5 48.43-87.54

70.04 £ 12.2 65.9 + 10.98 60.96 £9.99 | 16241 £2967.1 | 221.96 £17.56
Grup IV 64.36 63.73 61.03 16737.5 218.64
58.28-87.13 48.78-82.65 44.93-74.18 | 12084.5-20857.7 | 201.27-257.09

85.44 £ 8.7 88.29 +18.96 | 43.30+84 | 8420.7+1616.6 | 91.58 +20.07
Grup V 81.58 87.37 41.13 8103.07 92.41
78.36-100.51 70.66-110 34.46-58.85 7169.4-11525 63.56-115.38

49.67+17.22 | 56.46+18.82 | 66.34 £8.74 | 8013.3 £1362.5 | 108.43 £11.92
Grup VI 51.03 51.18 67.37 7840 104.83
31.18-78.79 31.67-86.48 53.87-77.15 5701.6-9931.5 94.07-125.05

45.26 £10.7 65.74 + 19.56 83.07+8.5 8522.8 £1836.8 | 110.26 + 19.09

Grup VII 45.49 62.52 81.79 9161.16 109.53
30.92-58.42 43.51-91.57 71.5-96.13 5910.8-10692.3 81.63-144.0
P, 0.016 0.004 0.004 0.010 0.006
P, 0.003 1.0 0.003 0.886 0.004
Ps 0.003 0.003 0.003 0.007 0.003
| 0.004 0.078 0.631 0.025 0.150
Ps 0.003 0.003 0.003 0.004 0.568
P 0.002 0.002 0.002 0.014 0.897
Grup I-II’nin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri  : Py MDA  : Malondialdehit
Grup II-IT’iin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri  : P, CAT : Katalaz
Grup II-IV’iin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri  : P; GLUT : Glutatyon
Grup II-V’in karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri 1Py SOD : Siiperoksid Dismutaz
Grup II-VI'nin kargilastirilmasi ile elde edilen P degeri : Ps GSH-PX : Glutatyon Peroksidaz

Grup II-VII'nin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : Pg
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S.TARTISMA

Ateroskleroz, multifaktoriyel bir hastaliktir ve gelisimi heterojenite gosterir.
Ateroskleroz gelisiminde sigara, diyabet, hiperlipidemi, mekanik stres ve
inflamasyon gibi bircok hazirlayic1 etmen rol alir. Aterosklerozun gelisiminde
bugiine kadar yapilmis bir¢ok calisma, serbest radikallerin 6nemli etkisi oldugunu
kanitlamustir (195).

Lipit peroksidasyonu aterosklerozun ©nemli bir bileseni olarak
tanimlanmistir. LDL’nin peroksidasyonu ox-LDL gelisimine neden olur, bu ise
makrofajlarin scavenger reseptorleri icin bir substrattir. Makrofajlarin fagositozu ile
aterosklerotik lezyonlarin erken gostergesi, kopiik hiicreleri meydana gelir. Ox-LDL
deneysel hayvan ve insan aterosklerotik lezyonlarindan izole edilmistir. Bir¢ok
antioksidanin hayvan modellerinde ateroskleroz iizerine yavaslatici etkisi oldugu
gosterilmistir.  Bu da lipit peroksidayonunun aterosklerozu ilerlettigini
desteklemektedir. Epidemiyolojik calismalar diyetteki antioksidan miktarinin
arttirilmasinin koroner arter hastaligi riskinde azalmaya neden oldugunu gosterse de,
antioksidanlarla yapilan klinik calismalardaki sonuglar ¢eliskilidir (196).

Endotel ve diiz kas hiicreleri, notrofiller, monositler ve trombositler
hiperkolesterolemide ROS kaynagidirlar (199-200). ROS sitotoksik etkilerini
membran fosfolipitlerinin peroksidasyonuna neden olarak ortaya c¢ikarir. Bu da
membran akiskanlhigini, gecirgenligini arttirmakta ve membran biitiinliigiini
bozmaktadir. Hasarlanmanin erken doneminde endotel hiicrelerinden yoksun
arteriyel yiizey, trombosit tabakasi ile kaplanir. Saatler icinde, mononiikleer hiicreler
hasarl1 bolgeye go¢ ederler ve plateletleri aktive ederler, diiz kas hiicre gociinii ve
cogalmasim aktive ederler. Bu inflamasyona bircok ROS’un dahil oldugu ve diiz kas
hiicre ¢cogalmasini uyardig1 ve endotelyal disfonksiyona neden oldugu bilinmektedir.
Arteriyel hasarlanma, inflamasyon ve oksidatif stresin birlikte olusturduklari bu
durum, bir¢cok caligmada gosterilmis ve antioksidanlarin bu proliferatif cevabi,
mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilmayan bir yolla sinirlandirdig tespit edilmistir

(196).



57

Bircok epidemiyolojik kanit, orta derecedeki hiperhomosisteinemi ile
koroner, serebral ve periferik ateroskleroz arasindaki iliskiyi kesin olarak
desteklemektedir (197). Diger bir deyisle, Hhcy artmis inme, kalp krizi ve venoz
tromboz riski ile iliskilidir (198). Bazi olumsuz prospektif ¢aligmalara ragmen
hiperhomosisteinemi, koroner arter hastaligi i¢cin bagimsiz bir risk faktoriidiir.
Norwegian c¢alismasinda, (197) homosistein seviyesinin 9 pmol/L’nin iizerinde
olmasi ile koroner arter hastaligindaki mortalite arasinda giiclii bir iliski saptanmustir.

Deneysel caligmalar, homosisteinin vaskiiler endotel {izerine oksidatif stres
yolu ile olusturdugu toksik etki sayesinde aterogenezi ilerletebildigini
desteklemektedir. Folik asid tek basma veya diger B vitaminleri ile kombine
kullanildiginda plazma homosistein seviyesini azaltmada oldukca etkilir. C ve E
vitamini gibi diger antioksidan vitaminler homosisteine bagli vaskiiler hasar iizerinde
adjuvan bir etki gosterebilirler. Heniiz folik asid tedavisinin kardiyovaskiiler riski
azalttigina dair randomize kontrollii bir ¢alisma olmamasina ragmen, gozlemsel
caligmalar B vitaminlerinin kardiyovaskiiler riski ve karotis aterosklerozunu
azalttigin1 desteklemektedir (197).

Calismamizda, ateroskleroz gelisiminde Onemli rolii olan serbest oksijen
radikalleri olusumunu hiperkolesterolemik diyet ile arttirarak, verdigimiz antioksidan
ve homosistein diisiiriicli tedavinin, antioksidan sistem elemanlar1 iizerine olan
etkisini arastirdik. Yaptigimiz calismada yiiksek kolesterollii diyetle beslenen ve
tedavi verilmeyen grup II’de homosistein diizeyinin arttigim1 saptadik. Artmis Hcy
seviyesi de hiperkolesteroleminin neden oldugu oksidatif strese katkida
bulunmaktadir.

Tedavi verilmeyen grup II’ye ait sonuglarin degerlendirilmesi: Calismamizda
hiperkolesterolemik ateroskleroz siirecinde oksidasyonun indirekt gostergesi olarak
belirledigimiz thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) diizeyini MDA
Olciimleri ile belirledik. Kolesterollii diyetle beslenen grup II’de, serum MDA
degerleri grup I’e gore daha yiiksekti. Bu bulgular bir¢ok arastirmaci tarafindan 6ne
stiriildiigii gibi hiperkolesteroleminin ROS {iiretimini arttirdigim1 ve ateroskleroz
stirecini baglatan endotel hiicre hasarina neden oldugunu desteklemektedir.
Tavsanlarda yapilan calismalarda serum ve dokularda MDA artis1 gosterilmistir

(184). Ratlarda yapilan calismalarda hiperkolesterolemik diyetle MDA artisi
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cogunlukla saptanmasina ragmen artisin gosterilemedigi calismalarda mevcuttur
(184). Kumar SA ve ark.’min (207) yaptiklart calismada, olusturduklar
hiperkolesterolemik rat grubunda kontrole gére MDA seviyesinde artis saptanmuistir.
Calismamizdaki MDA bulgular1 Gokkusu C. ve ark.’min (184) hiperkolesterolemi
olusturarak yaptiklar1 ¢alismanin sonuclariyla uyumludur. Benzer sekilde, Vasu VT
ve ark.’nin (201) yaptiklar1 calismada da MDA seviyesi kolesterollii diyetle beslenen
grupta daha yiiksek saptanmistir.

Hiperkolesterolemide artmis ROS {iretiminin bir gostergesi olarak MDA’da
gozlenen artisin yami sira antioksidan parametrelerde de degisiklik gozlenmistir.
Hiperkolesterolemiye bagli gelisen oksidatif stresin ateroskleroz patogenezindeki
rolii agiktir. Calismamizdaki gruplarda antioksidan parametreler olarak; siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon, glutatyon peroksidaz diizeyleri hem plazma hem de
kalp ve damar dokusunda Olciilmiistiir. Yiiksek kolesterollii diyetle beslenen grup
I'de I'e gore CAT, SOD ve GSH-PX aktiviteleri yiiksek, GLUT diizeyi ise daha
disiik saptanmistir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda alinan sonuglar arasinda
celigkiler mevcuttur. Kumar SA ve ark.’nin (207) yaptiklar1 ¢calismada, olusturduklar
hiperkolesterolemik rat grubunda kontrole gore SOD, CAT, GSH-PX ve GLUT
seviyelerinde azalma tespit etmislerdir. Vasu VT ve ark.’min (201) yaptiklar
calismada, hiperkolesterolemi olusturduklart rat grubunda CAT ve SOD
aktivitelerinde kontrol grubuna gore artis saptamislardir, bu bulgular bizim
calismamizla uyumludur. Yine calismamiza benzer sekilde GLUT diizeyi kontrol
grubuna gore daha diisiik saptanmustir. Erdingler DS ve ark.’nin (203) yaptig
calismada, kontrol grubuna gore hiperkolesterolemik ratlarda SOD seviyesi ve
anlamli olmasa da GSH-PX aktivitesi daha yiiksek saptanmistir. Artmig SOD
aktivitesini, normalde plazmada diisiik seviyede bulunan SOD’nin oksidatif stres
tarafindan uyarilmasina baglamislar ve oksidatif stres altinda SOD’nin son derece
uyarilabilir oldugunu gézlemlemislerdir. GSH-PX’in ise plazmada normalde zaten
bol miktarda bulundugu ve oksidatif stresle ¢ok fazla uyarilmadiglr veya oksidatif
stres tarafindan tiiketildigi goriisiine varmiglardir. Ayrica 1 aylik ¢alisma siiresinin
daha uzun olmasi halinde antioksidan enzim sisteminin oksidatif stres tarafindan
azaltilacag hatta tiiketilebilecegini One siirmiislerdir. Buczynski A ve ark (204) 41

koroner arter hastasinda yaptiklar1 caligmada, trombosit CAT, SOD ve GSH-PX
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seviyelerini saglikli bireylere gore daha diisiik saptamislardir. Mahfouz MM ve
ark.’nin (206) yaptig1 calismada, yiiksek kolesterolle beslenen tavsanlarda GSH-PX
aktivitesinde artis saptanirken, SOD aktivitesinde degisiklik saptanmamis, CAT
aktivitesi artmig olarak tespit edilmistir. Fakat yiiksek kolesterolle beslenen ratlarda
Olciilen enzim aktivitelerinde degisiklik saptamamislardir. Bu ¢alismada %1 oraninda
kolesterolle zenginlestirilmis diyet kullanilmistir, bu ise sonuglarin bizim
calismamizdakinden farkli ¢ikmasinin bir nedeni olabilir.

Calismamizda, grup II’de grup I'e gore yiiksek seviyede tespit edilen SOD,
CAT, GSH-PX enzim aktivitelerinin, hiperkolesterolemiye sekonder olarak artan
oksidatif stresi kompanse etmek amaciyla oldugu kanisindayiz. Enzimatik olmayan
antioksidan GLUT seviyesi lipid peroksidasyonunun artmis oldugu ortamda
azalmaktadir, ayrica siiperoksit radikalinin SOD iizerine yikici etkisini onleyerek
SOD’nin artisina katki saglamaktadir (207). Bu bulgular, konu iizerine yapilmis
bircok calismayla tam, bir boliimii ile kismen uyumludur. Deneysel ateroskleroz
olusturulmus cesitli calismalarda antioksidan enzim aktivitelerindeki artma ve
azalmalarla ilgili farkli sonuglar karsimiza cikmaktadir, bu bize hiperlipidemik
diyetin  antioksidan savunma mekanizmalarinda degisik modifikasyonlar
olusturdugunu gostermektedir. Farkli sonuglarin nedeni hiperkolesterolemi olusturma
yontemi, kullanilan kolesterol miktari, oksidatif stresin derecesi ve siiresi olabilir.
Grup II’de lipit peroksidasyonunun gostergesi, MDA seviyesinin grup I'e gore
anlaml olarak yiiksek olmasi da olusan oksidatif strese kars1 gelisen kompansasyon
sonucu antioksidan enzim sistemindeki artis1 aciklamaya yardime1 olmaktadir.

Homosistein diigiiriicii tedavinin, grup III, IV ve V’in sonuclariyla
degerlendirilmesi: Calismamizda olusturdugumuz oksidatif strese kars1 homosistein
diistiriicii tedavi olarak folik asid ve Bj, kullandik. Folik asid serbest radikal
temizleyicisi olarak degerlendirilebilir. Fizyolojik konsantrasyonlarda biyolojik
yapilar1 serbest radikal hasarina karsi koruyabilir Folik asid ve Bj;’nin birlikte
uygulanmas1 oksidatif strese karsi sinerjistik etki olusturmaktadir (209). Biz de
calismamizda B, ve folik asidin hem homosistein diisiiriicii etkisinden hem de
antioksidan etkisinden faydalanmay1 amagladik.

Bizim calismamizda hiperkolesteroleminin ve artan homosistein diizeyinin

olusturdugu oksidatif strese kars1 B, verilen grup III ve B, ile birlikte folik asid
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verilen grup V’de MDA diizeyleri tedavi sonunda, grup II’den anlaml olarak daha
diisiik tespit edilmistir. Fakat sadece folik asid verilen grup IV’de MDA diizeyi, grup
IT’den istatistiksel olarak farkli saptanmamustir. Grup III, IV ve V’in Hcy diizeyleri
ise grup II’den anlamli olarak daha diisiik saptanmistir. Bizim calismamizdaki
sonuclardan farkli olarak gerek Diez N ve ark’nin (225), gerekse Mukherjee S ve
ark.’nin (209) yaptig1 calismada MDA diizeyi yalniz folik asid tedavisi verilen
gruplarda daha diisiik saptanmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuca benzer
sekilde Lawrence M ve ark.’nin (197) yaptig1 klinik ¢alismada, tek basina folik asid
tedavisi alan grupta MDA seviyesi baslangica gore degisiklik gostermemistir, yine de
calismamizla benzer sekilde Hcy seviyesi baslangica gore folik asid tedavisi ile
digsmiistiir. Grup IV’de MDA diisiisiiniin gozlenmemesi, folik asidin Hcy artisina
bagh lipit peroksidasyonunu baskilayabilmesine karsin hiperkolesterolemiye bagl
lipit peroksidasyonunu baskilayamadigini diisiindiirtmektedir.

Calismamizda grup II ile karsilastirlldiginda katalaz seviyesi grup III, IV ve
V’de daha yiiksekti. SOD seviyesi grup III ve V’de grup II'ye gore anlamh
degisiklik gostermezken, grup IV’de daha yiiksek tespit edildi. GSH-PX seviyesi
grup II’de II’ye gore daha diisiik, grup V’de daha yiiksek iken, grup IV’de anlamh
degisiklik saptanmadi. Glutatyon seviyeleri grup III, IV ve V’de grup II'ye gore
anlaml olarak daha yiiksekti. Folik asid ve B, tedavilerinin antioksidan enzimleri ve
GLUT seviyelerini farkli gruplarda farli sekilde etkiledikleri gdzlendi. Hcy seviyesi
grup III, IV ve V’de grup II'ye gore anlamli olarak diisiik saptandi.

Mukherjee S ve ark.’nin (209) calismasinda olusturulan oksidatif stres sonrasi
azalmis SOD, GLUT ve CAT enzimlerinde folik asid ve B, tedavisi sonrasinda artis
saptanmistir. Bizim c¢alismamizda CAT ve GLUT seviyesi, verilen tedavi ile
artarken, SOD seviyesi grup III ve V’de grup II'ye gore anlamlhi degisiklik
gostermemis, grup [V’de ise artis saptanmistir. Mukherjee S ve ark.’nin (209)
calismasinda oksidatif stres sonrast azalan CAT enzim degeri tedavi sonrasi
diizelirken calismamizda grup I'e gore zaten yiiksek olan grup II’deki deger tedavi
verilen gruplarda daha da artis gostermistir. Grup III ve V’de artan CAT ve GLUT
seviyesi, verilen tedavi ile azalan oksidatif stres sonucunda antioksidan enzimlerin

tilketiminin azaldig seklinde algilanabilir.
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Yiikselmis plazma homosistein seviyesi ateroskleroz siirecinin ¢esitli
basamaklarinda etkili olmakta ve ateroskleroz olusumunu hizlandirmaktadir. Zhang
R ve ark.’min (202) yaptiklar1 calismada, metiyonin ile orta derecede Hhcy
olusturulan ratlarda, aterosklerozun baslangi¢ asamalarinda etkili olan ICAM-1,
MCP-1 ve niikleer faktor k B (NFxB) seviyelerinin artmis oldugunu saptamislardir.
Mukherjee S ve ark.’nin (209) calismasinda, ateroskleroz patogenezinde rolii olan
TNF-a ve interlokin—6 seviyelerinin, tek basina folik asid tedavisi ile anlaml1 olarak
azalmamasina ragmen folik aside ek olarak verilen Bj, tedavisi ile anlamli olarak
azaldigi saptanmistir. Li M ve ark (210), folik asid tedavisi ile homosistein
seviyesinde azalmayla birlikte aort dokusunda artan VCAM-1 ekspresyonunun
azaldigim1 saptamiglar ve bunun folik asidin anti-inflamatuvar etkisine bagh
oldugunu savunmuslardir.

B vitaminleri iizerine yapilan klinik ¢aligmalarin sonuclar1 arasinda ise
farlikliklar vardir. Tip II diyabetli ve Hhcy’si olan hastalarda folik asidin endotel
disfonksiyonu iizerine etkisini arastiran Man S. ve ark.’nmin (211) yaptig1 calismada,
Hcy seviyesinde azalma saglanmasina ragmen endotel disfonksiyonu gostergelerinde
anlaml diizelme saptanmamistir. NORVIT (The Norwegian Vitamin) ¢alismasinda
akut kalp krizi sonrasi sekonder korumada B vitaminleri ile homosistein diisiiriicii
tedavinin etkisi aragtinlmistir; B vitamin kombinasyonu veya tekli tedavi alan
gruplarda kardiyovaskiiler 6liim ve komplikasyonlarda azalma saptanmamaistir, hatta
beklenenin aksine kombine tedavi alan grupta klinik son noktalarda artig
saptanmistir. Kalp krizi sonrasinda Bg ile birlikte veya yalmz basina folik asid
tedavisi, tekrarlayan kardivaskiiler olaylarda veya oliimde azalma saglamamustir,
bundan dolayi, boyle bir tedavi kalp krizi ve koroner stent iglemi sonrasi sekonder
korumada oOnerilmemektedir (212). Bizim ¢alismamizda tek basina folik asid lipid
peroksidayonu gostergesi olan MDA seviyesinde azalma saglamamisti. Bu sonug
belki de folik asidin sekonder korumadaki yetersizliginin nedeni olabilir.

Antioksidan tedavinin, grup VI ve VII’nin sonuclariyla degerlendirilmesi:
Calismamizda olusturdugumuz oksidatif strese karsi antioksidan tedavi olarakta C ve
E vitaminin kullandik. C vitamini serbest radikalleri etkisiz kilan ilk sira koruyucu
ajanlardandir. C vitamini fizyolojik konsantrasyonlarda vaskiiler hiicrelerde, LDL

lipid peroksidasyonunu inhibe eder (9).
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Calismamizda kolesterollii diyetle beslenen grup VI’ya C vitamini verildi.
Plazma MDA degerleri arasinda grup II ve VI arasinda fark saptanmadi. Giinel E ve
ark.’nin (186) olusturduklar1 oksidatif strese karsi verilen C vitamini sonrast MDA
degeri, bizim calismamiza benzer saptanmistir. Mahfouz MM ve ark.’nmin (213)
yaptig1t calismada Hhcy olusturulan ratlarla, normal Hcy seviyesine sahip kontrol
grubu MDA degerleri arasinda fark saptanmamistir. Benzer sekilde bizim
calismamizda da Hcy seviyesi yiiksek olan grup VI ve diisiik olan grup IV arasinda
MDA seviyeleri agisindan fark saptanmadi (P=0.565).

Hayvanlarda yapilan c¢alismalarda C vitaminin lipit peroksidasyonuna karsi
koruyucu etkisi tartigmalidir. Oksidatif strese bagli lipit peroksidasyonunu azalttigina
dair ¢alismalar ¢ogunlukta olmasina ragmen etkisiz oldugunu rapor eden ¢alismalar
da mevcuttur (220). Hiperkolesterolemik diyetle ateroskleroz olusturulan bazi
hayvan calismalarinda vitamin C, E ve probukol ile ateroskleroz olusumu
azaltilmistir, fakat bu etkinin yalnizca vitamin C’nin antioksidan etkisine bagli olup
olmadig1 net degildir (220). Ancak C vitaminin bu tiir olumlu etkileri fizyolojik
dozlarin iizerinde saptanmistir, bu nedenle bu bulgularin klinik olarak anlami agik
degildir.

Bizim calismamizda C vitamini verilen grup VI ile grup II arasinda plazma
CAT ve GSH-PX degerleri acgisindan anlamli fark yoktu. Plazma glutatyon ve SOD
degerleri ise grup II’den anlamli olarak daha yiiksekti. Murugesan P ve ark.’nin
(214) yaptiklart calismada, C vitaminin olusturulan oksidatif stres {izerine etkisi
incelenmistir. Bu calismada verilen C vitamini ile oksidatif stres nedeniyle azalan
antioksidan enzimlerin yeniden eski diizeylerine gelmesi saglanmistir ayrica MDA
seviyesi de C vitamini tedavisi ile diisiirilmiistiir. Bizim calismamizda MDA
seviyesinde anlamli degisiklik olusmamasina ragmen SOD ve GLUT seviyeleri C
vitamini tedavisi verilen grupta, grup I’ye gore daha yiiksek tespit edilmistir.
Murugesan P ve ark.’nin yaptiklart calismada CAT ve GSH-PX seviyelerinde
iyilesme saglanirken, calismamizda grup II’ye gore grup VI'da bu parametrelerde
degisiklik saptanmamuistir.

C vitamini kaynagi diyetle alinan sebze ve meyveler olan bazi epidemiyolojik
calismalarda; C vitaminin kardiyovaskiiler mortalite {izerine hem olumlu hem de nétr

etkili oldugu celiskili sonuclar saptanmistir. Olumlu etkilerin tek basina C vitaminine



63

bagli olup olmadig: agik degildir. Kiiciik calismalarda C vitaminin yararl etkileri
rapor edilmis olmasina ragmen, biiyiik kontrollii ve prospektif caligmalarda bu yararli
etki gosterilememistir (220). Analizler, C vitaminin koruyucu roliinii desteklese de,
insanda C vitaminin antioksidan aktivitesi veya klinik yarar1 kesin olarak
gosterilememistir.

The Health Professions Follow-up (40 000 erkek hasta, 4 yil takip), The
Rotterdam (5 000 kisi, 4 yil takip), The Iowa Women’s (35 000 postmenapozal,
koroner arter hastaligi olmayan kadin, 7 yil takip), EPESE (The Established
Populations for Epidemiologic Studies of the Elderly) (11 000 kisi, 6 yil takip) ve C
vitamini ile ilgili tek randomize calisma olan The Chinese Cancer Prevention
calismasinda (30 000 kisi 5 yil takip) C vitaminin kardiyovaskiiler 6liim, oliimciil
olmayan kalp krizi ve koroner revaskiilarizasyon {izerine olumlu etkisi
saptanmamustir. The Scottish Heart Health ¢alismasinda, (12 000 hasta {izerinde 8 yil
takip) C vitaminin yeni koroner arter hastalig1 gelisimi ve tiim nedenlere baglh 6lim
tizerine etkisi arastirilmig, olumlu etki saptanmamistir (221). Bu olumsuz ¢alismalara
ragmen C vitaminin yararh etkisinin gozlendigi calismalarda vardir. The National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES I) (11 000 kisi 10 y1l takip), ve
The Finnish (5 000 kisi 14 yil takip) calismalarinda C vitamini ile kardiyovaskiiler
Oliim oraninda azalma saglanmstir.

Antioksidan etkisinin giiclii oldugu bir¢cok deneysel ¢alisma ile kanitlanmis
olan E vitamini antioksidan tedavi grubumuzun diger elemaniydi. E vitamini ROS’u
engelleyerek LDL kolesterol oksidayonunu engeller, arteriyel duvarda LDL
birikimini, endotele monosit adezyonunu azaltir ve trombosit aktivasyonunu inhibe
eder (221).

Calismamizda kolesterollii diyetle beslenen grup VII'ye E vitamini verildi.
Lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA degeri, tedavi almayan sadece
kolesterollii diyetle beslenen grup II'ye gore grup VII’de, anlamli olarak daha
diisiiktii. Bu bulgumuz E vitaminin lipit peroksidasyonu {iizerine etkisini arastiran
calismalarin biiyiik kismi ile uyumludur. E vitamini verdigimiz grup VII’de CAT ve
GSH-PX seviyelerinde grup II’ye gore anlamli bir degisiklik saptamadik, fakat
GLUT ve SOD seviyelerinin grup II’ye gore daha yiiksek oldugunu tespit ettik.

Gokkusu C ve ark.’nin (184) yaptig1 ¢alismada hiperkolesterolemi ile olusturulan
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oksidatif strese karst kullanilan E vitamini MDA seviyesini diisiirmiigtiir. GLUT
seviyesi calismamizda ve Gokkusu C ve ark.’nin yaptigi calismada E vitamini
tedavisi alan grupta daha yiiksekti. Gokkusu C ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada GSH-
PX seviyesi, tedavi alan grupta plazmada azalmis, SOD seviyesi ise degisiklik
gostermemistir, bizim ¢alismamizda ise GSH-PX seviyesi anlamli olarak degismemis
fakat SOD seviyesi grup II'ye gore daha yiiksek tespit edilmistir. Bansal AK ve
ark.’nmin (215) yaptiklar1 calismada oksidatif strese karst E vitaminin koruyucu
antioksidan etkisi arastirilmig, MDA seviyesinin tedavi verilen grupta azaldigi tespit
edilmistir. CAT, GLUT ve GSH-PX seviyesi tedavi alan grupta daha yiiksek tespit
edilmis, SOD seviyesinde degisiklik izlenmemistir. Giinel E ve ark.’nin (186) yaptig1
calismada, olusturduklar1 oksidatif strese E vitaminin etkisini incelemisler ve tedavi
alan grupta MDA seviyesinin azaldigini tespit etmislerdir. Dillioglugil MO ve
ark.’nin (216) verdikleri bir ajana bagli olusan oksidatif strese karst E vitaminin
etkisini arastirdiklar calismada, E vitamini tedavisi verilen grupta MDA seviyesinin
distiigli, GLUT ve SOD seviyelerinin ise tedavi verilmeyen gruba gore arttifi
saptanmustir. Seven A ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada, deneysel diyabete baglh gelisen
oksidatif strese E vitaminin etkisi arastinlmistir (217). MDA seviyesi agisindan
gruplar arasinda fark saptanmamustir.

Bircok deneysel calismada faydasi gosterilen E vitaminin ateroskleroz
iizerine etkisini arastirmak icin pek ¢ok klinik ¢alisma yapilmistir. ilk epidemiyolojik
calisma olan MONICA (Monitoring Trends and Determinants in Cardiovascular
Disease) calismasinda plazma E vitamini seviyesi ile iskemik kalp hastalig1 ve inme
riski arasinda negatif korelasyon saptanmugstir (222). The US Nurses’ Health (87 000
hasta, 8 yil takip) ve The Health Professions (40 000 hasta, 4 yil takip ) (221)
caligmalarinda E vitamini ile koroner arter hastalifi ve o6liim riskinde anlamh
olmayan bir azalma saptanmistir. Finnish (5 000 kisi 14 il takip) ve CLAS
(Cholesterol-Lowering Atherosclerosis Study) (223) calismalarinda koroner 6liimiin
anlaml olarak E vitamini ile azaldigi saptanmistir. The Scottish Heart Health
calismasi ve The Rotterdam (221) ¢alismasinda yeni koroner arter hastaligi olusumu
ve 0liim iizerine E vitaminin azaltic etkisi gosterilememigtir.

E vitamini ile ilgili ilk randomize cift kor calisma ATBC (The Alpha-

Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention) (224) calismasinda E vitamini
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Olimciil olmayan kalp krizi riskini azaltmasina ragmen koroner arter hastaligina
bagl Oliimlerde anlamli olmayan bir artisa sebep olmustur. Koroner arter hastaligi
kanitlanmig 2 002  hastanin alindifit CHAOS (The Cambridge Heart Antioxidant
Study) (224) calismasinda Oliimciil olmayan kalp krizinde azalma saglanmasina
ragmen kardiyovaskiiler Oliimlerde anlamli azalma saptanmamistir. The Gruppo
Italiano per lo Studio della Sopravvienze nell’ Infarto Miocardico (GISSI) ve HOPE
(The Heart Outcomes Prevention Evaluation) (224) calismalarinda E vitaminin
kardiyovaskiiler olaylar {izerine olumlu etkisi saptanmamuistir.

C ve E vitaminin kullamildig1 bir¢ok deneysel ve klinik calisma sonuclari
arasinda farkliliklar oldugunu, bizim ¢alisma sonuglarina benzer bulgular oldugu gibi
farkliliklarin da sonuclara yansidigini gordiik.

Yapilan ¢alismalarin sonucunda E vitamini, primer korumada, ¢aligsmalarda
yiiksek riskli hastalarin degerlendirildigi sekonder koruma caligmalarina gore daha
etkin gibi goziikmektedir. Bununla birlikte bazi1 calismalarda E vitaminin endotel
disfonksiyonunu ve plak riiptiiriinii engelledigi gosterilmistir. Elde edilen bu gibi
sinuglar, E vitamininin sekonder korumada da etkili olabilecegini diisiindiirmektedir
(224).

Kalp ve damar dokusuna ait sonuglarin degerlendirilmesi: Kalp ve damar
dokusunda, lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri grup II'de,
normal yemle beslenen grup I'e gore daha yiiksek saptandi. Verilen vitamin
tedavileri ile dokularda artan MDA seviyelerinin diistiigiinii, diger dir deyisle doku
seviyesinde oksidatif strese bagli lipid peroksidasyonunun azaldigini1 saptadik.
Sudhabar V ve ark (208) yaptiklar1 calismada, hiperkolesterolemik ratlarin kalp
dokusunda MDA degerini ¢calismamizdakine benzer sekilde yiiksek tespit etmislerdir.
Kumar SA ve ark.’nin (207) yaptiklar1 ¢alismada, olusturduklar1 hiperkolesterolemik
rat grubunda calismamiza benzer sekilde kontrole gore doku MDA seviyesinde artis
saptanmistir. Hagar HH ve ark.’min (185) yaptig1 calismada olusturulan oksidatif
strese kars1 verilen B, ve folik asid tedavisi sonrasi, ¢alismamizdaki sonuca benzer
sekilde kalp dokusu MDA seviyesi azalmistir. Gokhan M ve ark.’nin (218) yaptiklar
calismada olusturulan oksidatif strese karsi verilen E vitamini ile kalp dokusunda
artan MDA seviyelerinde azalma saglanmistir. Loo BVD ve ark.’min yaptig

calismada kalp ve aort dokusunda, ilerleyen yasla birlikte artan oksidatif stresi
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dengelemek icin E vitamini seviyesinin geng ratlara gore arttigini tespit etmislerdir
(219).

Grup II’de kalp dokusuna ait CAT ve SOD seviyeleri yiiksek GLUT seviyesi
diisiik tespit edilmistir. GSH-PX seviyesinde anlamli degisiklik olmamistir. Sudhabar
V ve ark.’nin (208) yaptiklart calismada hiperkolesterolemik ratlarin kalp
dokususunda SOD, CAT ve GSH-PX seviyeleri kontrole gore daha diisiik
saptanmistir. Kalp dokusuna ait tedavi verilen gruplarin hepsinde, artmis CAT
seviyesinin daha da arttifi, artan SOD seviyesinin azaldigi ve azalan GLUT
seviyesinin arttigin1 saptadik. GSH-PX seviyesinde anlamli degisiklik saptanmada.
Gokhan M ve ark.’nin (218) yaptiklar1 calismada E vitamini ile kalp dokusunda
oksidatif stres nedeniyle azalan GLUT diizeyi artmistir. Hagar HH ve ark.’nin (185)
yaptig1 ¢calismada verilen B, ve folik asid tedavisi sonrasi azalan kalp dokusu GLUT
seviyesi ¢alismamiza benzer sekilde artmistir. Bu calismanin sonucunda diyetle fazla
miktarda folik asid ve Bj, alinmasinin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu
oldugu vurgulanmistir.

Grup II’de damar dokusuna ait CAT, SOD ve GSH-PX seviyeleri artmuis,
GLUT seviyesi ise azalmis olarak tespit edilmistir. Sharma RC ve ark. (205)
immunohistokimyasal doku calismasinda, aterosklerotik tavsan aort dokusunda SOD,
CAT ve GSH-PX aktivitelerini c¢alismamiza benzer sekilde artmis olarak
saptamislardir. Calismamizda verilen vitamin tedavisi ile artan CAT seviyesi grup
IV, VI ve VII'de azalmis, grup II ve V’de degisiklik saptanmamistir. Azalan GLUT
seviyesi grup III, IV ve VII’de artmasina ragmen grup V’de degisiklik
saptanmamustir. Grup II’de artan SOD seviyesi grup III’de degismemis, diger tedavi
gruplarinda ise daha da artmistir. Grup II’de artan GSH-PX seviyesi grup III’de
azalmig, grup IV’de artmis olarak tespit edilirken grup V, VI ve VII'de degisiklik
saptanmamigtir.

Literatiirde hiperkolesterolemi ve hiperhomosisteinemi sonrasi artan oksidatif
strese karsi, calismamizdaki gibi diizenlenmis tedavi rejiminin oldugu yeterli sayida
calisma olmamasi nedeniyle sonuclarimizla diger c¢alisma sonuglar1 arasinda daha
fazla karsilastirma yapilamadi.

Calismamiz1 genel olarak toparlayacak olursak; antioksidan etkisi bir¢cok

calismayla kanitlanmis C ve E vitamini ile homosistein diisiiriicii ve antioksidan
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etkisi bilinen folik asid ve Bjy’nin ateroskleroz patogenezinde c¢ok Onemli olan
oksidatif stres iizerine etkisini arastirdik. Yapilmis calismalarda bu vitaminlerin
antioksidan sistem iizerine etkileri farklilik gostermektedir. Oyle ki verilen vitamin
antioksidan sistemde azalma olusturursa, bu bulgu verilen vitaminin oksidatif stresle
miicadele ettigi ve biyolojik antioksidan sistemin refleks olarak artisinin bu nedenle
goriilmedigi seklinde yorumlanabilmektedir. Yine eger verilen vitamin antioksidan
sistemde artis olusturuyorsa, bu da verilen vitaminin oksidatif stresle miicadele
ederek, refleks olarak artmis biyolojik antioksidan sistemin oksidatif stres tarafindan
tilketilmesini engelledigi seklinde yorumlanabilmektedir. Bize gore her iki yorum da
dogrudur, nitekim bizim c¢alismamizda da verilen tedavi ile antioksidan sistem
elemanlarinda plazma ve doku seviyesinde birbirinden farkli sonuclar elde edilmistir.
Bu konularda yapilmis bircok calismada bu bulguyu destekleyici niteliktedir. Onemli
olan doku ve plazma antioksidan sistemindeki bu degisikliklerin klinige nasil
yansidigidir. Vitaminlerin kardiyovaskiiler klinik faydalar: iizerine yapilan primer ve
sekonder koruma ile ilgili calismalarda olumlu ve olumsuz sonuclar elde edilmistir.
Klinik c¢alismalardaki gruplar birbiri ile homojen olmadigi i¢in bu c¢alismalarin
sonucunda vitaminlerin kardiyovaskiiler klinik iizerine faydali etkileri olmadigin
sOylemek dogru olmayacaktir.

Sonug olarak; aterosklerozun 6nemli bir basamagini olusturan oksidatif strese
karst biyolojik olarak var olan antioksidan sistemlere destek olarak verilen
vitaminler, antioksidan sistemlerle birlikte hareket ederek oksidatif stresi kismen de
olsa baskilayabilmektedir. Calisma verilerimiz, vitaminlerde ateroskleroz gelisimini
engelleyebilme ya da yavaglatabilme potansiyeli olabilecegini diistindiirtmektedir.
Bu nedenle, elde ettigimiz sonuclar dogrultusunda oksidatif strese karst var olan
savunma sistemimizi giiclendirmek i¢in vitaminden zengin beslenmeyi Onermek

dogru bir yaklagim olacaktir.
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OZET

Deneysel Ateroskleroz Modelinde Homosistein Diisiiriicii ve Antioksidan

Tedavinin Anti-Aterosklerotik Etkinligi

Bir¢ok deneysel calismada, sadece endotelyal hiicreler, vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve adventisyal hiicreler tarafindan iretilen serbest oksijen radikallerinin
ateroskleroz icin onemli bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Hiperkolesterolemi,
diyabet, yiiksek tansiyon, sigara ve yaslanma ile ROS artmaktadir.
Hiperkolesterolemi, ateroskleroz ve aterosklerozun neden oldugu kardiyovaskiiler
hastaliklarda ¢ok ©Onemli rol oynar. Hiperkolesteroleminin serbest oksijen
radikallerinin olusumunu arrtirdig1 ve bu sekilde endotelyal hiicre hasar1 meydana
getirerek ateroskleroz basamaginda yer aldigini gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Bazi  olumsuz  prospektif caligmalara ragmen, kanitlarin = ¢ogu
hiperhomosisteineminin ateroskleroz icin bagimsiz bir risk faktorii oldugunu
gostermektedir. Deneysel calismalar homosisteinin, oksidatif stress nedeniyle oldugu
diisiiniilen vaskiiler endotele toksik etkisiyle aterogeneze neden olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismamizda antioksidan ve homosistein diisiiriicii tedavinin ateroskleroz
izerine etkisini incelemeyi amacladik. Antioksidan olarak vitamin C ve vitamin E’yi,
homosistein diisiiriicti tedavi olarakta folik asid ve By,’yi kullandik.

Calismada Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan temin
edilen Wistar albino cinsi siganlar kullanildi. Calismada, Siilleyman Demirel
Universitesi Deney Hayvanlar1 laboratuari ve biyokimya laboratuari imkanlari
kullanildi. Sigcanlar 4.5 aylik calisma donemi sonrasi kan ve doku oOrneklerinden
antioksidan enzimlerin calisilmasi i¢in oldiiriildii. SOD, CAT, GLUT ve GSH-PX
seviyeleri, Hey, TK, TG seviyeleri ¢alisildi.

Antioksidan enzim seviyelerinin, tedavi verilen gruplarda degistigi saptandi.
Bu degisiklik, antioksidan vitaminlerin oksidatif stresi kismende olsa
baskilayabilecegini gostermistir. Bu bulgular antioksidan vitaminlerin ateroskleroz

gelisimini yavaglatabilecegini belki de durdurabilecegini diisiindiirtmektedir.
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Sonug olarak, antioksidan vitaminler oksidatif strese karsi etkilir, fakat bu
faydali etki klinik olarak acik¢a tespit edilmemistir. Bu konu iizerine daha cok,

primer ve sekonder koruma caligmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler; Ateroskleroz, Oksidatif stres, Homosistein
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SUMMARY

Anti-Atherosclerotic Effect of Antioxidant and Homocysteine Lowering

Therapy in Experimental Atherosclerosis Model

A large number of studies in experimental animals have shown that the
common risk factors for atherosclerosis increase production of free oxygen radicals,
not only by endothelial cells but also by vascular smooth muscle cells and adventitial
cells. Hypercholesterolemia, diabetes, hypertension, smoking and aging increase
production of reactive oxygen species. Hypercholesterolemia plays an important role
in atherosclerosis and related cardiovascular disease. There are most study, which are
strong evidence that hypercholesterolemia increases production of free oxygen
radicals and leads to endothelial cell injury, which sets the stage for atherosclerosis.

Despite a number of negative prospective trials, the evidence overall indicates
that hyperhomocysteinemia is an independent risk factor for atherosclerosis.
Experimental studies suggest that homocysteine may promote atherogenesis through
its toxic effects on the vascular endothelium, which is likely mediated through
oxidative stress.

We aimed to search that the effect of antioxidant and homocysteine reducing
therapy on atherosclerosis in this study. We used vitamin C and vitamin E as
antioxidant, and used folic acid and B, as homocysteine reducing therapy.

Wistar albino rats which were supplied from Akdeniz University
Experimental Animals laboratory were used. This study was carried out in Suleyman
Demirel University Experimental Animals laboratory and Biochemistry laboratory.
After all the animals were sacrificed at the end of 4.5 months, blood and tissue
samples were collected to analyze SOD, CAT, GLUT, GSH-PX, Hcy, TG, total
cholesterol.

In treated groups, antioxidant enzymes were determined various levels. The
changes of antioxidant enzymes shown that, antioxidant vitamins decreased
oxidative stress also as partly. This finding was thought that, antioxidant vitamins

might have slowed or perhaps stopped atherogenesis.
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In conclusion, antioxidant vitamins are effective to prevent oxidative stress
induced by hypercholesterolemia, but this beneficial effect has not to be definitively

proven in clinical study. Therefore, we need more primary and secondary prevention

study about of this subject.

Key Words: Atherosclerosis, Oksidative stress, Homocysteine.
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