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1. OZET

Nitrik oksit biyoyararlanimi, lipid profili ve oksidatif degisiklikler ile
karekterize hiperkolesterolemi, ateroskleroz i¢cin onemli risk faktorlerinden biridir.
Bu calismada, yiiksek kolesterol ile indiiklenen hiperkolesterolemide melatoninin
lipid parametrelerine, aterojenik indekse, asimetrik dimetil arjinin (ADMA),
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) diizeylerine, sliperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesine karaciger fonksiyon testlerine, in vitro o, adrenerjik uyarimla meydana
gelen kasilma ve endotelyuma bagl gevseme cevaplarina, karaciger ve aortta vaspin,
visfatin diizeylerine ve histolopatolojik degisimlere etkisinin incelenmesi amaglandi.
Ayrica melatoninin bu etkileri atorvastatin ile karsilastirildi.

Sicanlar 5 gruba ayrildi (n:7). 8 hafta boyunca kontrol grubu normal yemle,
diger gruplar % 2 kolesterol ve % 0.5 kolik asit diyeti ile beslendi. Melatonin bir
gruba kolesterol ile es zamanli verilirken, diger gruba son 2 hafta uygulandi.
Atorvastatin (10 mg/kg/giin) gavaj ile son 2 hafta uygulandi. Deney sonunda izole
edilen torasik aort halkalarindan fenilefrin (Phe) ile kasilma, asetilkolin (ACh) ile
gevseme yanitlar1 kaydedildi. Serum lipid parametreleri (trigliserit, total kolesterol,
HDL, LDL) kit yardimiyla otoanalizorde Olciildii. Karaciger, bobrek ve aort
dokularinda histopatolojik incelemeler yapildi. MDA ve GSH diizeyleri, SOD
aktivitesi spektrofotometre ile, karaciger ve aortta vaspin-visfatin diizeyleri Western-
Blot ile serum ADMA diizeyleri HPLC ile olciildii.

Hiperkolesterolemi ile artan serum lipid parametreleri, aterojenik indeks ve
karaciger fonksiyon testleri ve ACh-ECsy degerleri, ADMA diizeyi ve oksidatif

degisiklikler melatonin ve atorvastatin uygulamasi ile azaldi. Karaciger ve aort



dokusunda hiperkolesterolemi grubunda goriilen vaspin, visfatin diizeylerindeki
degisimleri melatonin ve atorvastatin uygulamalar1 azaltt1.

Melatoninin hiperkolesterolemide koruyucu ve tedavi edici etkilerinin
olabilecegi, atorvastatin ile benzer etkiler olusturabilecegi ve klinik olarak test

edilebilecegi diistiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: hiperkolesterolemi, melatonin, ADMA, oksidatif stres, vaspin,

visfatin



2.ABSTRACT

Effects of Melatonin on Atherogenic Index, Oxidative Stress, Vaspin, Visfatin
Levels and Endothelium-Dependent Relaxation Responses in Experimental

Hypercholesterolemia

Hypercholesterolemia, characterized by nitric oxide (NO) bioavailability,
lipid profile and oxidative stress changes, is one of the important risk factors for
atherosclerosis. In this study, it was aimed to investigate effects of melatonin on lipid
parameters, atherogenic index, ADMA, MDA, GSH levels, SOD activites, liver
function tests, contractions of resulting in vitro «l adrenergic stimulation and
endothelium-dependent relaxation responses, vaspin-visfatin levels in liver and aorta
and also effects on histopathological changes in high-cholesterol diet-induced
hypercholestremia. Also, effects of melatonin on these parametres were compared
with atorvastatin.

Rats were divided into 5 groups (n:7). While Control group was fed with
normal diet, other groups were fed with % 2 cholesterol and % 0.5 cholic acid diet
for 8 weeks. Melatonin was administrated both concurrently with cholesterol and
only last 2 weeks. Atorvastatin (10 mg/kg) was administered by gavage only last 2
weeks. At the end of the experiment Phe-Ach responses from isolated thoracic aorta
rings were recorded. Serum lipid parameters and liver function tests were measured
in the autoanalyser according to appropriate kit protocol. Histopathological
examinations were performed in liver, kidney and aorta tissues. The tissue, MDA,
GSH levels; SOD activities were determined by spectrophotometry, vaspin and
visfatin levels were detected by Western-Blot and serum ADMA levels were

measured by HPLC.



Rising lipid parameters, atherogenic index, liver function tests, ACh ECsg
values ADMA levels and oxidative changes cause of hypercholesterolemia,
decreased with melatonin and atorvastatin treatment. The changes of vaspin, visfatin
levels in liver and aorta tissues were decreased by treating melatonin and atorvastatin

treatments in hypercholestremia group.

It is thought to melatonin may have protective and therapeutic effect on

hypercholestremia, and create similar effects with atorvastatin and test clinically.

Key words: hypercholesteremia, melatonin, ADMA, oxidative stress, vaspin

visfatin,



3. GIRIS

Hiperkolesterolemi, basta ateroskleroz olmak iizere oksidatif stres,
inflamasyon ve endotelyal disfonksiyonu igeren kardiyak ve serebrovaskiiler
hastaliklarla iligkilidir (1). Yapilan prospektif ve epidemiyolojik ¢aligmalar, yiiksek
serum kolesterol diizeylerinin kardiyovaskiiler hastaliklara bagli mortaliteyi
artirdigini, tedavi yontemleri ile serum kolesterol diizeylerinin diisiiriilmesinin ise
mortaliteyi azalttigini gostermistir (2).

Aterosklerozun olugmasinda ilk basamagim endotel disfonksiyonu geligmesi
oldugunu gosteren deneysel kanitlar elde edilmistir. Diyabetli veya esansiyel
hipertansiyonlu hastalarda oldugu gibi hiperkolesterolemide de yapisal damar
degisiklikleri veya klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan cok oOnce, damar endotel
fonksiyonu bozulur (3).

Endojen ve kompetetif nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii olan ADMA, L-
arginin'in hiicre i¢ine almimini engelleyerek NO sentezinde azalmaya neden olur.
Ortamda NO azalmasi, endotelyum bagimmli vazodilatasyonun bozulmasina ve
endotelyal disfonksiyon gelismesine neden olur. Hiperkolesterolemi ve koroner arter
hastaligi olan insanlarda serum ADMA seviyeleri artar. Artan kolesterol
seviyelerinin ~ ADMA’nin  artmasma  katkida  bulundugu  gosterilmistir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde ADMA’nin rolii ile ilgili artan bilgiler
onun yeni tedavi stratejilerinin hedeti olabilecegini diisiindiirmektedir (3).

Asir1 oksidatif stres veya antioksidan potansiyelin yetersizliginde gozlenen
oksidatif hasar sonucu, lipid peroksidasyon tiriiniit MDA diizeyi artarken, antioksidan
GSH diizeyi ve SOD aktivitesi azalmaktadir. Bu molekiillerin bir¢ok kardiyovaskiiler

olayda rol oynadigi bilinmektedir (4).



Visfatinin endotelyal disfonksiyon ve ateroskleroz gelisimine neden olan
proinflamatuvar 6zellikleri kesfedilmistir. Visfatinin damarlar iizerine hem akut hem
de kronik etkileri vardir. Obezite ve tip 2 diyabet gibi kronik hastaliklarda yiiksek
visfatin diizeyleri endotelyal disfonksiyon, anjiogenez ve aterosklerotik plak
bozukluguna sebep olurken, akut visfatin tedavisi endotelyal hiicrelerde eNOS
ekspresyon ve aktivitesini arttirir ve direk olarak kardiomiyositleri akut iskemi-
reperflizyon hasarina karsi korur. Koroner arter hastalarinin plak riiptiir bolgelerinde
visfatin expesyonunun yiiksek oldugu goriilmiistiir (5, 6).

Vaspin aterosklerozun daha koétiilesmesini engellemeyi amaclayan bir
adipokinin oldugu bildirilmistir Vaspinin insiilin duyarl etkileri araciligiyla vaskiiler
endotelyal hiicrelerde serbest yag asitlerinin neden oldugu apoptozisi dnleyebildigi
gosterilmistir (8). Diisiik vaspin diizeyleri ile ateroskleroz gelisimi ve ilerlemesi
arasinda iligski oldugu goriilmiistiir. Vaspin adipokinleri ve vaskiiler hiicrelere bagh
sitokinleri azaltarak inflamatuvar siireci inhibe edebilir. Hiperkolesterolemide vaspin
ve visfatinin etkileri ile ilgili calisamalar smirlidir. Bu adipokinler, aterosklerozu
onleyici tedaviler agisindan hedef haline gelebilir (7).

Melatonin seviyesi kardiyovaskiiler hastaliklarda diiser ve buna bagl olarak
endotel disfonksiyonu meydana gelir. Melatoninin; antihipertansif, antiiskemik ve
antioksidan ozellikleri kardiyovaskiiler patolojilerin tedavisinde ve Onlenmesinde
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (8).

Yapilan calismalarda yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen sicanlarda
melatonin uygulamasinin kan kolesterol diizeylerinin diismesine (9), kolesterol
metabolizmasmin diizenlenmesine ve oksidatif hasarin Onlenmesine katkida

bulundugu gosterilmistir (10).



3.1. Kolesterol

Kolesterol, hayvan dokularmin karekteristik steroid alkoliidiir. Dokularda ve
plazmada lipoproteinlerin igerisinde serbest kolesterol veya uzun zincirli yag asiti ile
birlesmis olarak kolesteril esteri halinde bulunur. Bir¢cok dokuda asetil-KoA‘dan
sentezlenir ve sonunda safrada, kolesterol veya safra tuzlari halinde atilir. Ayrica
kolesterol membranlarin  akigkanligin1 diizenler. Kortikosteroidler, cinsiyet
hormonlari, safra asitleri ve D vitamini gibi diger tiim steroidlerin onciistidiir (11).
Hem kolesterolii hiicrelere tasiyan diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL), hem de
trigliseridleri tasiyan ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL) ateroskleroz
olusumunda 6nemli rol oynarlar. Buna karsilik yiiksek dansiteli lipoproteinlerin
(HDL) aterosklerozun gelisimi ile ters yonde etkilesimi oldugu saptanmistir (12).

3.2. Lipoproteinler

Lipoproteinlerin genel islevi, suda ¢oziinmeyen lipidlerin, ¢oziiniir lipid ve
protein kompleksi seklinde kanda tasmmalarmi1 saglamaktir. Lipoproteinler,
cekirdeklerinde hidrofobik lipidler (trigliserid ve kolesterol esterleri) igeren, protein
yiizey tabakalarinda ise serbest kolesterol ve fosfolipidler (daha hidrofilik yapitaslari)

tastyan kiiresel parcaciklardir (13).



Lipoprotein
Fasfolipit Protein tiplerinin

bilesimi

Silomikronlar

ok digik
yogunlukiu
lipopratein (VLOL)

Orta yodunluklu
lipoprotein (IDL)

Doguk yoguniuklu
lipopratein (LOL)

Kolesterol Trigxllisericller
Anahtar Yiksek yoguniuklu
] Protein lipoprotein (HDL)
[] Fostolipit
B Kolesterol

B Trigliseridier

Sekil 1. Lipoproteinlerin siniflandiriimasi

3.2.1. Silomikronlar

Silomikronlar plazma lipoproteinlerinin en biyiikleridir. %98-99 oraninda
lipid ve %1-2 proteinden olusurlar. Trigliseridlerle beraber hem fosfolipidler hem de
kolesterol biiyiik silomikron partikiillerinin yapiminda kullanilirlar (14).

3.2.2 Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL)

%85-90 arasinda lipid (%55 trigliserid, %20 kolesterol, %15 fosfolipid) ve
%10-15 protein igerir. VLDL karacigerde yapilir ve iiretimi hepatositlere yag asidi
saglanmastyla uyarilir (15).

3.2.3. Orta Yogunluklu Lipoproteinler (IDL)

Normal olarak plazmada ¢ok diigiik konsantrasyonlarda bulunur; biiytikliik ve

icerik agisindan VLDL ve LDL arasinda yer alir. VLDL’ nin katabolizma iirlini,



LDL’nin onciiliidiir. LDL reseptorii ile uzaklastirilir. Siklikla bir tip VLDL artig1
oldugu ve aterojenik oldugu diisiintiliir (16).

3.2.4. Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (LDL)

Plazmada baslica kolesterol tasiyic1 lipoproteindir; total plazma
kolesteroliiniin yaklasik %70°1 LDL’dedir. LDL yaklasik %75 lipid (%35 kolesterol
esteri, %10 serbest kolesterol, %10 trigliserid ve %20 fosfolipid) ve %25 proteinden
olusur. Yaklasik %75 LDL alimi, hepatositlerce saglanir. LDL’ nin aterojenik oldugu
bilinmektedir (17).

3.2.5. Yiiksek Yogunluklu Lipoproteinler (HDL)

HDL, cap1 kiigiik partikiillerdir. Yaklasik %50 lipid (%25 fosfolipid, %15
kolesterol esterleri, %5 serbest kolesterol, %5 trigliserid) ve %50 proteinden olusur.
HDL, lipidlerin lipoproteinler ve hiicreler arasmmda dagilimmmi saglar. Diger
lipoproteinlerden veya asir1 kolesterolii olan hiicre zarlarindan miikemmel serbest
kolesterol alicilaridirlar ve atilim icin karaciger veya kolesterole ihtiyaci olan
hiicrelere aktarir. Bir miktar HDL de karaciger tarafindan alinarak yikima ugratilir
(18).

National Cholesterol Education Program (NCEP), Adult Treatment Panel
(ATP) III kilavuzuna gore kolesterol degerlerinin simiflandirilmas: asagida

belirtilmistir;



Tablo 1. Kolesterol degerlerinin siniflandirilmasi

Lipoprotein Diizey (mg/dl) Smiflandirma
LDL Kolesterol <100 Optimal
100-129 Sinirda
130-159 Sinirda yiiksek
160- 189 Yiiksek
>190 Cok yiiksek
Total Kolesterol (TK) <200 Istenen Diizey
200-239 Sinirda Yiiksek
>240 Yiksek
Trigliserit (TG) <150 Normal
150-199 Sinirda yiiksek
200-499 Yiiksek
>500 Cok yiiksek
HDL Kolesterol <40 Diisiik
>60 Yiksek

3.2.6 Aterojenik indeks

Son wyillarda yapilan c¢aligmalarda Ozellikle lipoproteinlerin partikiil
biiytikligl tizerine yogunlagilmistir. Kiiclik ve yogun LDL partikiilleri aterogenez
acisindan giiclii bir risk faktorii olarak tanimlanmistir. Yine bu profile sahip
hastalarda, yiiksek trigliserit (TG) ve diisiik HDL diizeyleri ile beraber kii¢iik, yogun
LDL diizeyleri arasinda kuvvetli bir iliski saptanmistir (16). Bu nedenle aterojenik
indeksin belirlenmesi aterosklerotik kronik kalp hastaligi (KKH) riskini belirlemede
onemli bir Ol¢iimdir ve koroner darligi saptanan hastalar1 normal bireylerden
ayirmada bir kriter olarak degerlendirilebilir.

3.3. Ateroskleroz

Ateroskleroz, hiicresel ve humoral immun cevabin katildig1 orta biiytikliikte ve
daha biiyiik arterlerin kalinlasmas1 ve sertlesmesi sonucu damar liimeninin aterosklerotik
plaklarla daralmasi ile olusan inflamatuvar bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (19).

Aterogenezis ¢ocukluk ve ergenlik doneminde yavas ilerleme gosterirken; eriskin
yasamda ise daha hizli bir progresyona ulasarak yiliksek morbiditeye ve 6liimciil olabilen
klinik durumlara yol acar. Erken baslayan degisikliklerden aterom plagina kadar, genetik
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ve cevresel faktorler, oksidize olmus LDL’ nin (ox-LDL) lokal ve sistemik diizeyleri,
inflamatuvar kemokinler, vaskiiler adezyon molekiilleri, serbest radikaller, inflamatuvar
hiicreler, endotele ait diger faktdrler (NO, ADMA) ve biiylime faktorleri sorumlu
gortinmektedir (20).

Kan kolesterol diizeylerinin disiiriilmesinin KKH riskini azaltmasi yaninda
periferik arterlerdeki ve koroner arterlerdeki mevcut aterosklerotik lezyonlarin
gerilemesini de saglayabileceg§i bugiline kadar yapilan cesitli caligmalarla
gosterilmistir (20).

Plazmanm TG diizeyinin veya trigliseritten zengin plazma lipoproteini tiirii
olan VLDL i¢indeki kolesterol fraksiyonunun yiiksekligi ile KKH arasinda bagimsiz
bir iligki oldugu kesin olarak gosterilmis degildir; ancak aralarindaki ters oranti
nedeniyle trigliseritten zengin lipoproteinlerin artmasma HDL kolesterol
konsantrasyonu azalmasi eslik ettigi i¢in, arada dolayl bir iliski de vardir. VLDL nin
aterogeneze katkisinda plazmadaki diizeyinden ¢ok, VLDL partikiiliiniin
biiytikligliniin ve alt-tipinin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. HDL disiikligii,
ateroskleroz i¢cin bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (21).

Plazmada TK, LDL ve HDL ile ateroskleroz arasindaki iligskiyi gdsteren
birkag¢ bulgu soyledir:

i) Ozellikle koroner hastaligi olan hastalar saglikli insanlara oranla daha
yiiksek serum kolesterol diizeyi gosterirler.

ii) Serum kolesterol diizeyi yiliksek olan toplumlarda ateroskleroz ve onun
komplikasyonlar1 daha sik goriiliir. Serum kolesterol diizeyi, yasma gore, toplumun
en tist beste-birinde (yaklasik 230 mg/dL’ nin iistiinde) bulunan orta yash erkeklerde

65 yasindan 6nce koroner arter hastaligindan 6liim (*‘koroner 6liimii’”) riski yaklagik
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% 10 oldugu halde, kolesterol diizeyi, en alt beste-birde (yaklasik 170 mg/dL’nin
altinda) bulunanlarda risk %3 tiir.

iii) Plazma LDL kolesterol diizeyindeki her 30 mg/dL’ lik bir degisme (artma
veya azalma) KKH riskini yaklasik %30 oraninda degistirir.

iv) HDL kolesterol diizeyindeki her 5 mg/dL’ lik artmanin bu riski yaklasik
% 10 azalttig1 kaydedilmistir.

v) Deney hayvanlarini kolesterolden zengin olan ve bdylece serum kolesterol
diizeyini arttiran diyetle beslemek suretiyle, onlarin arterlerinde aterosklerotik
lezyonlar olusturmak miimkiindiir.

vi) Aterosklerozlularda intima altinda toplanan, kolesterolden zengin
lipidlerin olusturduklar1 aterom plaklarinda lipid bilesimi, serumdaki lipidlerin
bilesimine paralellik gosterir (21).

3.3.1. Arter Duvarimin Yapisi

Arter duvar1 genel olarak 3 tabakadan olugmaktadir.

Tunika Intima (i¢ tabaka): icte endotel hiicre dizisi, bunun altinda bazal
lamina ve gevsek bir fibroelastik bag dokusundan olusan subendotelial tabakadan
meydana gelir (22).

Tunika Media (Orta tabaka): Arter duvarinin en genis tabakasidir. Hiicreler
arasinda dagilmis elastik ve kollajen fibriller ile proteoglikanlar bulunur.
Ekstraselliiler matriks diiz kas hiicrelerince olusturulur (22).

Tunika Adventisya (Dis tabaka): En dis tabaka olan tunika adventisyanin,
arter dengesi ve patolojisinde ¢esitli rolleri vardwr. Daha ¢ok uzunlamasina

diizenlenmis kollajen ve elastik fibrillerden olusan bir bag dokusu yapisindadir. I¢
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kismi fibrozdiir ve 6n planda kollajen ve elastinden olusur. Adventisya liflere ek
olarak fibroblastlar, mast hiicreleri, adipositler ve sempatik sinir uclarini igerir (22).

Endotel Hiicreleri: Arterin intima bdlgesinde bulunan endotel hiicreleri, kan
ile temas1 saglayan yiizeyi olusturur. Endotel hiicreleri, ateroskleroz gibi arter
hastaliklarinda bozulan, ileri diizeyde diizenlenen ana bir mekanizmaya sahiptir ve
uzun siireli temaslar sirasinda kani sivi durumda tutabilecek yiizeylerden birini
saglayabilmektedir (23).

Diiz Kas Hiicreleri: Biiylik aterosklerotik arter tiplerinde, anormal diiz kas
kasilmasi, kan akigini bozan bir ateroskleroz komplikasyonu olan vazospazma neden
olabilmektedir. Diiz kas hiicreleri, normal vaskiiler homeastazinda oldugu gibi
aterosklerotik lezyonlarin olusumu ve gelisiminde kilit bir rol oynayan ekstraseliiler
matriksi sentezlemektedir. Bu hiicreler go¢ ederek ve proliferasyonla aterosklerozun
intimal hiperplastik lezyon olusumuna katki saglarlar (23).

3.3.2. Aterosklerozun Patogenezi

Aterosklerotik patojenik siire¢ hayatin erken doneminde, dogum sonrasi
gelisim ve olgunlagsma doneminde baslar ve tromboz, kanama, birikim, daralma gibi

birka¢ sonug seklinde dmiir boyunca kademeli olarak ilerleyebilir (24) (Sekil 2).
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Sekil 2. Aterosklerotik siire¢

Aterosklerotik plagin patojenik siirecin agamalar1 ilerleyici ve ciddiyetini
yansitan lezyonlar1 alt1 ana gruba ayrilarak histolojik olarak karakterize edilmistir.
Damar duvarinda adaptif intima kalinlagmasi gibi fizyolojik degisikliklerin roliinii de
dikkate alan histopatolojik simiflandirma; morfolojik degisikliklerin ve klinik
sonuclarin daha anlasilir olmasini saglamaktadir (25).

En erken histopatolojik degisiklik endotel tabakasinin adaptif kalinlagsma (tip
I lezyon) 'dir. Bir tip I lezyon yalnizca mikroskopi ve/veya kimyasal analizi
kullanilarak tespit edilebilir ve temel olarak ¢ocuklarda koroner arterlerde ve zaman
zaman geng yetiskinlerin arterlerin daha az hassas bolgelerinde goriilmektedir. Tip II
lezyonda, makrofaj koptik hiicreleri daha fazla sayidadir ve arterlerin i¢ yiizeyinde
sar1, ylizeyden kabarik cizgi olarak yagli ¢izgilenmeler seklinde goriiniirler. Lipidler
makrofaj ve T hiicrelerinin altinda lezyonun en derin bolgelerinde birikir ve tip III

lezyon olusur. Bu lezyonlar zaman igerisinde mutlaka aterom plagma doniistirler. Tip
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IV lezyon, arter liimeninin lipid ¢ekirdegin nispeten ince bir doku ayrimi ile
tanimlanirken, bir tip V lezyonu ayrica aterosklerotik kapak olarak da bilinen, bir
elyafli kalinlasma sergiler. Tip VI lezyon genellikle kendi riiptiiriiyle sonuglanan
fisstirler, iilser ve boylece ateroskleroz ile iliskili kardiyovaskiiler hastaliklar ile
karmasgik bir plak yapis1 gosterir (25).

Yag cizgisi olusumu: Cocukluk doneminde goriilmeye baslarlar. Patolojik
olarak kolesterol esterleri ¢evresindeki diiz kas hiicresi topluluklarindan ibarettirler.
Tikanmaya yol agmazlar ve semptom vermezler. Bu lezyonlar kendiliginden
kaybolabilir veya aterom plaklarma doniisebilir. Inflamatuvar hiicrelerde iiretilen
irtinler lipidlerin modifikasyonunda rol oynarlar (26).

inflamatuvar hiicrelerin adezyonu ve migrasyonu: Normal sartlarda
endotel hiicreleri (EH) 16kosit adezyonuna karsi direnglidir. Proinflamatuvar uyari,
satiire yaglardan yliksek olan bir diyet, hiperkolesterolemi, obezite, hiperglisemi,
insulin direnci, hipertansiyon ve sigara i¢cimi, P-selektin ve vaskiiler hiicre adezyon
molekiili (VCAM-1), interseliiler adezyon molekiili (ICAM-1) gibi adezyon
molekiillerinin endotelyal ekspresyonlarimi artirmaktadir. Aterosklerozda ozellikle
NO gibi endotelyal ateroprotektif molekiillerin aktivitesi azalirken VCAM-1
ekspresyonu artmaktadir. Bu durum dolagimdaki monosit ve T lenfositlerin
baglanmasina aracilik etmektedir (27).

Kopiik hiicre olusumu: Makrofajlar kopiik hiicrelerin olusmasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Bu hiicreler modifiye LDL’yi hiicre i¢ine alarak ateroskleroz i¢in
karakteristik olan kopiik hiicrelerini olustururlar (27).

Fibroz plak gelisimi: Diiz kas hiicreleri subendotelyal aralifa go¢ eder,

boliiniirler ve ekstraseliiler matriksi sentezlerler. Lezyonun lipid dolu ¢ekirdegini
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endotel ylizeyinden ayiran fibroz bir sapka olusur. Trombosit kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), fibroblast bliylime faktorii (FGF), interlokin I (IL-1) ve timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) plak gelisim ve komplikasyonunda rol oynayan lokal
bliylime faktorlerinin liretimini artirmaktadirlar. Endotel yiizeyinden fiziksel olarak
ayrilan lipid ¢ekirdek ve plak stabilize olur, bunun sonucunda arter iimeni daralmasi
gozlenebilir (27).

Komplike lezyon gelisimi: Fibroz plakta kalsifikasyon ve iilserasyon
gortiiliir. Daha sonra plagin fissiire veya riiptiire olmasinin ardindan kanama meydana
gelir. Olusan inflamatuvar immiin aktivasyon plak yirtilmasini saglayarak ve doku
faktorii ekspresyonunu aktive ederek trombozun baglamasina neden olur. Komplike

lezyonlar miyokard infarktiisii veya inme gibi klinik tablolarin ortaya ¢ikmasindan

sorumludurlar (27).

B side Serhes!

Sekil 3. Ox-LDL ve aterosklerotik plak evrimi (28)
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3.3.3. Ateroskleroza Yol Acan Risk Faktorleri

Miyokard infarktiisiinii Onlemede bu hastaliga genetik egilim tasiyan
bireylerin 6nceden belirlenmesi ve varsa ek risk faktorlerinin etkili sekilde tespit
edilmesi tedavide yararl olabilir.

Ulusal Kolesterol Egitim Programi (National Cholesterol Education Program,
NCEP) katilimeilary, III. Yetiskin tedavi panelinde (Adult treatment panel, ATP III),
koroner arter hastalig risk faktorlerini su sekilde siniflandirmistir (29).

Koroner Arter Hastalhigi Risk Faktorleri (NCEP ATP III) :

1. Lipid risk faktorleri (LDL, Trigliseridler, Non-HDL Kolesterol, HDL diistikliigii,
Aterojenik dislipidemi)

2. Nonlipid risk faktorleri

A. Modifiye edilebilen risk faktorleri

a. Hipertansiyon

b. Sigara i¢iyor olmak

c. Tip II Diyabet
B. Modifiye edilemeyen risk faktorleri

a. Yas

b. Erkek cinsiyeti

c. Ailede erken koroner kalp hastalig1 oykiisii
Koroner Arter Hastahg I¢in Bagimsiz Risk Faktorleri (NCEP ATP III) :

1. Yas (erkeklerde >45, kadinlarda >55 )

2. Ailede erken koroner kalp hastalig1 6ykiisii

3. Sigara i¢iyor olmak
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4. Hipertansiyon ( Kan basinct >140/90 mmHg veya antihipertansif ilag

kullanimi )

5. Diistik HDL kolesterol ( HDL <40 mg/dl )

6. Yiiksek LDL kolseterol ( LDL >130 mg/dl )

3.3.4. Ateroskleroz, Oksidatif Stres ve Inflamasyon

Aerobik organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve
bu molekiillerin zararl etkilerine engel olmak {izere antioksidan savunma sistemleri
gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi serbest
radikallerin etkisini tamamen 6nleyemez ve oksidatif stres olarak adlandirilan durum
ortaya c¢ikar. Olusan serbest radikaller, aralarinda ateroskleroz, kalp hastaliklari,
kanser, serebrovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, diyabet, akut renal
yetmezlik, akciger hastaliklari, amfizem, bronsit ve alkolik karaciger hastaliklar1 gibi
yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarmm da yer aldig1 patolojik durumlarin
olusumuna katkida bulunurlar (30).

Vaskiiler ROS’un (reaktif oksijen tiirleri) mitokondriyal solunum ddngiisii,
arasidonik asit, ksantin oksidaz, NO sentezini kapsayan c¢ok fazla potansiyel
enzimatik kaynaklar1 vardir. ROS fireten hiicreler, damar diiz kas hiicreleri ve
NADPH oksidazlar aterojenezde énemli rol oynar (30).

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon firiinleri olustururlar. Lipid
peroksidasyonunun toksik oldugu bilinmektedir (30).

Serbest radikaller, endotelyumun altindaki monositlerin gé¢iine onciiliikk eden

oksidatif olarak degistirilmis plazma LDL’lerine saldirir. Aktive edilmis endotelyum,
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ox-LDL partikiillerini yutan makrofajlara ve lipid parcaciklarina daha gegirgen olur.
Bu durum aterojenik patojenik siiregte rol oynayan inflamatuvar sitokin iiretiminde
ve oksidatif streste artisa neden olur. Immun yanmit, hizla cogalan damar diiz kas
hiicrelerini, matriks birikimini, fibroz kapak tiretimini ve inflamatuvar hiicre ve
platelet istihdamini ve aktivasyonunu harekete gegirir (31).

Lipid peroksidasyon fiiriinleri olarak aciga ¢ikan lipid peroksitleri,
hidroperoksitleri membran yapisina dogrudan, diger hiicre bilesenlerine ise aldehit
ireterek dolayli olarak zarar verir. Bu da pek cok hastaligim ve doku hasarmnin
olusmasma neden olur. Membran yapisinin bozulmasi sonucu malondialdehit
(MDA) olusur (32).

Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayis1 ytlizlerce farkh tiir seklinde ifade
edilebilse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalinin 6nemli yerleri vardir (32).

Okside LDL’nin potansiyel proaterojenik aktiviteleri;

o,

%  Okside LDL makrofajlarin kopiik hiicrelerine doniisiimiinii destekler.

o,

s Okside LDL tiirevleri T lenfositler ve makrofajlar i¢in birer kemotaktik

L)

faktor gibi davranir.

7/
°

Okside LDL tiirevleri sitotoksiktir ayni zamanda apoptozu indiikler.

X4

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

L)

7/
L X4

Okside LDL damar hiicrelerinden inflamatuvar gen ekspresyonunu arttirir.

7/
°

Okside LDL makrofajlardan scavanger reseptor iiretimini arttirir.

*

Okside LDL immiinojeniktir ve T hiicrelerini aktive ederek antikor

L)

olusumunu saglar.
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o,

«» Okside LDL trombosit agregasyonu ve doku faktorii ekspresyonunu
arttirir.

+ Okside LDL, CRP’ye baglanarak kompleman sistemin aktivasyonuna

neden olur.

+ Okside LDL iirtinleri NO biyoaktivitesini bozar (33).

3.3.4.1. Aterosklerozda MDA Olusum Mekanizmalar

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA
meydana gelir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu c¢ok =zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisma ve firettigi reaktif aldehitlerle
indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarma ve birgok
hastaliga neden olur. Aterosklerozda kan MDA duzeylerinde artig gorilmiistiir.
MDA diizeyinde artis serbest oksijen radikal olusumu ile iligkilidir ve
hiperlipideminin sonucudur. MDA kanda ve idrarda ortaya c¢ikar, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik
materyalde MDA 0lgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir
(34).

MDA; proteinlerin, fosfolipidlerin ve niikleik asitlerin serbest amino
gruplariyla reaksiyona girerek hem molekiil i¢i hem de molekiiller aras1 1-amino-3
iminopropen (AIP) kopriileri olusturarak hem yapisal hem de fonksiyonel
degisikliklere sebep olur. Bunun sonucu olusan molekiiller yabanci madde gibi
algilanirlar ve neticede otoimmun cevap olustururlar. Olusan otoimmun yanit ¢esitli
hastaliklarin &nciisii veya sonucu olabilir. Ozellikle diyabet, hiperlipidemi,

ateroskleroz, alzheimer, apopleksi ve karaciger hastaliklari lipid peroksidasyonun
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fazlaca gorildigi rahatsizliklardr. MDA  olusumunun yani swa lipid
peroksidasyonuna sebep olan faktdrler, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi hiicresel
enzimleri uyararak kronik inflamasyon olusmasima sebep olurlar (34).

MDA, LDL ve ox-LDL’ye ilaveten, ¢esitli pro-inflamatuvar ve pro-aterojenik
siireglere aracilik etmekte ve bunlarm sonucu olarak kopiik hiicre olusumuna yol
acmaktadir. Koroner arter hastalar1 ile normal bireyler karsilastirildiginda, ox-LDL
ve MDA ile degisime ugrayan LDL’ nin plazma seviyeleri koroner arter hastalarinda
anlaml ytiksek tespit edilmistir (34).

3.3.5. Ateroskleroz, Endotel Disfonksiyon ve ADMA

Hiperkolesterolemi ile endotelyal fonksiyon bozulur ve bu fonksiyon
bozuklugu, ateroskleroz gelisiminin ilk ve en Onemli gostergesidir. Endotelyum,
vaskiiler tonusu, hiicre ¢ogalmasini, trombositlerin ve lokositlerin damar duvari ile
etkilesimini diizenleyen, tromboregiilator molekiilleri ve biiyiime faktorlerini
sentezleyebilen, fiziksel ve kimyasal uyarilara yanit verebilen vaskiiler diiz kas ile
damar liimeni arasinda uzanan bazal membran lizerinde yerlesmis tek sirali yassi
epitel hiicrelerden olusan bir dokudur (35).

Endotel hiicreleri gevsemeyi (relaksasyon) ve kasilmay1 (kontraksiyon)
saglayan faktorleri iireterek fizyolojik ve patolojik uyarilara karsi damar tonus
degismelerini diizenler, dolasim homeostazisini saglar. Hiicre c¢ogalmasinda
(proliferasyon) inflamatuvar ve immun olaylarin gelismesinde rol oynar. Normal bir
endotel, kanmn rahat akimi i¢in, hiicrelerin yapigmadigr bir damar yiizeyi saglar.
Antikoagiilan, fibrinolitik ve antitrombotik molekiiller {iretir (35).

Endotele bagli gevseme ateroskleroz ve hiperkolesterolemi varliginda

bozulmaktadir. Ozellikle LDL artis1 dogrudan endotelinin uyaricis1 olarak endotele
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bagl gevsemeyi olumsuz etkiler. Bu olayda pek cok mekanizma rol oynamaktadir.
Endotelyal uyar1 degisikligi ve G proteinlerine baghh NO yapiminin engellenmesi,
serbest oksijen radikalleri yapiminin artmasi, L-arjinin etkinliginin azalmas,
endotelin (ET) tiretiminin artmas1 bunlardan birkac¢idir (35).

Endotel kaynaklt NO, bilinen en potent endojen vazodilatérdiir. NO kan
akimi ve basincmin 6nemli bir diizenleyicisidir. Etkisini ¢Oziiniir guanilat siklazin
uyarilmasi ile siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) olusturarak gostermektedir. Hiicre
icinde cGMP miktar1 artar. Bu da miyozin hafif zincirlerini defosforile eder.
Intraseliiler kalsiyum azalir ve vazodilatasyon olusur. Kan akimmin damarlara
yaptig1 mekanik kuvvet sonucu endotelden salmir ve akim aracili vazodilatasyonda
onemli bir rol oynar. NO’nun endotelden salinmasi ile norepinefrin, endotelin (ET),
anjiotensin II ve serotoninin vazokonstriktor etkilerine kars1 koymaktadir. Endotelyal
NO sentaz (eNOS)’1n farmakolojik inhibisyonu veya genetik yetersizligi endotelyum
bagimli vazodilatasyonu bozmaktadir ve vaskiiler direnci artirmaktadir (35).

Hiperkolesterolemi, NO’ya  bagli damar relaksasyonunu  bozar.
Hiperkolesterolemi, hem NO yapimini azaltir, hem de NO’nun aterojenezdeki
inflamasyon nedeni ile olusan oksijen radikalleri tarafindan inaktive edilmesine
neden olur. Kolesterol arttikga NO inhibisyonu giderek hizlanir ve NO
biyoyararlanimi azalir (35).

Hiperlipidemi ve aterosklerozda ET yapimi artmistir. ET ler, 21 aminoasitten
olusan vazokonstriktor peptidlerdir. Baglica endotelde iiretilirler ve damarlarin
homeostazinin (i¢ denge) diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar. Lipoproteinler,
endotel hiicresinde endotelin yapimini, gen ekspresyonunun artisina sebep olarak

arttirrr. . Yapilmis  olan deneysel  ¢alismalarda  aterom  plaklar1  ve
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neovaskiilarizasyonun oldugu hiperseliiler bolgelerde ET aktivitesi artmuis olarak
saptanmistir. Makrofaj infiltrasyonunun bulundugu alanlarda da ET diizeyinin
yiikksek oldugu gorilmistiir. Bu sonuglar aterosklerozun oldugu bolgelerde ET
aktivitesinin yiiksekligi ile aterom plagmin ilerlemesi ve komplikasyon gelisimi

birlikteligini diistindiirmektedir (36).

5.HI oxt DL mve Bk oxt DL SHT TXA

v Scaemer
%%—
PKC Endotelyal
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Diz kas

,/"1 hicresi

Sekil 4. Hiperlipidemi ve aterosklerozisde endotel disfonksiyon (35)

Okside LDL, scavenger (¢Opcii) reseptorlerce aktive edilerek L-arjinin-NO yolunu bozar. Ayrica
stiperoksit radikallerini artirarak NO islevini bozar ve protein kinaz C (PKC)’ yi aktive ederek ET

artisina neden olur (35).

NO sentezi i¢in kullanilan Onciil biyomolekiil arjinin amino asididir.
Translasyon sirasinda proteinlerin yapisina giren arginin, postranslasyonel
modifikasyonla metillenebilir ve metillenmis ¢esitli arginin tiirleri olusabilir.
Metilargininler 3 sekilde bulunur; Asimetrik dimetilarginin (ADMA), Simetrik
dimetilarginin (SDMA), Monometilarginin (L-NMMA) (37).

NO, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aracilig1 ile L-argininden iiretilir ve
vaskiiler tonusu diizenleyerek vaskiiler homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli rol

oynar. NO’nun yarilanma émrii oksidatif stres altinda azalmaktadir. NO siiperoksit
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anyonlariyla birlesmekte, peroksinitrit meydana gelmekte ve meydana gelen bu iiriin
lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir. Endotel kokenli NO antiaterosklerotiktir. NO
prostasiklinle birlikte trombosit agregasyonunu, immiin sistem hiicrelerinin
adezyonunu inhibe eder ve diiz kas cogalmasimi onler. Dolayisiyla NO eksikligi
ateroskleroz gelisimini hizlandirir (38).

Endotel fonksiyonun devaminda en 6nemli yolak, NOS aracilig1 ile iiretilen
NO-varlig1 olarak diisiiniildiigiinde bu yolak {lizerinde en etkin molekiill ADMA’dir
(39).

ADMA, damarlardaki dominant NOS izoformu olan eNOS’un inhibisyonunu
yaparak hipertansiyonun ve aterosklerozun fizyopatolojisinde énemli olan endotelyal
disfonksiyona neden olur.

ADMA’nm %10’luk kismi bobrekler yoluyla uzaklastirilirken, geriye kalan
%90’lik kisim ise dimetil arjinin dimetil aminohidrolaz (DDAH) tarafindan
metabolize edilmektedir. Bu enzimin aktivitesi detayli olarak bilinmemekle birlikte,
yiiksek ADMA diizeylerine katkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Yiiksek ADMA
seviyelerinin, ileride geg¢irilebilecek kalp krizinin bagimsiz bir belirteci oldugu ve

kardiyovaskiiler nedenlerle gergeklesen 6liim ile iligkili oldugu bildirilmistir (39).
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Sekil 5. ADMA-kardiyovaskiiler risk faktorleri iliskisi (39).

3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Tiim antioksidanlar etkilerini baslica dort farkh sekilde gergeklestirmektedir:
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler.

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢cevirme toplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve
kii¢iik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiric1 etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarmi
engelleyici etki zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kiric1 etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.
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Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli)) ve dogal olmayan (eksojen
kaynakli) antioksidanlar olmak {izere iki ana grupta toplanabilir. Eksojen
antioksidanlar, vitaminler, ilaclar ve gida antioksidanlar1 olmak {izere
smiflandirilabilirler. Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak

iizere iki sinifa ayrilirlar: Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir:

1) Siiperoksit dismutaz (SOD).

2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px).

3) Glutatyon S-Transferazlar (GST).

4) Katalaz (CAT).

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi.
6) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir:
1) Melatonin.

2) Seruloplazmin.

3) Transferrin.

4) Miyoglobin.

5) Hemoglobin.

6) Ferritin.

7) Bilirubin.

8) Glutatyon.

9) Sistein.

10) Metiyonin.

11) Urat.

12) Laktoferrin.

13) Albiimin (39).
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3.4.1. SOD
SOD, siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalizler. Hiicre boliinmelerindeki siiperoksit diizeylerini kontrol etmede 6nemli rol

oynar. SOD' un fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit

serbest radikalinin (02.) lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi

korumaktir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiirtilmesinde de rol

oynar. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO,

artistyla artar. SOD’un ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Insan koroner
arterlerinden elde edilen o6rneklerde SOD gibi antioksidan enzim aktivitesinde
azalmanin gosterilmis olmasi, oksidatif stres ve ateroskleroz iliskisinin giliclii bir
kanitidir. Yiiksek kolesterol diyeti ile antioksidan enzim olan SOD aktivitesinin
azaldig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (40).

3.4.2. GSH ve GSSG

Organizmanin biitiin hiicrelerinde bulunan ve hiicrelerin protein yapisi
disindaki siilfidril grubu igeriginin % 90 kadarini olusturan GSH, zararl bilesiklerin
etkisizlestirilmesinde 6nemli rollere sahiptir. GSH radikal kaynakli hasara karsi
koyarken antioksidan enzimlere substrat olarak gorev yapar ve bir radikal tutucusu
(scavenger) gibi davranir. Ozellikle peroksidaz ve rediiktaz enzimlerinin aktiviteleri
icin son derece dnemlidir. GSSG de indirgenmis GSH’m ylikseltgenmesiyle olusur.
Oksidatif stres siirecinde, GSH diizey1 azalirken, GSSG artar. Bu durumda biriken
H,0; organik hidroperoksitler GPx ve GSH-red etkisiyle ortadan kaldirilirlar. GSH,
hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine ddniismesini de engeller. Onemli bir
indirgeyici glic olan GSH, hiicre i¢i proteinlerin, sistein, dihidrolipoat ve koenzim A

gibi molekiillerin tiyol gruplarmm, askorbat, a-tokoferol gibi antioksidan
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molekiillerin korunmasinda, ayrica DNA’nin deoksiriboniiklozid Onciillerinin
olugmasi icin riboniikleotidlerin indirgenmesinde kullanilir. GSH ayrica hiicrelerin
oksidatif hasara, toksik bilesiklere, radyasyona karsi korunmasinda, bazi ilaglarin
inaktivasyonunda, 0Ostrojen, prostaglandin ve lokotrienler gibi bazi endojen
bilesiklerin metabolik islemlerinde yer alir. Hemoreolojik bir ¢alismada eksojen
GSH verilmesinin antioksidan etki yaninda kan filtrasyonunu iyilestirdigi ve kan
viskozitesini azalttig1 gosterilmis ve GSH tedavisinin aterosklerotik hastalarda

onemli bir tedavi yontemi oldugu 6ne siirtilmiistiir (41).
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Sekil 6. Antioksidanlarin smiflandirilmasi (39).

3.5. Karaciger Fonksiyon Testleri (ALT, AST, GGT)

Karaciger fonksiyon testleri, karacigerdeki yapisal degisiklikleri, biliyer
sisteme iligkin patolojileri bazilar1 ise karacigerin sentez kapasitesini gostermekte
olup bu yoniiyle bir karaciger hastaliginin varligini, niteligini ve bir dl¢lide de
agirhigm yansitan testlerdir. Alaninaminotransferaz (ALT, eski deyimle SGPT) ve
aspartat aminotransferaz (AST, eski deyimle SGOT) viicutta bir ¢ok organ ve dokuda
yaygin olarak bulunan hiicre i¢i enzimlerdir. Yiksek transaminaz degerleri,
karacigeri etkileyen hastaliklarin tanisinda ve tedavinin takibinde Onemli bir
gostergedir. Transaminaz seviyesi kronik hepatit, yagh karaciger, obezite, ilaglar,

alkol kullanimi, kolelitiyazis, hiperglisemi ve hipotiroidizm gibi hastaliklardan
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etkilenir. ALT o6ncelikle karaciger ve bobreklerde bulunup, kalp ve iskelet kasinda
daha az miktarda mevcut iken, AST daha ¢ok kalp kasi, karaciger ve iskelet
kaslarinda bulunur. Karacigerdeki ALT seviyesi serumdan 3000 kat, AST aktivitesi
ise yaklasik 7000 kat daha fazladir. ALT hiicre sitoplazmasinda bulunurken AST
hem sitoplazmada hem de mitokondiride bulunur.

ALT seviyesi karaciger hasarin1 gostermede AST seviyesinden daha
spesifiktir (17). Serum ALT aktivitesindeki artiglar cok farkl etkenlere bagh olabilir.
Henry (26) karaciger hastaligi olan kisilerde serum ALT aktivitelerinin arttigini,
diger durumlarda bu artisin 6nemsiz oldugunu bildirmistir. AST hepatoseliiler
hasarin spesifik bir belirleyicisi degildir. Ciinkii diger dokularda da oldukca fazla
miktarda bulunmaktadir. Bu dokularda meydana gelen hiicre dejenerasyonlarinda
AST’nin serumdaki konsantrasyonlarinda artiglar meydana gelebilecegi bildirilmistir
(17).

Klinik laboratuvarlarda GGT (Gama glutamil transferaz) enziminin aktivitesi
serum veya plazmada sensitif fakat ¢ok spesifik olmayan karaciger fonksiyon testi
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (18). GGT birgok hiicrenin dis yiizeyinde yer
alan ve hiicre i¢i antioksidan koruyucu mekanizmalarin bir 6gesi olan glutatyonun
hiicre i¢ine alinmasmda aracilik eder. GGT’nin fizyolojik islevi tam olarak
aydmlatilmamis olmakla birlikte, aminoasit transportuna ve glutatyon ile diger
peptitlerin metabolizmasma katildig1 ve enzimin fizyolojik islevi ile hiicredeki yeri
arasinda siki bir iliski oldugu belirtilmektedir. Ayrica bu enzimin hiicre
savunmasinda ve rejenerasyonunda fonksiyonu olabilecegi bildirilmistir. Serum
GGT’nin aktivitesi kronik hepatoseliiler karaciger hastaliklarinda artar (25). GGT

karaciger ile birlikte safra yollarindaki hasar1 gosterir.
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3.6. Adipoz Doku

Adipoz (yag) doku; adiposit, preadiposit ve makrofajlar1 iceren pek cok
hiicreden olusmustur. Aym1 zamanda adipoz doku adipokin olarak da bilinen ve
metabolik olarak 6nemli olan ¢ok sayida proteini sekrete eden aktif bir metabolik
dokudur. Adipokinler istah, enerji dengesi, termogenezis, inflamasyon, insiilin
direnci/duyarliligi, anjiyogenez, lipid metabolizmasi, hiicre proliferasyonu ve
ateroskleroz benzeri durumlarda rol alan sinyal molekiilii grubudur. Bu proteinlerin,
bu fonksiyonlarina ek olarak otokrin, parakrin ve endokrin etkileri oldugu da
gosterilmistir. Bunlar; adiponektin, leptin, tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa),
plazminojen aktivator inhibitor 1, IL6, resistin, asilasyon stimulating protein (ASP),
vaspin, visfatin, Agpaq, IL-1, apelin, retinol baglayici protein 4, serum amiloid A
(SAA), Ghrelin, ¢inko A, glikoprotein (ZAG) PAI-1 (plazminojen aktivator
inhibitor), anjiotensinojen, adipsin gibi proinflamatuvar sitokinler/kemokinler ve

antiinflamatuvar etkili adipokinlerden olugmaktadir (42).

Sekil 7. Adipoz dokunun bazi metabolik etkileri, (43)
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3.6.1. Ateroskleroz ve Adipoz Doku

Kolesterol birikimi, transkripsiyon faktorlerini etkileyerek adiposit
farklilasmasmi ve olgunlasmasin1 bozabilir. Hiperkolesteroleminin adiposit
hipertrofisi, yag dokusu iltihab1 ve endokrin fonksiyonunun bozulmasmna neden
oldugu gozlenmistir. Yag doku kaynakli faktorler, damar duvarlarinda endetelyal
hiicreler, arterial diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin fonksiyonlarmi etkilemek
suretiyle damar duvar homeastazisini etkileyebilirler. Adipokinlerin ayni1 zamanda
aterosklerotik plaklarda da bulunmasi bu aracilarin ateroseklerotik lezyonlarda
endokrin etkilerine ilave olarak lokal etkilerini de diistindiirtir (44).

Tablo 2. Antiinflamatuar ve proinflamatuar adipokinler. (45, 46) .

Antinflamatuvar adipokinler Proinflamatuvar adipokinler

Adiponektin Resistin

Interldkin 6 Interldkin 6

Semerin Semerin

Vaspin Leptin

Visfatin Visfatin

Omentin Timor nekroz faktor-alfa
3.6.2. Vaspin

Vaspin (visseral adipoz tissue-derived serpin) glikoz ve lipid
metabolizmasinda regiilatuar rol oynayan O6nemli ve yeni bir adipositokindir.
Vaspinin serpinlerin bir iiyesi oldugu diisiiniilmektedir. Insanda, adipoz dokuda ve
plasentada eksprese oldugu gozlenmistir. Viicut yag dokusunun azalmasi ve
diyabetin kotiilesmesi ile serum vaspin ekspresyonu azalmaktadir. Antiinflamatuvar
bir molekiil olan vaspinin, inflamasyon ve obezite arasinda yeni bir baglanti

olusturdugu diistiniilmektedir. Vaspin, antiinflamasyon goérevini, resistin, leptin,
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TNF-alfa gibi proinflamatuvar adipokinlerin ekspresyonunu inhibe ederek
yapmaktadir. Obez hastalarda adipokinleri de igeren yag dokusu kaynakli faktorlerin
prematiir ve hizlanmis ateroskleroza katilimci olabilecegi ileri siirtilmiistiir (47).

Vaspin seviyelerinin degismesi ve bodylece fonksiyonel etkileri nedeniyle
karaciger sirozu gibi g¢esitli hastaliklara neden oldugu gosterilmistir. Yapilan
calismalarda dolasimdaki vaspin seviyelerinin yiiksekligi ile hepatosit balonlagsma
dejenerasyonu arasinda pozitif olarak iligkili oldugu belirlenmistir (47).

3.6.3. Visfatin

Visfatin ilk olarak 1994’te insan periferik kan lenfositlerinde DNA
calismalar1 sirasinda tespit edilmistir. Fukuhara ve ark. (48) tarafindan 2004 yilinda
izole edilmistir. Bu adipositokin, insanlarin visseral adipoz dokusunda yiiksek
diizeyde oldugu tespit edilmistir. Visfatinin lenfositlerden eksprese edilen ve daha
once pre B hiicre koloni arttirici faktor (PBEF) olarak bilinen sitokin ile ayni1 oldugu
bulunmustur. Visfatin nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) biyosentezinde hiz
kisitlayici basamak olan nikotinamidten, nikotinamid mononiikleotid (NMN)
sentezini saglayan enzim olan nikotinamid fosforibozil transferaz (Nampt) olarak da
bilinmektedir. Visfatin ayrica adipoz doku disinda kemik iligi, iskelet kaslar1 ve
karacigerde de sentezlenebilmektedir. Visfatin preadipositlerin matiir adipositlere
dontlistimii sirasinda belirgin olarak artar. Adipositlerden trigliserit birikimini ve
glikozdan trigliserit yapimini arttirir (49).

Visfatinin inflamasyon ve endotelyal hasarin biyo belirleyicisi oldugu, hiicre
cogalmasini ve yasamini, ekstaselliiler matriksi, vaskiiler reaktivite ve inflamasyonu
diizenlemede rolii oldugu ve kardiyovaskiiler sistemin direkt bir diizenleyicisi oldugu

belirtilmektedir. Visfatin, interseliiler adezyon molekiil-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre
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adezyon molekiil-1 (VCAM-1) ve E-selektini iceren adezyon molekiillerinin
salinimin tetiklemekte ve 16kosit kiimelesmesi ve erken pro-aterosklerotik olaylarda
anahtar rol oynamaktadir. Bunun yanisira visfatinin eNOS inhibitérii L-arjinin
analogu, ADMA’ y1 hidroliz eden bir enzim olan DDAH’y1 aktive ettigi de
bildirilmistir (50). Visfatin ile koroner arter hastaligi ve akut myokard infarktiisii
olan hastalardaki unstabil aterosklerotik lezyonlar arasinda pozitif yonde bir iligki
saptanmistir. Riiptiire plaktaki zengin lipid icerigi olan yerlerin immiino-
histokimyasal boyamasinda zengin visfatin igerigi gozlenmistir (51). Damar diiz kas
hiicrelerindeki aterosklerotik plaklarda immiinoreaktif visfatin saptanmistir. Endotel
ve damar diiz kas hiicrelerinde sitokin ve kemokin sekresyonunu arttirmasi, makrofaj
omriinii uzatmasi, l0kosit kiimelenmesini saglamasi ve bdylece endotel hiicre
inflamasyonuna ve matriks ayrismasina sebep olmasi gibi multipl etkileri
dogrultusunda, gerek lokal sentezlenen gerekirse dolasimda bulunan visfatin,
aterosklerotik lezyonlarin ve plaklarin hassas hale gelmesini ve riiptiire olmasini
arttirabilmektedir (52).

3.7. Melatonin

Melatonin, karanlikta epifiz bezinden salgilanan, uyku, iireme, sirkadiyen
ritim ve immiinite gibi pek cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan
bir hormondur. Melatonin liretimi suprakiazmatik c¢ekirdek (SCN) tarafindan kontrol
edilir, karanlik baslangicindan 6-8 saat sonra maksimal plazma konsantrasyonu ile
pineal salg1 zirve yapar. Melatonin karanligin biyolojik simgesini temsil eder ve
aciga ciktig1 slire gecenin uzunluguyla orantilidir. Isiga maruz kalmak yogunluga

bagh bir sekildeki salinimimi gii¢lii bir sekilde baskilar (53).
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Melatonin pineal beze ek olarak cesitli organlarda sentezlenir ve tiim
morfolojik bariyerleri asan lipofilik bir molekiildiir. Melatonin tiikiiriik, idrar, beyin
omurilik s1visi, oviilasyon 6ncesi sivi, sperm sivisi, amniyotik sivi, safra ve siit gibi
tim hiicresel kompartimanlar dokular ve viicut sivilarmin i¢inde bulunur. Retina,
harder bezi, deri, megakaryositler, gastroenterik mukoza, trombositler, lenfositler,
kemik iligi gibi organlarda sayisi, oran1 ve miktar1 degisebilir (54).

Omurgalilarda melatonin; hipotalamus ve retinada dopamin salimini engeller,
biiylime siirecinde ve bazi tiirlerin ergenlik gelisiminde rol alir, kan basincini ayarlar,
onemli bir serbest radikal siipiiriiciidiir ve immun yanit1 diizenler. Klasik endokrin
etkilerine ek olarak parakrin ve otokrin fonksiyonlara da sahiptir ve melatoninin bazi
etkileri 6zel reseptorlerle iletisimi ile dolayli olarak ilgilidir (54).

3.7.1. Melatonin Sentezi

Epifiz bezinin en 6nemli salgis1 N-asetil-5-metoksitriptamin (melatonin)'dir.
Melatoninin biyosentetik yolagi, baslangi¢c prekiirsérii aminoasit ve triptofan olan
cok asamal1 bir siirectir. Kofaktor 6-hidrotetrapterinin (6-BH4) kullanildig: triptofan
hidroksilazin (TPH) katalizledigi S5-hidrokitriptofanin hidroksilasyonu ile siireg
baslar. 5-hidroksitriptafan aromatik aminoasit dekarboksilaz tarafindan serotonine
diintistiriiliir (55).

Serotonin arilalkilamin N-asetil transferaz (AANAT) tarafindan N-
asetilserotonine doniistiiriiliir. Melatonin sentezinin son asamasi hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) tarafindan N-asetilserotonin melatonine doniistiiriilmesidir.
Bagka bir secenek olarak ise melatonin serotoninin O-metilasyonu araciligiyla ve
sonradan  5-metoksitriptafinin = N-asetilasyonu ya da  N-asetilasyon ve

dekarboksilasyonu izleyen triptofanin O-metilasyonu ile olusturulabilir (55).
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Sekil 8. Pinelosit hiicrelerindeki melatonin sentezi (55).

AAAD; Aromatik Aminoasit Dekarboksilaz AA-NAT; Aril Alkilamin N-Asatil transferaz HIOMT;
Hidroksiindol-O-metiltransferaz (55).

3.7.2. Melatonin Farmakokinetigi

Melatoninin ¢ogu kanda albliimine bagli olarak tasinir. Albumine baglh
bulunmas: idrarla atilimini simirlamasina ragmen, yarilanma 6mrii 10-40 dakika gibi
nisbeten kisa bir siiredir. Karacigerden ilk geciste hormonun %90°1 kandan
temizlenir. Hepatik hiicreler tarafindan alinan melatoninin yaklasik %75°1 6-
hidroksimelatonine doniistiiriiliir. Bu bilesik de, siilfat (%70) ya da glukronik asitle
(%6) konjuge olur. Tiim bu metabolitler idrarla atilir. Idrarda 6-sulfatoksimelatonin
atilim1 serum melatonin konsantrasyonu ile yakin iligki gosterir (56).

Insan endojen melatonin iiretimi, 100-200 pg /ml doruk plazma diizeyleri ile
iliskili yaklasik 30 pg/gilindiir, buna ragmen olduk¢a degiskendir ve yasla birlikte
azalir. Melatoninin uygulanmasi ROS ve serbest radikali iceren bir dizi toksik
reaktanlar1 notralize eder. Insan ya da deney hayvanlarda, giin basina 1-300 mg

arasinda degisen dozlarda, 3 aydan daha fazla melatonin uygulandiginda goriiniir
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toksisite bulunmamistir. Melatoninin hayvanlarda oldugu kadar insanlarda da
suprafizyolojik dozu uygulanmasi bile toksik etki gdstermemistir (56).

3.7.3. Melatonin Reseptorleri ve Etki Mekanizmasi

Melatonin ¢oklu etkileri hem reseptdr bagimsiz mekanizmalari hem de
reseptOr araciliiyla olan siirecleri kapsar. Reseptor araciligiyla olan etkiler membran
proteinlerine c¢ekirdek baglanma bdlgelerine baghidir. Membran melatonin
reseptorleri kalpte ve anadamarlarda bulunur (57).

MT,. Mel;, olarak, MT,. Mel;, olarak bilinir. Her ikiside 7-transmembran
reseptorleri olan G-protein ¢ifti ailesine aittir. MT; reseptorleri beyin,
kardiyovaskiiler sistem, immun sistem, testis, yumurtalik, deri, karaciger, bobrek,
adrenal korteks, plasenta, gogiis, retina, pankreas ve dalakta bulunurken, M,
reseptorleri suprakizmatik ¢ekirdek, immun sistem, deri, testis, kan damarlari, retina,
hipofiz bezi, bobrek, gastrointestinal sistem, meme bezleri, adipoz doku ve deride
bulunmustur. MT; gibi muhtemel melatonin reseptdrii, sitozol i¢inde bulunan zararh
ajanlarin  detoksifikasyonunda fonksiyon gdsteren bir enzimdir. Melatonin
enzimlerinin en yiiksek seviyesi karaciger ve bobrektedir; kalp ve beyinde ortalama
miktarda bulunur (58).

Kardiyovaskiiler sisteme iligkin MT; ve MT, reseptorleri sol ventrikiil
kardiyomiyositlerinin i¢inde bulunur. insan ventrikiiler fonksiyondaki melatoninin
0zel rolii hala agi1ga kavusamamistir (58).

MT, aktivasyonuyla olan vazokonstriksiyon ve MT; ile olan vazodilatasyona
bagli olarak melatonin damar diizeninde ¢ift etkiye sahip oldugunu in vivo ¢aligmalar
gostermistir. MT; reseptor aracili mekanizmalar damar inflamasyonuna, sonrasinda
gelen damar sertligine ve sempatik sinir uglar1 araciligiyla sinyal iletimi modiile olan

patojenik siireclere kars1 koruyabilir (58).
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Melatonin c¢ekirdek baglanma bolgeleri genis bir sekilde dagitilmistir.
Cekirdek reseptor gruplari alt tiirlerine gore ayrilmislardir, retinoid yoksun reseptor
(ROR,), yiiksek seviyede T ve L lenfositlerde, nétrofillerde, monositlerde bulunur.
RORg, beyinde, pineal bezde, retinada ve dalakta bulunur. Melatonin membran ve
cekirdek reseptorler araciligr ile endokrin mediyatdrlerinin salgilanmasi, sirkadiyen
multiosklator sistemi kapsayan direkt veya indirekt genis capta etkiler ortaya koyar
(Tablo 3) (59).

3.7.4. Melatoninin ve Oksidatif Stres

Melatoninin oksidatif stresi azaltmada 6nemli etkileri vardir, bunlar; reseptor
aracili olmayan etkisi (direk radikal siipiircii) ve reseptor aracili olan (hormonal etki)
etkisidir. Olas1 bir melatonin baglama bdlgesi kalsiyum metabolizmas1 ve
kalmodulinle yakindan iligkilidir (59).

Melatonin antioksidan ve radikal siipiiriicii etkisiyle mitokondriyel DNA’y1 ve
proteinleri ROS indiiklii oksidatif hasardan korur; ayrica lipid peroksidasyonunu
azaltarak ve i¢ mitokondrial membrani da stabilize eder (60).

Melatonin OH™’1 baskilayabilir ve peroksit radikalin (LOQO~) seviyesini
azaltabilir. Melatonin ayrica yiiksek toksik peroksit nitrit anyonunu (ONOOQOO)
siipiirebilir; bu anyon, nitrosative hasara sebep olarak da bilinen nitrik oksit ile
siiperoksit anyon radikali arasidaki bir reaksiyon ile tretilmistir. Fizyolojik ve
farmakolojik konsantrasyonlarda melatonin; inflamasyonu, oksidatif stresi engeller
ya da zayiflatir ve hiicre metabolizmasmi diizenler. Sadece melatonin degil, onun

cesitli metabolitleri de radikal siipiiriiciidiir (59).
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Antioksidanlar oksidatif hasar1 farkli bolgelerde ve farkli derecelerde
azaltirlar. Bunu yaparken de melatoninin daha etkili olmasi, hiicre i¢ine genis Ol¢lide
dagilimi ve lipofilikligi ile iligkili olabilir (59).

Melatonin indirekt olarak hiicre oksidatif yiikiine kars1 GSH-Px, GSH-red,
SOD gibi ROS detoksifiyonu yapan hiicre iiretimini tesvik ederek savasir.
Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik diizeylerdeki melatoninin, SOD, GSH-Px,
GSSG-Rd) ve glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonlarini ya da aktivitelerini artirdigr ve bu yolla oksidatif stresi baskiladigi
bildirilmektedir (61). Onceki calismalar, melatoninin, fizyolojik diizeylerinin,
oksidatif stres kaynakli doku hasarina karsi korunmasinda onemli oldugunu
gostermistir. Pinealektomi yapilan sicanlarda karaciger GSH diizeyleri kontrol
grubuna gore anlaml diisiik bulunmustur. Melatonin uygulamas1 GSH diizeylerini
anlamli arttrmistir. Ayrica pinealektominin neden oldugu yiiksek MDA diizeylerini
melatonin uygulamasi azaltmistir (62, 63). Ayrica I/R hasaria bagli oksidatif strese
karst melatoninin etkisinin arastirildigi caligmalarda, melatonin MDA degerlerini
anlaml azalttig1 ve GSH diizeylerini anlamli arttirdig1 rapor edilmistir (64, 65).

3.7.5. Melatonin ve Ateroskleroz

Melatoninin kardiyovaskiiler sistemi etkileyebilecegini son 15 yil boyunca
toplanan kanitlar gostermistir. Ancak melatonin bu sistem tizerindeki etkileri hala
kesin olarak kanitlanmamistir. Diger organlara benzer olarak kardiyovaskiiler sistem,
kan basinci, kardiyak output, kalp atis hizin1 kapsayan mevsimsel ve giinliik ritimler
gosterir (40).

Eksojen melatonin uygulamasiin kardiyovaskiiler sistemde faydali etkileri

vardir. Yapilan ¢aligmalar, melatonin hipokolesterolemik etkiye sahip ve bu etkiyi
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safra asitlerinin i¢ine endojen kolesterol temizleme mekanizmasmin gelistirilmesi ile
oldugunu; LDL birikimini ve kolesterol sentezini inhibe ettigini ve LDL’yi
oksidasyondan korudugunu rapor etmislerdir. Uzun siireli melatonin uygulamasinin
sigan plazmasinda yagli asit bilesimini modifiye ettigi ve kolesterol beslenmesinin
neden oldugu endotel tabakasi i¢gine yagl asit sizintisinin diizelttigini gostermislerdir
(66).

Melatonin, LDL’nin sulu mikrogevresinin arasinda siirekli degisim gdsteren
konjuge dienlerin kinetigini ve LDL’ nin dis fosfolipidin tek kath tabakasinin i¢ine
birlesimini azaltir. Melatoninin lipid fazi gibi sulu bir ortam iginde peroksit
radikallerini siipirmesi ve oksidasyon zincirini kirmasi ile amfifilik antioksidan
olarak rol oynadig1 gosterilmistir. Bunun yaninda, LDL reseptorlerinin
sentezinin/aktivitesinin artisi, kolesterol sentezinin inhibisyonu, safra asitleri veya
beyaz adipoz dokunun birka¢ alt tipi tarafindan yag asitlerinin inhibisyonu ile
kolesterol katabolizmasinin arttirilmast da dahil olmak {izere melatoninin
ateroprotektif etkileri vardir (66).

Melatonin farkli aterosklerotik patolojik sinyal proseslerinde rol alarak
ateroprotektif etkiler sergiler; endotel kaynakli adezyon molekiil olusumunu engeller,
endotelyal tabaka icine yaglh asit sizintisini azaltir, serbest radikalleri notralize eder,
lipid peroksidasyonunu azaltir, kolesterol kleransin1 module eder ve mitokondriyal
solunum zincirinden elektron kacagmi onler. Lipofilik ve non-iyonize dogasindan
dolay1 LDL parcaciklarinin sivi fazina girer ve lipid yikimmi engeller ve ayrica

endojen kolesterol klerensini arttirabilir (67).
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Melatonin uygulamasi, geng Zucker diyabetik obez siganlarm HDL kolesterol
seviyesindeki artma, yag infiltrasyonu ve trigliserit seviyesindeki azalma ile lipid
profilini degistirmistir (66).

Mitokondriyal seviyede melatonin etkilerine en az {i¢ mekanizma aracilik
edilebilir. Birincisi indolaminin antioksidan ve radikal siipiiriicii 6zellikleri ile
organelleri oksidatif hasardan korur. Ikincisi melatonin mitokondriyal DNA
kimligini korur. Ugiincii olarak, melatonin mitokondriyal gdzenek ve segici olmayan
voltaja bagmmli mitokondriyal kanal ile dogrudan etkilesmektedir. Boylece,
melatonin uygulamasi aterosklerotik patojenik siirecin mitokondrial aracili apoptoz
ozelliginin yani sira oksidatif stres kaynakli mitokondriyal islev bozukluklariyla
cesitli miicadele i¢in gegerli bir tedavi stratejisini temsil edebilir (60).

3.8. Statinler

3.8.1. Statinler ve Ateroskleroz

Statinler aterosklerozun ilerlemesini engelleyici, plazma kolesterol diistiriicii
ila¢c olarak yaygmn bir sekilde kullanilir. Statinlerin kardiyovaskiiler morbidite ve
mortaliteyi azalttigi gézlenmistir. Genellikle bu etkileri lipid diisiiriicii etkilerine
baglansa da yapilmis olan bu calismalarin subanalizlerinde lipid diisiiriicii
etkilerinden bagimsiz olan direkt kardiyoprotektif etkileri de gézlenmektedir. Tiim
statin molekiillerinin ortak noktasi sahip olduklart HMG benzeri yapiya sahip olan
dihidroksiheptenoik asid zinciridir. Bu zincir HMG-CoA rediiktaz enzimi icin
yalanci bir substrat olusturarak enzimin aktif bolgesine baglanir ve kompetetif bir
inhibisyona neden olur (68).

HMG-CoA rediiktaz enzimi, HMG-CoA’nin mevalonata cevrildigi ve de

novokolesterol sentezinin hiz kisitlayic1 basamagini olan reaksiyonu katalizler. Bu

40



enzimin statinler tarafindan yarigsmali inhibisyonu hepatositlerde kolesterol sentezini
baskilar. Hiicre icindeki kolesterol miktarinin azalmasi hepatosit yiizeyinde LDL
reseptorii ekspresyonunu artirir. Sonugta dolasimdan daha fazla LDL kolesterol
cekilir ve dolasimdaki LDL konsantrasyonu azalir. Statinler ayrica HDL kolesterolii
artirirken, 250 mg/dI’nin tizerindeki TG seviyeleri ¢cogunlukla diisiiriilir ve diisme
oran1 LDL kolesterolde saglanan diisme yilizdesine benzerdir (68).

Plagin icerdigi kolesterol esterlerinin miktari, plak stabilitesini etkileyen en
onemli faktorlerden biridir. Statinler, LDL’y1 azaltarak plak icine giren LDL
miktarinin azalmasina sebep olurlar. Statinlerin, o6zellikle plagin kolesterol
esterlerinin azalmasinda ve birikiminin 6nlenmesinde etkili olduklar1 gézlenmistir.
LDL oksidasyonunun inhibe olmasi da endotel i¢ine kolesterol girigini inhibe
etmekte, bu da plagmm kollajen sentezini ve icerigini arttirmakta ve stabil hale
gelmesini saglamaktadir. Kolesterol esterlerinin kolesterol kristallerine dontisiimiinii
hizlandirarak plagin daha kararli ve riiptiire dayanikli hale gelmesine katkida
bulunur. Statinler, aterosklerotik lezyon etrafinda olusan inflamatuvar ve diger
metabolik olaylarda 6nemli degisiklikler meydana getirir. Boylece lipid diisiisii ile
lezyon biiyiikliigiinde degisikliklerden bagimsiz olarak, aterosklerotik plak kalitatif
olarak degiserek klinik olaylar engellenebilir (69).

Statin tedavisi ile intraselliiller kolesterol sentezinin azalmasina ek olarak,
kolesterol sentez yolundaki ara iiriinlerinden olusan izoprenoidlerin diizeyleri de diiser.
Yani statinlerin lipid distirticii etkilerinden baska, izoprenoidlerin azalmasiyla ortaya
cikan pleiotropik etkileri de vardir; endotel fonksiyonu diizeltmek, aterosiklerotik plak
stabilizasyonu saglamak, antiinflamatuvar, immunomodiilatér ve antitrombotik etkiler,

kemik metabolizmasindaki olumlu etkileri, demans riskini azaltmak, apoptozun
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indiiksiyonu ve antiproliferatif etkiler gibi pleotropik etkilere de sahip oldugunu
gosterilmistir (69).

3.8.2. Statinler ve Oksidatif Stres

Statinlerin kolesterol bagimsiz ya da pleiotropik etkilerinin ¢cogu iyilestirici ve
gelistirici olarak ortaya c¢ikar. Endotelyal fonksiyonun diizeltilmesi, aterosklerotik
plagin stabilitesinin artmasi, oksidatif stresin azalmasi ve vaskiiler inflamasyonun
azalmasina katkida bulunurlar. Statinler ayrica koagulatif ve fibrinolitik siireclerde
yararlt rol oynarlar. Doku tipi plazminojen aktivator ekspresyonunu artirarak NO
biyoyararlanimimi arttirr ve endotel disfonksiyonunu diizeltirler (70). Anabilim
dalimizda yapilan bir c¢alismada, NOS inhibisyonu ve tuz ile olusturulan
hipertansiyonda, rosuvastatinin oksidatif stres ile iligkii ADMA seviyesini
amlodipine benzer sekilde etkileyebilecegi goriilmiistiir (71).

Statinler, endotel-kaynakli gevsemeleri siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi
ROS olusumunu inhibe ederek arttirir. Bununla birlikte, lipid diistiriicti etkileriyle
vaskiiler oksidatif stresi azaltmaktadirlar. Statin tedavisi ile lokal inflamatuvar
olaylar inhibe olmakta, plak riiptiiriinden sonra trombotik risk azalmaktadir. Statinler
ile monosit adezyon molekiil ekspresyonunun ve lokositlerin damar duvarina
adezyonu ile diiz kas hiicre proliferasyonunun azaldigir gozlenmistir (70). Statinler
NOS aktivitesini arttirarak NO seviyelerinde artigsa neden olabilir. vazomotor tonusu
diistirerek endotel disfonksiyonunun iyilesmesine, NO’nun antiagregan ozelligi
sayesinde de tromboz gelisiminin engellenmesine katkida bulunur (70).

3.8.3. Atorvastatin

Lipofilik 6zellikte HMG-CoA rediiktaz inhibitdrlerinden birisidir. Oral olarak

almdiginda oldukga hizli bir sekilde absorbe edilir ve 1-2 saat igerisinde maksimum

42



plazma konsantrasyonuna ulasir. Plazma proteinlerine %98 oraninda baglanir.
Sentetik bir statin olup lipofilik 6zelliktedir. Karacigerde ilk ge¢is eliminasyonuna
ugrayarak biyotransformasyona ugrar. Sitokrom P450 enzim sistemiyle beta
oksidasyon {iriinlerine ve orto-parahidroksilat tiirevlerine doniisiir. Baz1 metabolitleri
farmakolojik olarak aktiftir. Enterohepatik siklusa katilmasma ragmen klinik yonden
sakinca olusturmaz. Esas olarak safra yoluyla atilir, fakat %2 oraninda iiriner atilim
s0z konusudur. Biyolojik yarilanma émrii 15 saat kadardir (72).

Molekiil olarak bazi farmokokinetik 6zellikleri nedeniyle diger statinlere gore
farkliliklar1 mevcuttur. On ilag olan atorvastatinin biiyiik kismi ortho- ve para-
hidroksil tiirevlerine ve c¢esitli P-oksidasyon ftiriinlerine metabolize olur. Ortho- ve
para-hidroksil tiirevlerinin %70’1 HMG-CoA rediiktazi inhibe eder. Bu tiirevler LDL
oksidasyonunun azalmasina da yardimci olur (72). Rosuvastatin hari¢ en uzun
yarilanma Omrii olan statindir ve yarilanma omrii yaklasik 14 saattir. Ancak aktif
metabolitleri sayesinde bu siire 20-30 saate ¢ikabilmektedir.

3.9. Calismanin Amaci

Lipid parametreleri, aterojenik indeks ve karaciger fonksiyon testlerinin, lipid
peroksidasyon iiriinii MDA, antioksidan GSH diizeylerinin, SOD aktivitesinin, NOS
inhibitori  ADMA’nin, antiaterosklerotik vaspin ve proinflamatuvar visfatin
diizeylerinin, hiperkolesterolemide 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Melatoninin hiperkolesterolemide antioksidan parametreler, lipid profili
iizerine etkisiyle ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Ancak bizim bilgilerimize gore vaspin,
visfatin, ADMA, GSH diizeylerine, SOD aktivitesine; aterojenik indeks, karaciger
fonksiyon testlerine, Phe-ACh yanitlarini igceren damar duyarhiliklarma etkisi heniiz

bilinmemektedir.
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Bu ¢alismada, hiperkolesterolemide profilaktik olarak kolesterol ile es zamanli ve

tedavi amagli son 2 hafta uygulanan melatoninin;

Lipid parametrelerine, aterojenik indekse, karaciger fonksiyon testlerine,

- Lipid peroksidasyon tiriinii MDA’ ya ve antioksidan GSH seviyesi ve SOD
aktivitesine,

- Oksidatif stres varliginda arttig1 bilinen, eNOS inhibitorii ADMA seviyesine,

- Antiaterosklerotik vaspin, proinflamatuvar visfatin diizeylerine,

- Vaskiiler kasilma-gevseme cevaplarina,

- Karaciger, bobrek ve aort dokularinda histopatolojik degisimlere etkisinin

arastirilmasi amaglandi.

Ayrica, melatonin bu parametreler {izerine etkisi; hiperkolesterolemi

tedavisinde kullanilan HMG-CoA rediiktaz inhibitorii atorvastatin ile karsilastirildi.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Deney Hayvanlan
Calismada, 300450 gram agirliginda Spraque-Dawley cinsi 35 erkek sigcan
kullanildi. Deney oncesi ve deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat 151k, 12 saat
karanlik foto periyodunda ve 22-24 C° sabit 1sidaki odalarda barndirildi. Calisma
icin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan gerekli onay ve izin alind1
(Toplantr tarihi: 08.01.2014, Toplant1 sayist: 2014/01, Karar No: 10).
4.2. Deney Plam
Sicanlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Melatonin ve
atorvastatin tedavi siiresi boyunca etanol iginde ¢oziilerek giinliik stok soliisyon
hazirlandi. Stok c¢ozeltiler melatonin uygulamasi 6ncesi (%0,9) NaCl izotonik
soliisyonu ile sulandirildi. Ilag soliisyonlar1 hergiin taze olarak hazirland1 ve
enjeksiyonlar diizenli olarak her gilin ayni saatte yapildi.

Tablo 3. Deney gruplari

Grup I (Kontrol, n=7): 8 hafta boyunca normal su ve pellet yem verildi. Izotonik (% 0,9) NaCl
soliisyonu (0,5 cc/gilin) intraperitonal i.p. uygulandi.

Grup II (HCT, n=7): % 2 Kolesterol + %0.5’lik kolik asiti iceren yem 8 hafta verildi. izotonik (%
0,9) NaCl soliisyonu (0,5cc/giin) i.p. uygulandi.

Grup III (HCT+ MEL, n=7): % 2 Kolesterol + % 0.5°lik kolik asit diyeti ile birlikte melatonin (5
mg/kg/giin) i.p. olarak saf etanolle ¢oziilerek izotonik i¢inde uyguland.

Grup IV (HCT+2MEL, n=7): Hiperkolesterolemi olusturulmus si¢anlara deneyin son 2 haftasinda
melatonin (10 mg/kg/giin) i.p olarak saf etanolle ¢6ziilerek izotonik i¢inde uygulandi.

Grup V (HCT+ATOR, n=7): Hiperkolesterolemi olusturulmus si¢anlara son 2 hafta atorvastatin (10

mg/kg/giin) saf etanolle ¢oziilerek izotonik i¢inde gavajla uygulandi.

Calismamizda kullanilan melatonin dozu miktarlar1 (73-75)‘na gore

belirlenmistir.
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4.3. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi

Sicanlarm beslenmesinde Elazig Yem Fabrikasi’ndan temin edilen 8 mm’lik
rat pellet yemleri kullanildi, taze su ve yem ad libitium olarak verildi. Sicanlarin
beslenmesinde  kullanilan  yemin bilesimi  Tablo 2.1.’de  gdsterilmistir.
Hiperkolesterolemik yem, standart yeme % 2 kolesterol + % 0,5 kolik asit katilarak
10 kg’lik paketler halinde manuel olarak ve taze hazirlandi. Yemin hazirlanisinda
kullanilan kolesterol ve kolik asidin miktarlar1 (73,76) gore belirlendi. Hazirlanan
yemler kullanim siiresince +4 °C’de saklandi. Siganlar 8 hafta boyunca % 2
kolesterol ve % 0.5 kolik asitli yemle beslenerek hiperkolesterolemi olusturuldu.

Tablo 4. Yem bilesimi

Yem Bilesimi Oran

Su (en ¢ok) % 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en ¢ok) % 7

Ham kiil (en ¢ok) % 8

HCL’ de ¢6ziinmeyen kiil (en ¢ok) % 2

NaCl (en ¢ok) % 1

Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmasi ** % 1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

* Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0 -2.8 ), Fosfor (% 0.9), Sodyum (% 0.5-0.7), Mangan (10 mg/kg),
Cinko (4 mg/kg).
** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 iti’kg), Vitamin D; (1000 iii/kg), Vitamin E (60 mg/kg), Vitamin
B2 (4 mg/kg).

4.4. Cerrahi uygulamalar

Sekiz hafta siireyle uygulama yapilan sicanlarda kan kolesterol diizeyleri

Olciilerek 130 mg/dL’ nin iizerinde oldugu tespit edildi ve eter anestezine alinarak

dekapite edildi. Yeterli kan 6rnekleri alindi. Dekapite edilen siganlarin aortlarini

almak i¢in, hizlica abdomen ve toraks orta hattan agildi. Torasik aorta diafragmanin
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iizerinden baslayarak arkus aortaya dogru diseke edilerek ¢ikarildi ve soguk krebs
soliisyonu icine alindi. Torasik aorta ¢evre bag ve destek dokularindan dikkatlice
temizlenerek arkusa yakin uctan 4 mm boyunda halka halinde kesildi. Ayrica
laparatomi yapilarak karaciger, bobrek ve kalp dokular1 alindi. Bir kismi ise %10’ luk
formaldehit igerisine konularak, histopatolojik analizler i¢in ayrildi.

4.5. In vitro deneyler

Hazirlanan 4 mm boyundaki torasik aorta halkalari, liimeninden birbirine
paralel iki paslanmaz ¢engel gegirilerek igerisinde 37°C’ta 1sitilmig ve %95 O, + %5
CO; karigim ile gazlandirilan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan 10 ml’lik
izole organ banyosuna asildi. Alt ¢engel izole organ banyosunun tutma kismina
tutturulacak iist ¢engel de izometrik kasilma cevaplarmi kaydetmek igin force-
displacement transducerlerine (FT 0.03) baglanildi. Kayitlar BIOPAC marka (Model
MP36) multirecorder ile yapildi. Izole organ banyosuna asilan torasik aorta halkalar1
2 gramlhk istirahat gerimi altinda 1 saat boyunca dengelendi. Izole organ
banyosundaki Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu metabolik son {iriinlerin birikimini
onlemek icin her 15 dakikada bir taze soliisyonla yenilendi. In vitro torasik aorta
calismalar1 endotel varliginda caligildi.

4.5.1. Fenilefrin kasilma cevaplan

Aortik halkalarda artan konsantrasyonda fenilefrin (10°-10* mol/L)
kiimiilatif verildi ve her dozda kasilma platolar1 net bir sekilde goriilmeden diger

doza gecilmedi.
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4.5.2. Asetilkolin gevseme cevaplari

Artan dozlarda fenilefrin uygulamasiyla elde edilen egriden submaximal doz
belirlendi. Sonrasinda submax fenilefrin dozu ile kasilma yapildiktan sonra
asetilkolin artan konsantrasyonda (10°-10* mol/L) kiimiilatif olarak verildi. Epmax
degerleri icin 80 mmol/L KCI ile elde edilen kasilma cevabi referans almarak %
kasilma cevabi olarak ifade edildi.

4.6. Biyokimyasal analizler

Alinan kan ornekleri 1.5 ml’lik ependorf tiiplere konuldu, +4°C’de santrifiij
edilerek serumlar1 alindi. Serum ADMA seviyeleri, lipid parametreleri (LDL, HDL,
TK, TG) ve karaciger fonksiyon testlerinin (ALT, AST, GGT) 6l¢iimii i¢in; alinan
kalp, karaciger, bobrek doku ornekleri oksidatif parametrelerin (MDA, GSH, SOD)
Olctimii i¢in -80 °C de derin dondurucuda saklandi. Bir kismi ise %10’luk
formaldehit igerisine konularak, histopatolojik analizler i¢in ayrildi.

4.6.1 Homojenatlarin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan alman dokular tartilip cam tiiplere konuldu. Uzerlerine

1/10 (g/v) oraninda diliisyon olacak sekilde %1,15°lik potasyum kloriir (KCI) ilave
edildikten sonra sogukluklar1 muhafaza edilerek cam-teflon homojenizatorde 16.000
devir/dakika hizda 3 dakika homojenize edildi. Geri kalan homojenat +4 °C’de 45
dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Bir miktar
siipernatant SOD enzim aktivitesi i¢in ayrildi. SOD 6lglimii i¢in ayrilan
siipernatantlar 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5) karisimi ile vorteks
yardimiyla karistirildiktan sonra tekrar sogutmali santrifiijle 45 dakika 3500 rpm’de
santrifiij edildi. Ustte olusan faz kullanilarak SOD enzim aktivitesi ve protein dl¢iimii

yapild1
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4.6.2. Doku MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan homojenatlarda doku MDA tayinleri yapildi. Doku MDA
diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (74) tarafindan 6nerilen
metoda gore yapildi.

Aerobik sartlar altinda ve pH 3.5’te, doku homojenatinin kaynar su banyosunda
bir saat inkiibasyonu sonucu, lipid peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan
MDA’nm tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin 532
nm’de spektrofotometrik olarak dl¢limii esasina dayanir.

Ayrraclar

1- Tiyobarbitiirik asit (TBA) aywract: 0.25 N HCI igerisinde %0,65 TBA

cozdiiriildii.

2- Trikloroasetik asit (TCA) aywact: 0.25 N HCI igerisinde %10 TCA

cozdiiriildii.

3- Standart (1,1,3,3 tetraetoksipropan): %50 Etanol i¢erisinde hazirlandu.

Stok standarttan konsantrasyonu 20 nmol/ml olan giinliik stok hazirlandi. Bu
standarttan belli oranlarda diliisyonlar yapilarak 0.25, 0.5, 1, 5, 10 nmol/ml
konsantrasyonlarda ¢alisma standartlar1 hazirlandi. Calisma standartlarindan 0,5 ml

TCA ve TBA ayraglarindan 1’er ml alinarak kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 9).
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Tiipler karistirildiktan sonra 95 °C’de 30 dk kaynar su banyosunda tutuldu ve
sogutuldu. 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edilip iist kisimlar1 pipetlendi. 532 nm’de
kore karsi okunup standartlardan egri ¢izimi yapildi. Daha sonra calisilan tiim
ornekler icin bu egri kullanilarak MDA diizeyleri belirlendi. Olgiilen doku MDA
diizeyleri nmol/ml olarak ifade edildi.

Ornekler i¢in ayiraclar tiiplere standart egri olusturulurken uygulanan sekilde
(0,5 ml homojenat, 1 ml TBA, 1 ml TCA) hazirland1 ve ayni uygulamalara tabi
tutuldu. Spektrofotometrede 532 nm’de absorbanslar belirlendi ve kalibrasyon egrisi
yardimiyla MDA diizeyleri nmol/ml homojenat olarak hesaplandi. 532 nm’de
okunan Ornek absorbanslari (OD) standart degerleri kullanilarak asagidaki formiil
yardimiyla degerlendirildi.

MDA (nmol/ml) = (Ornek absorbansi / Std. absorbansi) x Std. Konsantrasyonu
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4.6.3. Doku GSH Diizeylerinin Ol¢iimii

Dokulardaki rediikte GSH diizeyleri FEllman tarafindan Onerilen
ditiyonitrobenzoik asit geri ¢evirim metodu olarak tanimlanan yonteme goére tayin
edildi. 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), siilfiidril bilesikleri tarafindan
rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturulur. Daha sonra
bu sar1 renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda o&lgiilerek GSH
diizeyleri saptanir.

Ayrraclar

1. Tris EDTA Tamponu (0,2 mol/ml, pH: 8,9)

2. TCA Ayiraci (% 10’luk)

3. DTNB (5-5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit) (0,01 mol/L)

Konsantrasyonu 1000 nmol/ml olan stok standart hazirlandi. Bu stok
standarttan belli oranlarda diliisyonlar yapilarak 25, 50, 100, 200 nmol
konsantrasyonlarda c¢aligma standartlar1 hazirlandi. Calisma ¢6zeltilerinden elde
edilen kalibrasyon egrisi Sekil 10°da gdsterilmistir.

03
0,25
0.2
0,15

0,1

Absorbans {412 nm)

0,05

i 50 100 150 200
Standart {(nmol/ml})

Sekil 10. GSH standart egri grafigi
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Homojenat +4 °C’de 45 dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek
siipernatant elde edildi. 0.5 ml siipernatant ile 0.5 ml TCA ile ¢oktiirtildii ve tekrar
3500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra istteki kisimdan 0.5 ml almip
2 ml Tris EDTA tamponu ilave edildi. Daha sonra 0,1 ml DTNB ilave edilerek
karigtirildi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 412 nm’deki absorbanslar1
kore kars1 okunarak belirlendi. Elde edilen degerler pmol/mg protein olarak sunuldu.

4.6.4. Doku SOD Aktivitesi Olciimii

SOD oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin
(O;) hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandmrir. Doku
SOD enzim aktivitesi metoduna gore dl¢iildii.

Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen
siiperoksidin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasmna dayanmaktadir.
Olusan siiperoksit radikallerinin NBT’yi indirgemesi sonucu olusan renkli formazon
spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans
verir. Enzimin olmadigi ortamlarda indirgenme meydana gelerek mavi-mor renk
olugsmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise mavi-mor renk olusmaz ve enzim
aktivitesine bagl olarak daha agik bir renk olusur.

Ayrraclar

1. Assay reaktifi: 200 ml 0.3 mM ksantin, 100 ml 150 uM NBT,100 ml 0,6

mM Na,EDTA, 30 ML 1 g/L bovin serum albiimin (BSA), 60 ml 400

mmol/L. Na,COs. Tim c¢ozeltiler karistirilarak son hacim 490 ml olacak

sekilde assay reaktifi hazirlanir.
2. Ksantin oksidaz (167 U/L)

3. CuCl, (0.8 mM)
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SOD o6l¢limii i¢in ayrilan siipernatantlar 1/1 (v/v) oranmnda kloroform/etanol
(3/5) karigimai ile vorteks yardimiyla karistirilip tekrar sogutmali santrifiijle 45 dakika
3500 rpm’de santrifiij edildikten sonra iistte olusan faz kullanilarak SOD enzim

aktivitesi Olctliir.

Kér (ml) Ornek (ml)
Assay reaktifi 2.85 2.85
Ornek - 0.1
Distile su 0.1 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

Tipler vortekslenip 20 dakika oda sicakligma inkiibe edildikten sonra kor ve
ornek tiiplerine 1’er ml CuCl, eklenerek reaksiyon durduruldu. Spektrofotometrede
560 nm’de assay reaktifi ile sifirlanarak kor ve Ornek tiiplerinin absorbanslari
okundu.

Enzimin % inhibisyonu = [Absorbans g;, (K) —Absorbans e ( 0)] /Kx 100

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rélatif yogunluklari
Image Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA)
yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

4.6.5. Lipid Parametreleri ve Karaciger Fonksiyon Testlerinin Ol¢iimii

Serumda TK, HDL Kolesterol, LDL Kolesterol ve TG diizeyleri ile AST,
ALT, GGT ve total bilirubin diizeyleri Firat Universitesi Hastanesinde Siemens
Advia 2400 (Siemens Healthcare Diagnostics Tarrytown, USA) otoanalizoriinde
Siemens marka ticari kitler kullanilarak 6l¢iildii. VLDL Kolesterol diizeyleri ise

hesaplama ile elde edildi.
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4.6.6. Aterojenik Indeks

Aterojenik Index = [serum kolesterol diizeyi — serum HDL diizeyi ]/serum
HDL diizeyi formiiliiyle Gill ve ark. (73) kullandig1 yontemle hesaplandi

4.6.7. Serum ADMA odl¢iimleri

Serum ADMA diizeyleri HPLC yontemiyle 6l¢iildii. Deneklerden elde edilen
serum Orneklerinden ADMA Kkiti ile ticari firmaca (Eurika Lab Division ,Code
758010) belirlenen protokol uyarinca 6l¢tim yapildi.

4.7. Doku Vaspin-Visfatin Ol¢iimii

Western blot prosediirli; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog¢
ettirilen proteinlerin, nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin
immiinolojik metotlarla gdsterilmesidir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliiloz
membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢in
nitroseliiloz membranda protein baglanmamis boélgelerin ilgisiz proteinlerle
kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin
goriintiilenme asamalaridir. Western blot analizi Primer antikor olarak vaspin
antibody (I-14) 200 ug/ml Sc-79815, anti-visfatin (EPR3392) antibody 100ug
AB109210 Abcam antikorlar1 kullanildi. Primer antikorlar % 0.05 oraninda Tween—
20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroseliiloz
membranlar, vaspin antibody (I-14) 200 ug/ml Sc-79815, anti-visfatin (EPR3392)
antibody 100ug AB109210 Abcam antikorlar1 ile +4 °C’de gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika
tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz
membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda

hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37°C’de
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90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliilloz membranlar 5
kez 5 dakika tampon solusyonuyla yikandu.

Bantlarin goriintiilenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢gin 1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda % 0.03—0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu
kullanildi. DAB’la reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar {izerindeki bantlar kisa
bir siire sonra goriinlir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda
DAB’la renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliilloz membranlar
tyice yikandi. Nitroseliiloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif

4.8. Histopatolojik Metot

Histopatolojik muayeneler i¢in aort, karaciger ve bobreklerden alinan doku
ornekleri, % 10’luk tamponlu noétral formalin soliisyonunda tespit edildi. Bilinen
klasik islemlerden geg¢irildikten sonra, dokulardan parafin bloklar1 hazirlandi. Bloklar
5 pm kalinliginda kesilerek hematoxylin-eosin (HE) yontemine gére boyanarak 151k
mikroskobunda incelendi.

Karaciger, bobrek ve aort dokularinda tespit edilen degisimler lezyon yok
(0), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) lezyon seklinde skorlandi. Skorlama
sonuglar istatistiksel agidan degerlendirildi.

4.9. Istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler ‘SPSS for Windows 21.0° paket programma gore
istatiksel olarak yorumlanip degerlendirildi. Tanimlayic1 veriler ortalama + standart
sapma (SS) olarak belirtildi. Gruplar aras1 farkliligin tespiti icin tek yonlii ANOVA
analizi ve Post Hoc Tukey testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4.10. Kullamlan Kimyasallar

Hiperkolesterolemik yem yapiminda kullanilan kolesterol Ambresco (Solon,
USA) firmasindan, kolik asit ise Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany) firmasindan,
Fenilefrin, Asetilkolin, Melatonin Sigma Aldrich Inc. St. Louis, MO. A.B.D’ dan

satin alindi. Atorvastatin ATOR adli ilagtan temin edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Canh Agirhik Degisimleri

Arastirmada kullanilan siganlara ait baslangi¢ ve bitis canlt agirlik degisimleri
Tablo 5’te gosterilmistir. Sicanlarm  baglangic agirliklar1 homojen olarak
olusturulmus ve ortalama 300+£50 g araliginda olan hayvanlar kullanildi. Kontrol,
hiperkolesterolemi ve son 2 hafta melatonin uygulanan gruplarda baslangic
agirliklar1 ile deneyin sonunda Olciilen agirliklar arasinda istatistiki olarak bir artis
(p<0,05) olmasina karsilik es zamanli melatonin ve atorvastatin uygulan gruplarda
ise deneye baslanan agirliklarla deneyin sonu agirliklar1 arasinda fark olsa da
istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica calisma periyodu boyunca 6len hayvan
olmada.

Tablo 5. Siganlarin canli agirliklar.

Bitis canh agirhg
Gruplar Baslangi¢ canh agirhg (g) © P degeri
KONTROL 302,91£32,33 362,18+34,04 0,000
HCT 323,70+36,97 386 +43,81 0,003
HCT-MEL 308,57+20,61 338,86+36,20 0,078
HCT-2MEL 312,43£29,68 377,86+55,30 0,017
HCT-ATOR 302+37,11 345+66,19 0,160

Veriler Ort £SS olarak ifade edilmistir.
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5.2. Torasik aortada kasilma-gevseme cevaplari

5.2.1. Fenilefrin kasilma cevaplan

Artan konsantrasyonlarda fenilefrin uygulamasina karsi elde edilen torasik
aorta kasilma yanitlar1 ve En.x ve ECso degerleri arasindaki fark anlamli degildi.

(Sekil 11, Tablo 6).
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Fenilefrin Dozlar1 (Mol/L)
Sekil 11. Fenilefrin doz cevap egrisi

Tablo 6. Fenilefrin kasilma cevaplari E,.x ve ECs, degerleri

Gruplar ECs (-Log) Enax / KCI*100
KONTROL (n=7) 6.90+0.72 56.07+17.51
HCT (n=7) 6.16+0.39 56.14+11.07
HCT-MEL (n=7) 6.26+0.33 58.77+16.69
HCT-2MEL (n=7) 6.79+0.56 64.48+4.29
HCT-ATOR (n=7) 6.77£0.22 61.04+7.66

Veriler Ort £SS olarak ifade edilmis

tir.
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5.2.2. Asetilkolin gevseme cevaplari

Torasik aortada submaksimal doz Phe kasilmasi sonrasi artan dozlarda ACh
uygulamasina gevseme cevaplart Sekil 12 de, bu degerlerden elde edilen Ejax ve
ECso degerleri tablo 7° de verilmistir. Hiperkolesterolemi grubunda ACh-E .y
degerlerindeki azalmayr es zamanli melatonin uygulamas: engelledi. Tedavi
gruplarmin hepsinde ACh ECsy degerleri hiperkolesterolemi grubuna gore anlamli

artt1 (p<0,05).
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Asetilkolin Dozlari (Mol/L)

Sekil 12. Asetilkolin doz cevap egrisi
a, Kontrol grubuna gore Het grubunda; b, Kontrol grubuna gére Hct-Ator grubunda anlamli farkliligr
gostermektedir. (Two Way Anova) (p<0,05).

Tablo 7. Asetilkolin gevseme cevaplari E, . ve ECso degerleri

Gruplar ECs, (-Log) Emax (%)
KONTROL (n=7) 6.21+0.13 60.98+8.10
HCT (n=7) 5.374+0.20 51.56+10.43
HCT-MEL (n=7) 6.34+0.58 2 60.51£11.35
HCT-2MEL (n=7) (n=7) ¢ 49+0342 52.91+4.11
HCT-ATOR (n=7) 6.91+0.90 2 45.00+4.07

Veriler Ort £SS olarak ifade edilmistir. a, Hct grubuna gore anlaml farkliligi géstermektedir (p<0,05)
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5.3. Serum Lipid Parametreleri ve Aterojenik indeks

Hiperkolesterolemi grubunda LDL, TK, TG diizeylerinde kontrol grubuna
gore anlamli artti. Melatonin ve atorvastatin uygulanan gruplarda LDL, TK
diizeylerinde hiperkolesterolemi grubuna gére anlamli azaldi. Melatonin uygulamasi
(es zamanli ve son 2 hafta) artan TG seviyesini anlamli azaltti. Hiperkolesterolemi
grubunda anlamli azalan HDL seviyesi es zamanli melatonin ve atorvastatin
uygulanan gruplarda anlamli artt1 (Tablo 8, Sekil 13, 14, 15, 16). Hiperkolesterolemi
grubuyla artan aterojenik indeks tedavi gruplarinda anlamh azald1. (Sekil 17).

Tablo 8. Serum lipid parametreleri. a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlaml

farkliligr gostermektedir (p<0,05).

GRUP LDL TK TG HDL Aterojenik
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) indeks
(TK-
HDL)/HDL
KONTROL 6.4+0.89 39.80+6.14 35+7.87 13.20+1.79  1.93+0.05
(n=7)

HCT (n=7) 33.2+8.76" 173.80+29.28" 78.60+£17.47"  8.50+2.09°  20.79+7.75°

HCT-MEL 16.445.23°  18.40+7.09° 44.80423.32  15.9441.59  0.19+0.54°
(Il=7) b b

HCT-2MEL 20 +4.95° 107.40+20.23%  44.80+3.03°  12.14+2.04 8.11+2.53°
(n=7)

HCT-ATOR  17.20£6.30°  104+29.35° 51+17.12 14.34+3.40  6.73+3.43°
(n=7) ’

Veriler Ort £SS olarak ifade edilmistir.
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Sekil 13. Serum LDL diizeyleri.
a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir

(p<0,05).
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Sekil 14. Serum total kolesterol diizeyi.
a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 15. Serum trigliserit diizeyi.
a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).

= ba
+= [a)} Lt I |

iy
Pl

Serum HDL Diizeyi (mg/dL)
=
o O
—m

KONTROL HCT HCT-MEL HCT-2MEL HCT-ATOR

Sekil 16. Serum HDL diizeyi.
a, Kontrol grubuna gore; b, Het grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 17. Aterojenik indeks.

HCT-ATOR

a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farklilig: gostermektedir (p<0,05).

5.4. Karaciger Fonksiyon Testleri

Serum ALT diizeyinde gruplar arasinda anlaml farklilhik gézlenmedi. Serum

AST ve GGT Diizeyleri hiperkolesterolemi grubunda anlamli artarken, melatonin ve

atorvastatin uygulanan gruplarda anlamli azaldi (Tablo 9, Sekil 18, 19, 20).

Tablo 9. Karaciger fonksiyon testleri.

GRUP ALT (U/L) AST (U/L) GGT (U/L)
KONTROL (n=7) 91.40+9.32 238.80+14.62 0.6+0.55

HCT (n=7) 120.60+22.35 363.80+41.60 2.80+0.45 °
HCT-MEL (n=7) 82.20+15.71 257.20435.15° 1.40+0.55 °
HCT-2MEL (n=7) 75+15.78 230+42.96 ° 1.60+0.55 °
HCT-ATOR (n=7) 96.80+43.20 269.20+40.10 ° 1.40+0.55 °

Veriler Ort £SS olarak ifade edilmistir.

a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 18. Serum ALT diizeyi.
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Sekil 19. Serum AST diizeyi

a, Kontrol grubuna gore; b, Het grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).



3,5

Serum GGT Diizeyi (UfL)
=+ P
= n P in

=
n

KONTROL HCT HCT-MEL HCT-2MEL HCT-ATOR

Sekil 20. Serum GGT diizeyi.

a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).

5.5. Doku MDA Diizeyleri
5.5.1. Bobrek MDA Diizeyi

Bobrek dokusu MDA diizeyi acisindan gruplar arasinda anlamli degisiklik
gbzlenmedi.

12

10

Bobrek Dokusu MDA Diizeyi
(nmolfml homojenat)
[y}

KONTROL HCT HCT-MEL HCT-2MEL HCT-ATOR

Sekil 21. Bobrek dokusu MDA diizeyi
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5.5.2. Kalp MDA Diizeyi
Kalp dokusu MDA diizeyi, hiperkolesterolemi grubunda hafif da olsa artti,

atorvastatin uygulanan grupta hiperkolesterolemi grubuna gére anlamli azaldu.
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Sekil 22. Kalp dokusu MDA diizeyi.
a, Hct grubuna gore anlamli farklilign gostermektedir (p<0,05).
5.5.3. Karaciger MDA Diizeyi

Karaciger dokusu MDA diizeyinde es zamanli melatonin ve atorvastatin

uygulanan gruplarda hiperkolesterolemi grubuna gore anlamli azaldi.
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Sekil 23. Karaciger dokusu MDA diizeyi.

a, Hct grubuna gore anlaml farkliligi gostermektedir (p<0,05)
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5.6. Doku GSH Diizeyleri

5.6.1. Bobrek GSH Diizeyi

Bobrek dokusu GSH diizeyinde hiperkolesterolemi grubunda anlamli
azalirken, tedavi alan gruplarin hepsinde anlamli artt1.
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Sekil 24. Bobrek dokusu GSH diizeyi.
a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
5.6.2. Kalp GSH Diizeyi

Kalp dokusu GSH diizeyinde hiperkolesterolemi grubunda anlamli azalirken,
tedavi alan gruplarm hepsinde anlaml artti.
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Sekil 25. Kalp dokusu GSH diizeyi.
a, Kontrol grubuna gore; b, Het grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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5.6.3. Karaciger GSH Diizeyi
Karaciger dokusu GSH diizeyinde hiperkolesterolemi grubunda anlamli

azalirken, tedavi alan gruplarin hepsinde anlamlr artti.
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Sekil 26. Karaciger dokusu GSH diizeyi.

a, Kontrol grubuna gore; b, Het grubuna goére anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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5.7. Doku SOD Aktivitesi
5.7.1. Bobrek SOD Aktivitesi

Bobrek dokusu SOD aktivitesi, hiperkolesterolemi grubunda anlamli azaldi;

es zamanli melatonin ve atorvastatin uygulanan grupta anlaml arttu.
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Sekil 27. Bobrek dokusu SOD aktivitesi.
a, Kontrol grubuna gore; b, Het grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).
5.7.2. Kalp SOD Aktivitesi

Kalp dokusu SOD aktivitesi, hiperkolesterolemi grubunda anlamli azaldi; es

zamanli melatonin ve atorvastatin uygulanan grupta anlaml arttu.
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Sekil 28. Kalp dokusu SOD aktivitesi.

a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05)
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5.7.3. Karaciger SOD Aktivitesi

Karaciger dokusu SOD aktivitesinde gruplar arasinda anlamli farklilik

gbzlenmedi.
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Sekil 29. Karaciger dokusu SOD aktivitesi
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5.8. Serum ADMA él¢iimleri
Hiperkolesterolemi grubunda serum ADMA diizeylerinde anlamli artti; tedavi
gruplarinda ise anlamli azald1.

Tablo 10. Serum ADMA él¢iimleri

GRUPLAR ADMA (nmol/ mL)
KONTROL (n=7) 0.21+0.07

HCT (n=7) 0.48+0.11*
HCT-MEL (n=7) 0.27+0.05 °
HCT-2MEL (n=7) 0.23+0.08 °
HCT-ATOR (n=7) 0.19+0.f07 °

Veriler Ort £SS olarak ifade edilmistir.
a, Kontrol grubuna gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 30. Serumda ADMA diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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5.9. Doku Vaspin Olgiimleri

5.9.1. Aort Vaspin Diizeyleri

Aort dokusunda hiperkolesterolemi grubunda anlamli azalan vaspin
diizeyleri, es zamanli melaonin ve atorvastatin uygulanan gruplarda anlamli artti. Son

2 hafta melatonin uygulanan gruptaki artig anlamliliga ulasmadi.

Aort Dokusu Vaspin Dizeyleri
(ng/mL)

KONTROL HCT HCT-MEL HCT-ZMEL

Sekil 31. Aort dokusu es zamanli ve son 2 hafta melatonin gruplarinda vaspin

diizeyleri.
a, Kontrole gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 32. Aort dokusu son 2 hafta melatonin ve atorvastatin gruplarinda vaspin
diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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5.9.2. Karaciger Vaspin Diizeyleri
Karaciger dokusunda hiperkolesterolemi grubunda anlamli azalan vaspin
diizeyleri, es zamanli melatonin ve atorvastatin uygulanan gruplarda anlamli artt.

Son 2 hafta melatonin uygulanan gruptaki artig anlamliliga ulagsmada.
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Sekil 33. Karaciger dokusu es zamanli ve son 2 hafta melatonin gruplarinda vaspin
diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 34. Karaciger dokusu son 2 hafta melatonin ve atorvastatin gruplarinda vaspin
diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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5.10. Doku Visfatin Ol¢iimleri
5.10.1. Aort Visfatin Diizeyleri
Aort dokusunda hiperkolesterolemi grubunda anlamli artan visfatin diizeyleri,

tiim tedavi gruplarinda anlamli azaldi.

dps

200

100
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Aort Dokusunda Visfatin Dizeyleri
(ngfmlL)

M\

KONTROL HCT HCT-MEL HCT-ZMEL
Sekil 35. Aort dokusu es zamanli ve son 2 hafta melatonin gruplarinda visfatin
diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).

500
450 a
400 T

Aort Dokusu Visfatin Diizeyleri
(ng/mL)
[ =]
()]
=

KOMTROL HCT HCT-2MEL HCT-ATOR

Sekil 36. Aort dokusu son 2 hafta melatonin ve atorvastatin gruplarinda visfatin
diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Hct grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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5.10.2. Karaciger Visfatin Diizeyleri
Karaciger dokusunda hiperkolesterolemi grubunda anlamli artan visfatin

diizeyleri, tiim tedavi gruplarinda anlamli azaldx.
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Sekil 37. Karaciger dokusu es zamanli ve son 2 hafta melatonin gruplarinda visfatin
diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Het grubuna goére anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 38. Karaciger dokusu son 2 hafta melatonin ve atorvastatin gruplarinda visfatin
diizeyleri.

a, Kontrole gore; b, Het grubuna goére anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).
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5.11. Histopatolojik Bulgular

5.11.1 Karacigerde Mikroskobik Bulgular

Tim gruplarda karacigerde belirlenen lezyonlarm siddeti Tablo 11' de
ozetlendi (Tablo 11). Kontrol (Sekil 39/A) ve son 2 hafta melatonin (Sekil 39/D)
uygulanan gruplarda karacigerlerin normal histolojik goriinlimde oldugu saptandi.
Kontrol (Sekil 40/A) ve melatonin (Sekil 40/D) uygulanan gruplarda korunmus
sitoplazma igerisinde belirgin ¢ekirdek ve ¢ekirdek¢ige sahip hepatositlerin
kordonsal yapilar1 olusturdugu gozlendi. En belirgin histolojik degisimler Hct
grubunda tespit edildi. Hct grubunda karacigerlerde periportal ve midzonal
bolgelerde daha siddetli olmak {izere makro vezikiiler tarzda yaglanma dikkati ¢ekti
(Sekil 39/B). Baz1 pepiportal alanlarda mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 mevcuttu.
Periasiner bolgedeki hepatositlerde hafif siddette yaglanma ile birlikte bulanik
siskinlik tespit edildi. Yaglanma gozlenen bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinde
karyopiknoz sekillendigi dikkati c¢ekti (Sekil 40/B). Hct ile birlikte melatonin
uygulanan grupta periportal ve midzonal bolgedeki yaglanma siddetinin Hct grubuna
gore azaldigr (Sekil 39/C) bu bolgelerdeki hepatositlerde bulanik siskinligin daha
belirgin mikroskobik degisim oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 40/C). Hepatositlerde
nekrotik degisimler, periportal hiicre infiltrasyonu ve siniizoidal konjesyon siddeti
bakimmdan Hct grubu ile istatistiksel agidan farklilik bulunmamakla birlikte sayisal
acidan anilan lezyonlarin siddeti anlamli azaldi. Het-Ator grubuna ait karacigerlerde
hepatositlerde yaglanmaya rastlanmazken, diger gruplara gore daha siddetli bulanik
siskinlik ve siniizoidal konjesyon dikkati ¢eken en belirgin bulgulardr (Sekil

39,40/E). Hct grubuna gore daha hafif siddette hepatositlerde karyopiknoz ve
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apoptotik degisimler ile birlikte periportal hiicre infiltrasyonlar1 Hct-Ator grubunda

tespit edilen diger degisimlerdi.

Tablo 11. Karacigerde tespit edilen lezyonlarin gruplara gore siddeti.

Lezyonlar KONTROL HCT HCT+MEL HCT- HCT- P-
2MEL ATOR degeri
Karyopiknoz 0.00+0.00 071+ 0.29+0.18 0.00+ 0.29+ 0.096
0.40 0.00  0.18
Sinuzoidal 0.57+020 1.00+ 1.00+0.00 086+ 143+ 0.069
konjesyon 0.00 0.26 0.30
Bulamk 0.00+£0.00° 1.14+ 0.86+026 043+ 186+ 0.001
siskinlik 0.26° 2 020 0.34°
Periportal ve 0.00+£0.00° 229+ 1.00+0.00 0.14+ 0.00+ 0.001
midzonal 0.29° b 0.14¢  0.00°
bolgede
yaglanma
Periportal hiicre 0.29+0.18° 143+ 1.00+£0.00 029+ 086+ 0.001
infiltrasyonu 0.20° ab 0.18¢ 0.14°
Periasiner 0.00+0.00 1.14+ 029+0.18 0.00+ 0.00+ 0.001
yaglanma b 0.34° b 0.00° 0.00°
Apoptozis 0.14+0.14 143+ 129+029 029+ 029+ 0.001
b 0.20° : 0.18° 0.18°

Veriler ortalama + standart hata (Ort£SH) olarak ifade edildi.
*a,b,c ayni satirdaki degerler arasindaki fark istatiksel agidan onemlidir (p<0,05)
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Sekil 39. Karacigerde goriilen lezyonlarin gruplarda goriiniimii HE x 50. A. Kontrol
grubuna ait karacigerin histolojik gdriinlimii. B. Hct grubunda periportal, midzonal
ve periasiner bolgelerde yaglanmanin goriiniimii (asteriksler). C. Hct- Melatonin
grubunda periportal ve midzonal bolgelerde hafif siddette dejeneratif degisimlerin
goriiniimil (asteriksler). D. Het-2mel grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. E.
Hct-Ator grubunda periportal bolgedeki hepatositlerde siddetli bulanik sisme

(asteriksler) ve siniizoidal konjesyonun (ok baslar1) goriiniimii.
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Sekil 40. Karacigerde goriilen lezyonlarin gruplarda goriintimii HE x 200. A. Kontrol
grubuna ait karacigerin histolojik goriiniimii. B. Het grubunda periportal bolgedeki
hepatositlerde makrovezikiiler yaglanmanin (ok baslar1) goriniimii. C. Hct-
Melatonin grubunda periportal bolgedeki hepatositlerde bulanik siskinligin (ok
baslar1) goriiniimii. D. Hct-2mel grubunda periportal bolgenin normal goriiniimii. E.
Hct-Ator grubunda periportal bolgedeki hepatositlerde siddetli derecede bulanik

sigkinligin (ok baslar1) goriiniimii.
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5.11.2. Bobrekte Mikroskobik Bulgular

Tim gruplarda bobrekte belirlenen lezyonlarin siddeti Tablo 12' de 6zetlendi
(Tablo 12). Kontrol (41,42/A) ve melatonin (Sekil 41/C-D) uygulanan gruplarda
bobreklerin normal histolojik goriiniimde oldugu saptandi. Hct grubunda tubulus
epitel hiicrelerinde deskuamasyon, bulanik sisme ile birlikte tubiiliis limenlerinde
hiyalin silindir formasyonlar1 ve tubiiler dilatasyon en belirgin degisimlerdi (Sekil
41/B). Bu goriinlimlere ek olarak Bowman kapsiilinde kalinlasma ile birlikte
mezangial hiicrelerde proliferasyon dikkati c¢ekti (Sekil 42/B). Bazi1 hayvanlarda
intertubuler alanlarda mononiiklear hiicre birikimleri ile karakterize intersitisyel
nefritis mevcuttu. Hct + melatonin grubunda ise tubulus epitelindeki nekrotik ve
dejeneratif degisimlerin Hct grubuna gore daha hafif siddette sekillendigi tespit
edildi (Sekil 41,42/D). Het grubunda izlenen intersitisyel hiicre infiltrasyonlarina
Hct+ melatonin grubunda rastlanmadi. Bu grupta hiyalin silindir formasyonu ve
tubular dilatasyon siddetinde Hct grubuna gore azalma mevcut olmakla birlikte
farklilik istatistiksel agidan anlamli degildi (P). Atorvastatin uygulamasi yapilan
grupta genel olarak bobrekteki nekrotik ve dejeneratif degisimler Het grubuna gore
kismen benzerlik gosterdigi tespit edildi (Sekil 41,42/E). Ancak bu grupta gézlenen
intersitisyel nefritisin diger deneme gruplarina gore daha belirgin oldugu dikkati

cekti (P).
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Tablo 12. Bobreklerde tespit edilen lezyonlarin gruplara gore siddeti.

Gruplar

Lezyonlar KONTROL HCT HCT+MEL HCT-2MEL HCT-ATOR P degeri
Tubulus epitel hiicrelerinde nekroz ve 0.00+0.00 2.00£0.22° 1.14+0.26° 0.14+0.14°¢ 1.71£0.29% 0.001
deskuamasyon

Tubulus epitel hiicrelerinde bulank sisme 0.14+0.14¢ 2.29+0.18° 1.57+0.20° 0.71+0.18°¢ 1.57+0.20° 0.001
intratubuler hiyalin damlacig 0.29+0.18°¢ 2.00+0.22° 1.29+0.18° 0.43+0.20°¢ 1.86+0.14° 0.001
Tubular dilatasyon 0.14+0.14° 2.00£0.22° 1.43+0.20° 0.29+0.18"° 1.71+0.29° 0.001
Bowman kapsiiliinde kalinlasma 0.00 £ 0.00 0.57+0.20 0.29+0.18 0.00+0.00 0.43+0.30 0.12
intersitisyel hiicre infiltrasyonu 0.00+0.00° 0.43+£0.20° 0.00£0.00° 0.14£0.14° 1.14+£0.40° 0.003

Veriler ortalama =+ standart hata (Ort=SH) olarak ifade edildi.
*a,b,c ayni satirdaki degerler arasindaki fark istatiksel agidan 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 41. Bobrekte goriilen lezyonlarin gruplarda goriiniimii HE x 50. A. Kontrol
grubuna ait bobregin histolojik goriiniimii. B. Het grubunda tubul epitelinde nekrotik
ve dejeneratif degisimler ile birlikte intratubuler hiyalin silindir formasyonlar1 (ok)
ve tubuler dilatasyonun (ok baslar1) goriiniimii. C. Het - Mel grubunda bobregin
histolojik goriiniimii. D. Hct-2mel grubunda bobregin histolojik goriiniimii. E. Het-
Ator grubunda nekrotik ve dejeneratif bobrek korteksinde tubular dilatasyonun (ok

baslar1) goriiniimii.
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Sekil 42. Bobrekte goriilen lezyonlarin gruplarda goriiniimii HE x 200. A. Kontrol
grubuna ait bobregin histolojik goriiniimii. B. Hct grubunda intratubuler hiyalin
silindir formasyonlar1 (ok baslari), tubulus epitelinde vakuoler dejenerasyon (ok),
bowman kapsiiliinde kalinlasma ve mezengial hiicrelerde proliferasyon. C. Hct-Mel
grubunda tubulus epitelinde hidropik dejenerasyonun (ok baslar1) goriiniimii. D. Hct-
2mel grubunda bobregin histolojik goériiniimii. E. Hct-Ator grubunda tubulus

epitelinde bulanik siskinligin (ok baslar1) goriiniimii.
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5.11.3. Aortta Mikroskobik Bulgular

Kontrol ve tiim tedavi gruplarina ait aorta kesitlerinde mikroskobik olarak

herhangi bir lezyona rastlanmadi (Sekil 43).

Sekil 43. Aortta goriilen lezyonlarin gruplarda goriiniimii HE x 200. A. Kontrol
grubunda aortanin goriiniimii. B. Hct grubunda aortanin goriinimii. C. Hct-Mel
grubunda aortanin goriiniimii. D. Hect-2mel grubunda aortanin goriiniimii. E. Hct-

Ator grubunda aortanin goriiniimii.
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6. TARTISMA

Calismamizda, yiiksek kolesterol diyeti uygulanan damar ACh ECsy degeri
azalirken; lipid parametreleri, aterojenik indeks ve karaciger fonksiyon test degerleri
artt1. Dokularda oksidatif ve histopatolojik degisimler gozlendi. Profilaktik olarak es
zamanlt ve tedavi amagli son 2 hafta verilen melatonin tiim bu degisiklikleri
engelledi. Melatonin ile elde edilen sonuglar atorvastatin uygulamasina benzerdir.

Ox-LDL’nin birikimi, aterosklerotik plak olusumuna katkida bulunarak; inme
miyokard enfarktiisii gibi kalp ve damar hastaliklarina yol agar. Epidemiyolojik ve
klinik caligmalar diisiik diizeyde HDL nin aterojenik siiregte 6nemli rol oynadigmni
gostermistir. The Framingham Heart Study” (77) “Multiple Risk Factor Intervention
Trial (MRFIT)” (78) ve “Lipid Research Clinics” (LRC) (79) programlar1 gibi biiyiik
orneklemler iizerinde ve uzun siireli yapilan ¢alismalar LDL ve non-HDL diizeyleri
ile kardiyovaskiiler hastaligina sahip olma arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
ortaya koymuslardir. Ayrica son zamanlarda yiiksek trigliserid diizeylerinin de
koroner kalp hastalig1 i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (80).

Calismamizda hiperkolesterolemiyle artan serum LDL, TK seviyeleri, tiim
tedavi gruplarinda anlamli azalirken; TG seviyesi sadece melatonin uygulanan
gruplarda anlamli azaldi, atorvastatin grubundaki azalma anlamliliga ulagmadi.
Hiperkolesterolemiyle diisen HDL seviyesi, tiim tedavi gruplarinda anlaml artti.

Diisiik HDL diizeyi olanlarda statin tedavisinin faydalar1 yapilan caligmalarda
gosterilmistir (81, 82). 16 hafta atorvastatin uygulamasiyla hiperkolesterolemik
tavsanlarda, HDL diizeyinde artis ve plazma TK, TG ve LDL kolesterol

seviyelerinde azalma oldugu rapor edilmistir (83).
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Yapilan calismalarda yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen sigcanlarda
melatonin uygulamasinin kan kolesterol diizeylerinin azalmasina (84), kolesterol
metabolizmasmin diizenlenmesine ve oksidatif hasarin  Onlenmesine katkida
bulundugu gosterilmistir (10). %2 kolesterol ve % 0.5 kolik asit diyeti ile
hiperkolesterolemi olusturulan bir calismada, melatonin uygulamasinin plazma
lipoprotein artisin1 6nemli Ol¢iide azalttigi ve ayni zamanda LDL oksidasyonunu
engelledigi gosterilmistir (85). LDL kolesterol diizeyi yliksek, 6zellikle de miyokard
enfarktiisii ve /veya ani 6liim riski olan, insanlarin diisiik melatonin seviyesine sahip
oldugu gosterilmistir (86).

Melatonin uygulamasmin lipid profili izerine etkisinin Zucker diyabetik obez
siganlarda 6lgiildiigli bir arastirmada, HDL kolesterol seviyesi anlamli artarken, yag
infiltrasyonu ve trigliserit seviyesi anlamli azaldi. Bu bulgular sadece yiiksek yagl
diyet ile beslenen farelerde goriiliirken normal yemle beslenmis kontrol farelerinde
gbozlenmemistir (66). Son 2 hafta uygulanan melatoninin, atorvastatin ve es zamanli
melatonine gére HDL seviyesini arttirmakta yetersiz kalmasmin sebebinin tedavi
stiresi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica, Agil ve ark. (66) yaptigi baska bir calismada 6 hafta siireyle
melatonin uygulamasmi Zucker diyabetik siganlarin total kolesterol seviyelerini
etkilemeden LDL seviyesini anlamli azalttig1 rapor edilmistir (54).

Sicanlarda, alkole bagl karaciger yaglanmasinda melatonin koruyucu ve tedavi
etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada, 6 hafta siireyle melatonin tedavisinin serum ve
karaciger trigliserit diizeyini anlaml1 azalttig1 rapor edilmistir (87).

Bulgularimiz daha once yapilan ¢aligmalar ile uyumludur. Calismamizda TK

seviyesi, es zamanlt melatonin uygulanan grupta, son 2 hafta melatonin ve
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atorvastatin uygulanan gruplara gore daha azdi. Bu sonug¢ bize profilaktik
melatoninin uygulamasinin TK seviyesini diisiirmede atorvastatinden daha etkili
olabilecegini gostermektedir.

Yapilan caliymalar aterojenik  indeksin, koroner ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler hastalik riski yansittigmi ve bu risk faktorlerini belirlemede ek katk1
sagladigini gostermistir (88, 89).

Calismamizda aterojenik indeks, tedavi gruplarinda (6zellikle melatonin
uygulanan gruplarda) hiperkolesterolemi grubuna goére anlamli diisiik bulunmustur.
Yiiksek yaglh diyetle beslenen tavsanlarda yapilan bir caligmada, aterojenik indeks
bizim ¢alismamiza benzer sekilde melatonin uygulanan grupta anlamli azalmistir
(90). Yine tavsanlarda, hipolipidemik ¢emen tohumlarinin etkisinin atorvastatin ile
karsilastirildig1 bir calismada aterojenik indeks atorvastatin ile anlamli azalmistir
(91).

Aterosklerotik risk faktorlerinin belirlenmesinde aterojenik indeksin ayrt
edici bir parametre olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda sicanlarin deney Oncesi ve deney sonrasi canli agirliklar
Olciilmiis ve hiperkolesterolemi grubunda anlamli agirlik artis1 gézlenirken, tedavi
gruplar1 (6zellikle es zamanli melatonin) agirliklarinda ise anlamli degisim
gozlenmemistir. Bu durum melatonin ve atorvastatinin kolesterol diistiriicii etkisiyle
viicut yag kitlesinin artisini engelledigine isaret edebilir.

Yiiksek kolesterol diizeyleri karaciger hasarina neden olabilir. Klinik
laboratuvarlarda GGT enzim aktivitesi serum veya plazmada sensitif karaciger
fonksiyon testi olarak yaygmn sekilde kullanilmaktadirr (91). Amin ve ark. (92)

karaciger transaminazlarmin (ALT, AST ve GGT) hiperkolesterolemik siganlarda 3
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ve 6 hafta sonunda kontrollere kiyasla arttigimi géstermislerdir. Boyd (93) karaciger
nekrozlu hayvanlarin serum AST aktivitesinin anlamli arttigini bildirmistir.

Calismamizda hiperkolesterolemi grubunda artan AST ve GGT diizeyi, tedavi
gruplarinda anlamli azaldi. ALT Ol¢timlerimizde hiperkolesterolemi grubunda artis
diger gruplarda azalma gbzlense de anlaml1 degildi.

Vijayabaskar ve ark. (94) yaptig1 calismada 17 giin hiperkolesterolemik
diyetle beslenen siganlarm 7 giinliik 1,34 mg/kg/giin atorvastatin tedavisi sonrasi
karaciger ALT ve AST degerlerinde diizelme gozlenmistir. Bagka bir ¢alismada,
hiperkolesterolemik sicanlarda gavajla uygulanan atorvastatinin (10 mg/kg) karaciger
enzimleri lizerine olumlu sonuglar gosterdigi rapor edilmistir (95). Apolipoprotein E-
knockout farelerde aort aterosklerotik plaklardaki GGT enzim aktivitesinin
arastirildigl bir ¢alismada, 8 hafta siireyle yiiksek kolesterol diyeti ile es zamanli
verilen atorvastatinin (5 mg/kg) serum GGT diizeylerini baskiladig1 gosterilmistir.
(96).

Letrozol indiiklii hepatotoksisitede melatonin karaciger enzimleri lizerine
olumlu etkisi gosterilmistir (97). Ayrica nonalkolik steatohepatit hastalarinda 12 hafta
sireyle melatonin (2x5 mg/glin) uygulamasiyla serum ALT, AST ve GGT
diizeylerinde anlamli azalma oldugu (98), tiyoasetamid ile olusturulan karaciger
fibrozisi iizerine, 4 hafta boyunca uygulanan melatoninin (10 mg/kg) karaciger
enzimleri (ALT, AST) iizerine olumlu etkisinin oldugu rapor edilmistir (99).

Calismamizda onceki caligmalara benzer sonuglar gozlenmistir ancak tedavi
siiresinin arttirilmasiyla hiperkolesterolemik diyet alan sicanlarin serum ALT

diizeylerindeki azalmanin daha fazla olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Yiiksek kolesterol diyeti, lipid peroksidasyonuna neden olan serbest
radikalleri arttirrr (100). 12 hafta boyunca %1 kolesterol diyeti ile hiperkolesterolemi
olusturulan tavsanlarda kontrol grubuna gore serum MDA diizeyleri daha yiiksek,
serum SOD aktivitesi ve GSH diizeyinin daha diisiik oldugu rapor edilmistir (101).

Calismamizda MDA  diizeyleri, kontrole kiyasla hiperkolesterolemi
gruplarinda artma egilimindeydi. Bobrek dokusunda gruplar arasinda anlamli
farklilik goriilmedi. Karaciger dokusunda es zamanli melatonin ve atorvastatin
uygulanan gruplarda; kalp dokusunda ise atorvastatin uygulanan grupta
hiperkolesterolemi grubuna gére anlamli azalda.

GSH diizeyleri bobrek, karaciger, kalp dokularinda hiperkolesterolemi ile
anlamli azaldi; tedavi gruplarinda anlamli artti. Son 2 hafta uygulanan melatonin
grubundaki artma anlamliliga ulagsmadi.

SOD aktivitesi, bobrek ve kalp dokusunda hiperkolesterolemi ile anlaml
azalirken, es zamanli melatonin ve atorvastatin uygulamalariyla anlamli artti.
Karaciger dokusu SOD aktivitesinde gruplar arasinda anlamli farklilik goriilmedi.

Streptozosin indiiklii bobrek hasarinda 8 hafta siireyle atorvastatin (3,97
mg/kg/glin) uygulamasinin nefropatide etkisi azalan MDA; artan GSH seviyesi ve
SOD aktivitesi ile gosterilmistir (102). Atorvastatinin hiperkolesterolemik
tavsanlarda karaciger dokusu GSH diizeyi ve SOD aktivitesinin artisiyla protein
oksidasyonu ve oksidatif DNA hasar1 iizerine yararh etkilerinin oldugu gdsterilmistir
(103). Atorvastatin uygulamasinin karacigerde hiicre i¢i GSH diizeyini artirarak;
ROS iiretimini ve hiicre i¢i lipid peroksidasyonunu azaltarak hepatotoksik hasara
kars1 korudugu rapor edilmistir (104). Yapilan bir calismada, bulgularimizdan farkl

olarak yiiksek kolesterol diyeti ile birlikte 7 giin atorvastatin (1.4 mg/kg)
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uygulanmasi karaciger SOD, CAT aktiviteleri ve GSH diizeylerini arttirmamistir
(105). 8 hafta atorvastatin (0.3 mg/ kg/giin) uygulamasmin hiperkolesterolemik
tavsanlarm kalp dokusunda SOD diizeyinde anlamli artis oldugu gosterilmistir (106).

Deneysel ¢aligsmalar, melatoninin karacigerde oksidatif stres ile bozulmus,
mitokondri glutatyon redoks dongiisiinii diizeltebilecegini gostermistir (107). Normal
sartlarda, melatonin mitokondriyal hidroperoksit seviyelerini azaltir ve glutatyon
dengesini diizenler (108). Farmakolojik dozda uygulanan melatonin ile akciger,
barsak, bobrek, karaciger, beyin, kalp, epifiz bezi ve eritrosit GSH diizeylerinin
arttig1 gosterilmistir (109). Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik diizeylerdeki
melatoninin, GSH, GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve glutamil
sistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarmi ya da
aktivitelerini artirdig1 ve bu yolla oksidatif stresi baskiladigi bildirilmektedir (62).
Sicanlarda karaciger ve bobrek dokusu GSH aktivitesinin, melatonin uygulandiktan 3
saat sonra arttig1 gozlenmistir (110). Casares ve ark. (111) ¢alismasinda; pankreas
iskemi-reperflizyonuyla olusturulmus oksidatif stres modelinde, melatonin
tedavisinin antioksidan enzimleri artirdigmi; MDA-4HNE diizeyinin azalttigimi
gostermislerdir. Anabilim dalimizda yapilan bir ¢alismada; siganlarda 15 giinliik L-
NAME uygulamasinin kan basmcin1 ve MDA diizeyini arttirdigi ve GSH diizeyini
azalttig1 melatonin uygulamasinin ise bu etkileri geri ¢evirdigi gosterilmistir (112).
Melatoninin GSH diizeyini arttirip oksidatif hasar1 engelleyerek myokardial hasara
kars1 koruyucu etkileri gosterilmistir (113). Hoyos ve ark. (114) yaptig1 bir ¢alismada
sonuglarimiza benzer sekilde hiperkolesterolemik diyet, calisilan hicbir dokuda

MDA+4-HDA seviyesini degistirmemis, bununla birlikte, kronik melatoninin
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uygulanmasi ile karaciger, beyin, dalakta MDA+4-HDA seviyesi azalmistir. Kalpte
anlamli farklilik goriilmemistir.

Tiyoasetamide baglh karaciger hasarinda melatoninin karaciger GSH
seviyesini disiirerek, inflamatuvar degisiklikleri ve karaciger fibrozunu biiytik
Olciide onledigi gosterilmistir (99). Melatonin tedavisinin karaciger hasarma karsi
olumlu etkisinin glutatyon antioksidan sistem fonksiyonlarinin, karaciger redoks
durumunun geri kazanilmasi ile oldugu yapilan baska bir calismada gosterilmistir
(94). Bulgularimiz yapilan ¢aligmalarla uyumludur.

Son zamanlarda yapilan bir caligmada, radyasyona bagli nefrotoksisitede, 6
ay siireli melatonin ve genistein tedavisinin albino farelerin bobrek MDA diizeylerini
anlaml1 azalttig1 gosterilmistir (115).

Calismamizda, bobrek MDA diizeylerinde anlamli farkliligin goériilmemesi,
deney siiresinin kisa olmasidan kaynaklaniyor olabilir.

Yapilan caligmalarda plazma ADMA yiiksekliginin endotelyal fonksiyon
bozuklugu ve kardiovaskiiler olaylar i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (116).
Son donem bobrek yetmezligi olan 80 hastayla yapilan bir calismada plazma ADMA
konsantrasyonu aterosklerozu olanlarda olmayanlara gore yiiksek bulunmustur (117).
Saglikli 115 kiside yapilan calismada yiiksek ADMA diizeyleri ile karotid arter
intima- media kalmlig1 arasinda anlaml iliski gozlemlenmistir (118).

Calismamizda hiperkolesterolemi grubunda artan ADMA seviyesi, tedavi
gruplarinda anlamli azaldi.

Cesitli hiperkolesterolemik tavsan (119) ve insan ¢alismalarinda (120, 121)
atorvastatin tedavisiyle serum ADMA seviyelerinde azalma gbzlenmistir.

Melatoninin kardiyovaskiiler hastaliklarda ADMA diizeyi {zerine etkisinin
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arastirildigr bir¢ok calisma yapilmistir (122, 123). Melatoninin, serum ADMA
seviyesini diisiirdiigii ve metabolik sendrom, kardiyovaskiiler komplikasyonlarin
onlenmesi ve/veya tedavisi i¢in faydali olabilecegi gosterilmistir (124). Safra kanali
ligasyonun yapildig1 bir calismada, melatoninin 6zellikle DDAH-1’1 arttirarak
karacigerde ADMA artiglarin1 engelledigi rapor edilmistir Bu bilgi melatoninin
NO/ROS dengesini NO lehine bozarak oksidatif stresi azalttigini gostermektedir
(125).

Bizim bilgilerimize gore literatlirde hiperkolesterolemide melatoninin serum
ADMA seviyelerinin arastirildigi bir calisma bulunmamakla birlikte ¢alismamizda
ilk kez gosterilmistir. Boger ve ark. (126) LDL kolesteroliin ADMA iiretimi ile
iligkili bir enzim olan protein arjinin metil transferaz (PRMT)’in indiiksiyonu
aracilifiyla insan endotelyal hiicrelerinde =~ ADMA  sentezini  artirdigini
gostermislerdir. LDL diizeylerindeki diisiislerle birlikte melatonin ve atorvastatin
ADMA diizeylerini belirtilen yoldan azaltmis olabilir.

Vaspin ve visfatin yeni tanimlanmis adipokinlerdir. Son zamanlarda her iki
adipokinin de endokrin ve lokal etkilerle aterosklerotik siiregte rol aldiklari
distiniilmektedir.

Calismamizda karaciger ve aort dokusu hiperkolesterolemi gruplarinda anlaml
azalan vaspin, artan visfatin diizeylerini, melatonin ve atorvastatin uygulamalar: arttirdi.

Literatiirde serum vaspin ve visfatin diizeyleri ile obezite, diyabet ve
kardiovaskiiler olaylar arasindaki iligkiyi arastiran ¢ok sayida calisma bulunmakla
birlikte hiperkolesterolemi ile vaspin ve visfatin arasindaki iligkiyi arastiran smirli
sayida caligmaya rastlanmaktadir.

Kobat ve ark. (127) serum vaspin diizeylerinin KKH olan kisilerde anlamli

diisiik oldugunu gostermiglerdir. Vaspin serum konsantrasyonlarinin obezite ve yag
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dagilimi ile ilgili testlerle korelasyon goOstermesi, vaspinin obezite iligkili
ateroskleroza katilimc1 olmaya yeni bir aday olarak diisiiniilmesine neden olmaktadir
(128). Zhang ve ark. (129) yaptiklar1 ¢alismada diisik plazma vaspin
konsatrasyonunun KKH ile iliskili oldugunu ve koroner arter lezyonu olmayan
hastalarda  vaspin  seviyesine bakilarak  gereksiz koroner anjiografiden
kacimilabilecegini savunmuglardir. Kadoglou ve ark. (130) hiperkolesterolemik
hastalarda atorvastatin kullaniminin vaspin diizeylerini artirdigin1 gostermislerdir.

Visfatin plazma konsantrasyonlar1 muhtemelen lipid metabolizmas1 ve inflamatuvar
yanitla baglantilidir. Visfatinin lipid homeostazinda 6nemli rol oynadigini gosteren
calismalar yer almaktadir (131). Visfatinin plak destabilizasyonunda rol oynadigi ve
plazma visfatin diizeylerinin vaskiiler endotel fonksiyonlar: ile negatif korelasyon
gosterdigi one siiriilmiistiir. Ayrica akut miyokard enfarktiislii hastalarda monosit ve
notrofillerde visfatin ekspresyonunun arttigi izlenmis ve bu hastalarda enfarktiise
neden olan riiptiire koroner plaklarda immunhistokimyasal boyama ile bol miktarda
visfatin goriilmistiir (51). Krysiak ve ark. (132) yaptig1 bir ¢alismada, 19 yiiksek risk
faktorlii hastaya hipolipidemik ajan olarak 30 giin boyunca statin uygulamasi ile
plazma visfatin diizeylerinin azaldig1 gozlenmistir. Visfatinin, kronik bdbrek
hastalig1 olan hastalarda lipid bozukluklari, endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz ile
iligkili oldugu gosterilmistir (133). 8 hafta melatoninin tedavisinin, obez farelerin
visseral ve subkutan dokularda bulunan visfatin diizeylerini diisiirerek enerji
metabolizmasmin ve antiinflamatuvar yanitlarin desteklenmesinde onemli rol
oynadig1 gosterilmistir . Yapilan baska bir caligmada farelerde, melatonin makrofaj
hiicre kiiltliriinde, visfatinin indiiklii iNOS ekspresyonu ve NO iiretimini inhibe ettigi

gosterilmistir (134).
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Bizim bilgilerimize gére melatoninin hiperkolesterolemide karaciger ve aort
dokusunda vaspin, visfatin diizeylerine etkisi ile ilgili ¢aligma yapilmamstir.
Calismamizda ilk kez gosterilmistir.

Aort dokusu histopatolojik incelemelerde gruplar arasi anlamlhi farklilik
goriilmedi. Aortta gruplar arasinda anlamli farkliligin gériilmemesi hiperkolesteroliin
aortta yapisal dejenerasyon olusturmasi i¢in yeterli deney siiresinin olmamasindan
kaynaklanabilir.

Hiperkolesterolemi grubunda torasik aortada submaksimal doz Phe kasilmasi
sonras1t gevseme cevaplarindan elde edilen ACh-E.,x degerlerindeki azalmayi es
zamanli  melatonin  uygulamasmm  engelledigi  gozlendi. Bu  sonug
hiperkolesterolemiyle olusan endotel disfonksiyonda melatonin endotel gevsetici
etkilerinin oldugunu diisiindiirebilir.

Melatoninin hipertansiyon iizerine etkilerininin incelendigi bir caligmada
(136), kronik melatonin uygulamasinin, spontan hipertansif siganlarda (SHR)
arteriyel kan basmcimi azalttigi ve mezenterik arterlerinde endotelyum bagimli
gevseme cevaplarmi arttirdigr gosterilmistir. Rezzani ve ark. (137) SHR larda
melatoninle tedavi alan grupla almayan gruba gore asetilkolin indiikli
vazodilatasyon cevabinin mezenterik arterde iyilestigini bildirmislerdir.

Hiperkolesterolemi diger risk faktdrlerinin eksikliginde bile aterosklerotik lezyon
gelisimine neden olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada %2 kolesterol ile 4 hafta
beslenmenin tavsan aortasinda mikroskopik olarak gozlenebilen lezyon gelisimine neden
olabilecegi gosterilmistir (138). Hiperkolesterolemi seviyesi, aortta godzlenen
aterosklerotik plagin siddeti ile orantilidir (139).

Yazgan ve ark. %2 kolesterol iceren yem ile beslenen tavsanlarda yaptiklari

caligmada aortalarin 151k mikroskopisi ile yapilan incelemesinde, kolesterolden zengin
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yem ile beslenen grupta endotel tabakasmin biitiinliigliniin bozuldugu ve intima
tabakasinda belirgin bir kalinlagma oldugu, intimadaki hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid
birikimi ile kopiik hiicre kiimelerinin olustugu ve diiz kas hiicreleri arasinda yer yer lipid
damlaciklariin bulundugu gézlenmistir (140).

Yapilan bir c¢alismada, fruktoz ile beslenen sigcanlarda insiilin direnci ile
iligkili vaskiiler disfonksiyona kars1 8 hafta atorvastatin (10 mg/kg/giin) tedavisinin
koruyucu etkisinin oldugu ancak endotel bagimli gevsemeyi azaltmadigi rapor
edilmistir (141). %1 ve % 0.2 kolik asit diyeti ile hiperkolesterolemi olusturulan
siganlarda, 10 mg/L igme suyuyla 3 ay boyunca melatonin uygulamasi ile karotis
arterde tek cekirdekli hiicrelerden olusan ince bir tabaka ile iiretilen yag ¢izgilerinin
ve endotel kapl kopiik hiicrelerinin olusumunun engellendigi rapor edilmistir (67).

Melatonin tedavisi ile genetik obez farelerin, ateroskleroz ve hipertansiyon
gibi obezite ile iliskili vaskiiler hastaliklarin riskini azaltmada; dolayisiyla, aortik
stenoz ve fibrotik siireci dnlemede etkisinin oldugu gosterilmistir (142).

Calismamizda, karaciger ve bobrekte hiperkolesterolemi grubunda belirgin
histopatolojik degisimler gdzlenirken, es zamanli verilen melatonin grubunda
istatiksel acgidan anlamlilik bulunmamasi ile birlikte sayisal agidan lezyonlarin
siddetinde azalma oldugu gozlendi. Atorvastatin uygulanan grupta, karacierde
hiperkolesterolemi grubuna gore daha hafif siddette histopatolojik degisimler
gozlenirken; bobrekte ise goriilen degisimlerin, hiperkolesterolemi grubuna kismen
benzerlik gosterdigi tespit edildi. Atorvastatin farelerde oksidatif bozulma ve doza
bagimli karaciger doku toksisitesini arastirmak icin 8 hafta siireli 1-5-10 mg/kg/giin
olarak uygulanmistir ve histolojik incelemeler karacigerde atorvastatinin doza

bagimli toksik etkisini desteklemektedir (143). Calismamamizin bulgularmma benzer

95



sekilde, tiyoasetamid indiiklii karaciger fibrozisine karsi1 melatoninn 4 hafta boyunca
10 mg/kg/giin uygulandig1 bir calismada, inflamatuvar degisiklikler ve karaciger
fibrozunu kars1 melatoninin olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (99).

Yapilan bir ¢aligmada, melatoninin (20 mg/kg/giin) ve atorvastatinin (10
mg/kg/glin) uygulamasiyla, sigan bobreginde gentamisin indiiklii nefrotoksisitede
koruyucu etkisinin oldugu rapor edilmistir. Tek basmna atorvastatin tedavisine
kiyasla, melatonin ve atorvastatinin kombine tedavisinin 6nemli 6l¢lide artmis serum
kreatinin konsantrasyonu, bobrek agirligi, bobrek ROS ve MDA diizeylerini azalttigi
GSH diizeyi, SOD ve CAT aktivitelerini arttirdig1 gosterilmistir (144).

Sonug olarak yiiksek kolesterol diyetinin;

= ADMA, MDA diizeyleri, lipid profili, aterojenik indeks, karaciger fonksiyon
testleri ve visfatin diizeylerinin artmasina;

- Vaspin, HDL, GSH diizeyi, SOD aktivitesinin azalmasina,

- Endotele bagli gevseme cevaplarinda azalmaya,

- Ogzellikle karaciger ve bobrekte yapisal degisimlere neden olabilecegi
goriilmiistiir.

Es zamanli melatoninin hiperkolesterolemide;

- HDL kolesterol diizeyini artirmasi,

- Aterojenik indeks, LDL, TG, TK seviyeleri ve karaciger fonksiyon testlerini
(AST, GGT) azaltmasi,

- Antiaterosklerotik vaspin dilizeyini arttirmasi, proinflamatuvar visfatin
diizeyini azaltmasi,

- Oksidatif stres ile iliskili lipid peroksidasyon iirinii MDA ve endojen NOS

inhibitérii ADMA diizeylerini azaltmasi,
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- Endotel disfonksiyonunu 6nleyebilmesi,

- GSH ve SOD gibi antioksidan enzimleri arttirmast,

- Karaciger ve bobrekte histolojik degisiklikleri 6nleyebilmesi,
hiperkolesterelomiye bagli gelisen patolojilerde koruyucu etki gosterebilecegini
diistindiirmektedir.

Kolesterol ile es zamanli verilen melatonin grubunda cogu parametrede
goriilen olumlu degisim kontrol grubuna yakindi. Son 2 hafta uygulanan melatonin
ve atorvastatinin es zamanli verilen melatonin kadar olmasa da bu parametreler
iizerine olumlu etkisi gézlenmistir ve ilag uygulama siiresinin arttirilmasiyla daha
anlamli tedavi edici etki goriilebilir.

Yapilan c¢alismalar ve bizim bulgularimiz melatoninin hiperkolesterolemi
tedavisinde onemli koruyucu ve tedavi edici etkilerinin olabilecegini, atorvastatin ile
benzer etkiler olusturabilecegini ve klinik olarak test edilebilecegini
diistindiirmektedir.

Yaslanma ve kardiyovaskiiler hastaliklarda seviyesi azaldig1 rapor edilen, giin
ic1 ritm gdsteren melatonin diizeyini yiiksek tutmak i¢in yasam modifikasyonu, ya da
toksisitesi diisiik melatonin replasmani Onerilerek hiperkolesterolemi ve iliskili

hastaliklardan korunma ve tedavi saglanabilir.
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