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OZET

HESPERIDIN, RUTIN ve 7,8-DIHIDROKSI-3-(4-METILFENIL)
KUMARIN BILESIKLERININ LiPiT DUSURUCU ve
ANTIOKSIDAN ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Bu caligmada, flavanoid grubu bilesiklerden olan hesperidin, rutin ve 7,8-
dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin bilesiklerinin, hiperlipidemik sicanlar
tizerindeki lipit diisiiriicli ve antioksidan etkileri aragtirilmustir.

Yaklasik olarak 200-250 g agirligindaki 38 adet disi Sprague-Dawley cinsi
sigan rastgele 5 gruba ayrilmistir. Bir grup (n=6) pelet tipi ticari yemle beslenmistir
(kontrol grubu). Diger dort grup (n=8) pelet tipi kolesterolden zengin yem (% 2,
w/w) ile beslenmistir. Siganlar, genis plastik kafeslerde barindirilmis, suya ve yeme
erisimleri serbest birakilmistir. 17 gilinliilk beslenme sonunda, hayvanlara etil eter
solunumu yoluyla anestezi uygulanmis ve g6z damarlarindan kan Grnekleri
almmigtir. Elde edilen serumda, total kolesterol, trigliserit ve HDL-Kolesterol
(HDL-K) diizeyleri enzimatik kitler kullanilarak belirlenmistir. Kan alinmasindan
hemen sonra, hesperidin, rutin ve Organik Kimya Anabilim Dalimizda sentezlenen
7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin bilesikleri oral gavaj yoluyla 5 giin siireyle
uygulanmigtir. 5. giliniin sonunda hayvanlar dekapite edilmistir. Kan ornekleri
alimmig ve karacigerleri hizlica ¢ikartilmistir. Serum 6rneklerinde total kolesterol,
trigliserit ve HDL-K miktarlar1 tayin edilmistir. Karaciger dokular1 homojenize
edilmis ve sirasiyla Buege ve Ellman yontemleri kullanilarak malondialdehit
(MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri belirlenmistir.

Calismamizin sonuglari, denenen tiim bilesiklerin -hesperidin, rutin ve 7,8-
dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin- antioksidan ve lipit disiiriicii etkilerinin
oldugunu gostermistir. Fakat en etkili tedavi rutin ile saglanmistir. 7,8-dihidroksi-3-
(4-metilfenil) kumarin, antikoagiilan aktivitesinin yani sira, antioksidan ve lipit

diistiriicii etki de gostermektedir. Bu nedenle, 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)



kumarin ayni anda hem pihtilasma hem de lipit diizensizliklerinin tedavisinde

kullanilabilir.

Haziran, 2006 Basak Yiice
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION of LIPID LOWERING and
ANTOXIDANT EFFECTS of HESPERIDIN, RUTIN and 7,8-
DIHYDROXY-3-(4-METHYLPHENYL) COUMARIN

In this study, flavonoids, hesperidin, rutin and 7,8-dihydroxy-3-(4-
methylphenyl) coumarin, were investigated for their lipid lowering and antioxidant
effects on hyperlipidemic rats.

Thirty-eight female Sprague-Dawley rats, weighing approximately 200-250
g were randomly divided into 5 groups. One group (n=6) was fed with pellitized
commercial diet (control group). The other four groups (n=8) were fed with
pellitized high-cholesterol diet (2 %, w/w). Rats were housed in large plastic cages
and given free access to food and water. After 17 days of feeding, the animals were
anaesthetized with ethyl ether by inhalation and blood samples were collected from
orbital vessels. The serum obtained was analyzed for total cholesterol, triglyceride
and HDL-Cholesterol (HDL-C) using enzymatic kits. Following blood collection;
hesperidin, rutin and 7,8-dihydroxy-3-(4-methylphenyl) coumarin which is
synthesized in our Organic Chemistry Department, were supplied by oral gavage
route for 5 days. After 5 days the animals were decapitated. Their blood samples
were collected and livers were quickly removed. Total cholesterol, triglyceride and
HDL-C were determined in serum samples. Liver tissues were homogenized and
analyzed for malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH), following Buege’s
and Ellman’s methods, respectively.

The results of our study showed, that treated substances; hesperidin, rutin
and 7,8-dihydroxy-3-(4-methylphenyl) coumarin all have have antioxidant and lipid
lowering effects. But the most efficient treatment was obtained with rutin. Besides
its anticoagulant activity, 7,8-dihydroxy-3-(4-methylphenyl) coumarin displayed
both antioxidant and lipid lowering effects. So, 7,8-dihydroxy-3-(4-
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methylphenyl) coumarin can be used for the treatment of both clotting and lipid

disorders.

June, 2006 Basak Yiice

viii



YENILIiK BEYANI

HESPERIDIN, RUTIN ve 7,8-DIHIDROKSI-3-(4-METILFENIL)
KUMARIN  BILESIKLERININ LiPiT DUSURUCU ve
ANTIOKSIDAN ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Koroner kalp ve damar hastaliklart 6nemli bir saglik sorunudur ve yiiksek kan
lipit diizeyleri bu hastaliklarinin olusumunda en basta gelen etmenlerdendir. Bu
hastaliklar1 6nlemede ve tedavide kullanilan lipit diisiiriicti ilaglar, ila¢ sanayinde
biiyiik bir yer tutmaktadir. Ozellikle serum kolesterol diizeylerini diisiirmek ve ilag
tedavisine alternatif maddeler bulmak i¢in ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Bu
maddelerden olan flavonoidler, bitkisel kaynakli yiyeceklerde bulunan polifenolik
bilesiklerdir. Flavonoidlerin biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri oldukca
fazladir. Antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin yan1 sira lipit diisliricii etkiye
de sahip olduklar1 bilinmektedir.

Rutin ve hesperidin bilesiklerinin lipit diisiiriicli ve antioksidan etkiye sahip
olduklar1 daha 6nceki calismalarda kaydedilmistir. Bu tez kapsaminda, hesperidin ve
rutin bilesiklerinin yani sira Organik Kimya Laboratuarimizda sentez edilen ve
antikoagiilan 0zellikte oldugu bilinen 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin
bilesiginin lipit diisiiriicii ve antioksidan etkisi ilk kez incelenmis ve bu etkilere sahip
oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda hesperidin ve rutin bilesiklerinin de
hiperlipidemik si¢anlar {iizerindeki lipit diislirlicii ve antioksidan etkileri ayni
calismada incelenmistir.

Bu calismada kullanilan 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin bilesigi
detayli calismalar1 yapildiginda, hem antikoagiilan 6zellikte olmasi hem de lipit
diistiriicii  ve antioksidan oOzellik gostermesi sebebiyle ilag sanayinde yarar

saglayabilir, glinlimiizdeki tedavi yontemleri arasinda yer alabilir.

Haziran, 2006 Prof. Dr. Ayse OGAN Kimyager Basak Yiice
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KISALTMALAR

ACAT
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: Kolesterol ester transfer protein (Cholesterol Ester Transfer
Protein)

: Deoksiriboniikleik Asit (Deoxyribonucleic Acid)

: Ditiyonitrobenzen

: Indirgenmis Glutatyon

: Yiikseltgenmis Glutatyon

: Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (High Density Lipoprotein)

: HDL-Kolesterol

: 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (3-hydroxy-3-methylglutaryl
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:Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International
Union of Pure and Applied Chemistry

: Koroner Arter Hastaliklar1

: Koroner Kalp Hastaliklar1

: Kardiyovaskiiler Hastaliklar

: Lesitin kolesterol agiltransferaz (lecithin-cholesterol
acyltransferase)

: Diigiik Yogunluklu Lipoprotein (Low Density Lipoprotein)
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BOLUM I

GIRIS ve AMAC

Yiiksek kan lipit diizeyleri koroner kalp ve damar hastaliklarinin gelismesine
yol agar. Asirt miktarda kolesterol; inme, safra tasi olusumu, kalp krizi ve damar
sertligi hastaliklarinin meydana gelme nedenlerinden biridir.

Kolesterol ve triagilgliseroller viicut sivilarinda lipoprotein partikiilleri
seklinde tasmirlar. Lipoproteinlerin yogunluklart igerdikleri triagilgliserol miktar
arttikca diiser, protein miktar1 arttikca yiikselir. Yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL), fazla miktardaki kolesterolii yok edilmesi i¢in karacigere tasir. Diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ise, kolesterolii viicudun tiim dokularina tagimaktan
sorumludur. LDL-kolesterol/HDL-kolesterol orani aterojenez i¢in ¢ok Onemli bir
indikator olarak kabul edilmektedir (Cigh ve Saleem 1997). Diisiik HDL-kolesterol
diizeyleri ile koroner kalp hastaliklarinin gelisimi arasindaki iliski pek ¢ok
epidemiyolojik calismada gosterilmistir (Kostner 2002).

Lipit ve kolesterol diisiiriicii ilaclar, ilag sanayinde 6nemli bir pazara sahiptir.
Serum kolesterol diizeylerini diisiirmek i¢in giiniimiizde olduk¢a yogun caligsmalar
yapilmakta ve ilag tedavisine alternatif maddeler arastirilmaktadir. Bu maddelerden
olan flavonoidler, bir¢ok sebze, meyve, tahil, ¢ay, kahve, kirmiz1 sarap ve koklerde
bulunan diisiik molekiil agirlikli polifenolik bilesik grubudur (Hollmann ve Katan
1997). Antioksidan, anti-inflamatuar, anti-histaminik ve anti-viral etkilerinin yaninda
lipit diistiriicti etkileri de vardir. Ayn1 zamanda flavonoidler bazi kanserleri 6nlemede

ya da yavaglatmada kullanilirlar (Gao ve dig. 2003).



Calismamizda flavonoid yapisindaki hesperidin ve rutin ile 7,8-dihidroksi-
3(4-metilfenil) kumarin bilesikleri kolesterol zengini yem ile beslenerek lipit seviyesi
yiikseltilen sicanlara verilmis ve bu bilesiklerin serum kolesterol, trigliserit ve HDL-
kolesterol diizeyleri {izerine olan etkisi incelenmistir. Ayn1 zamanda, bu bilesiklerin
antioksidan etkisi de arastirilmis ve bu amacla sicanlarin karaciger dokularinda

malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeylerine olan etkisi incelenmistir.



BOLUM I1

GENEL BILGILER

I1.1. HIPERLIiPIDEMI

Klinik kimya laboratuarlarinda rastlanan en yaygin biyokimyasal anormallik,
hiperlipidemilerdir. Hiperlipidemilerin siklig1 ve siddeti; her iki cinsiyette de yasla
birlikte serum total kolesterol ve trigliserit konsantrasyonunda oldugu gibi artar. Kan
lipit diizeyleri,

1. Spesifik klinik semptomlarla ortaya ¢ikan hiperlipidemileri belirlemek,

2. Koroner kalp hastalig1 riskini degerlendirmek,

3. (1). ve (2). nedenlerden 6tiirii diyet ya da ilag tedavisi uygulanan hastalari

izlemek,
i¢in tayin edilmektedir.

Hiperlipidemilerin dogru teshisi, insanlarin yasam big¢imleri iizerindeki uzun
zamanlt etkileri acisindan ¢ok Onemlidir. Diger yandan, teshis edilememis
hiperlipidemiler, koroner kalp ve damar hastaliklarinin gelismesine yol acar.

Hiperlipidemilerin dogru teshisi i¢in uygun referans araligimin belirlenmesi
gibi giivenilir laboratuar metodlarinin birlesmesiyle, koroner kalp hastalig riski tayin

edilebilir (Naito 1987c¢).



I1.2. KOLESTEROL

I1.2.1. Yapis1 ve Ozellikleri

10,13-dimetil-17-izooktil steroid grubuna ait sterollerden insan biyokimyasi
bakimindan en 6nemlisi kolesteroldiir. Kolesterolin —OH grubu B durumunda yani
steran halka sistemi diizleminin iizerindedir ve sistematik adi 3-B-hidroksi-A’-
kolesten’ dir (Sekil II.1). Kolesterol suda ¢oziinmeyen; eter, kloroform, benzen ve
sicak alkolde ¢dziinen bir bilesiktir (Tekman ve Oner 1998).

Kolesterol ilk defa 1770 yilinda izole edilmistir. 1920’ lerde iki Alman
kimyac1 olan Adolf Windaus (Géttingen Universitesi) ve Heinrich Wieland (Miinih
Universitesi) kolesteroliin kimyasal yapisim1 aydinlatmiglar, 1927 ve 1928 yillarinda
Nobel odiilii almislardir. Ancak, Windaus ve Wieland tarafindan Onerilen
kolesteroliin yapisinin yanlis oldugu 1932 de Ingiliz fizik¢i J.D. Bernal tarafindan
X-1sinlart difraksiyon calismasiyla ortaya cikarilmistir. 1932 yillarimin sonunda
Ingiliz bilim adami Bernal, Wieland’ 1n sonuglarmni kullanarak kolesteroliin dogru

yapisint bulmustur (Solomons ve Fryhle 2002).

HisC,,

Sekil I1.1 Kolesterol

Kolesterol, hayvan hiicresi plazma membranlarinin ana bilesenidir ve kiiclik
miktarlarda da olsa intraseliiler organellerin membranlarinda bulunur (Garret ve
Grisham 1999). Kolesterol, en ¢ok karacigerde olmak iizere, hemen her dokuda
enzimatik reaksiyonlar ile sentez edilir. Viicudun biitlin hiicrelerine dagilmis halde
bulunan kolesterol, en ¢ok siirrenal korteks bezinde (% 10) olmak iizere, bazi i¢ salgi
bezlerinde, beyin ve sinir dokularinda, karacigerde, deride, bagirsak mukozasinda,
kan plazmasinda v.b. bulunur. Kolesterol, safra asitlerinin, steroid yapili cinsiyet
hormonlarinin, bdbrekiistii bezinin steroid hormonlarinin ve D; vitamininin On

maddesidir (Tekman ve Oner 1998).



Kolesterol, dolasim sistemimizde kan ile serbest¢e tasinamaz. Kolesterol
taginmasi, lipoproteinlerle saglanir. Bu lipoproteinler, yogunluklarina gore
siiflandirilirlar ve farkli fonksiyonlara sahiptirler. Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL), diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL) 6n maddesidir. LDL, kolesterolii
viicudun tiim dokularina tasimaktan sorumludur. Yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) ise, kolesteroliin ters tasiyicisidir. Viicudun, damarlar ve arterler dahil tiim
dokularinda bulunan fazla miktardaki kolesterolii yok edilmesi i¢in karacigere tasir.

(Bhagavan 1992)

11.2.2. De Novo Sentezi

Besin yoluyla kolesterol alimi insanlarda 0.5 g/giin ile sinirlandirilir. Tim
fizyolojik kolesterol gereksinimi de novo (Asetil-CoA’ dan kolesterol sentezi)
senteziyle karacigerden saglanir. 27 karbonlu (C) kolesteroliin sentez yolu, 3
asamada incelenebilir.

1. 3 Asetil-CoA biriminden, izopentenil pirofosfat olusumu

2. 6 izopentenil pirofosfat molekiiliinden skualen olusumu

3. Skualenden kolesterol olusumu

Kolesterol sentezinin ilk asamasi; asetil-CoA’ dan izopentenil pirofosfat
olusumudur. Bu reaksiyon dizisi sitosolde gergeklesir ve asetil-CoA ile asetoasetil-
CoA’ dan 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA sentaz enzimi varliginda, 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) olusumuyla basglar. Bu ara {riin mevalonat’
indirgemek i¢indir. Mevalonat sentezi, kolesterol olusumunu {iistlenen 6nemli bir
adimdir (II.1). 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA rediiktaz () enzimi bu tersinmez adimi1
katalizleyen enzimdir ve endoplazmik retikulumda bulunan bir integral membran
proteinidir. HMG-CoA rediiktaz enzimi, kolesterol biyosentezinde 6nemli kontrol

noktalarina sahiptir (Sekil I1.2).

3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA + 2NADPH + 2H " _, mevalonat + 2NADP * + CoA (II.1)
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Asetoasetat

Sekil I1.2 Mevalonat Olusumu

Mevalonat, ATP gerektiren, birbirini izleyen ii¢ reaksiyon sonunda 3-
izopentenil pirofosfata doniisiir. Pirofosfomevolanat dekarboksilaz enzimi ATP’ ye
bagimli dekarboksilasyonu katalizler. izopentenil pirofosfat, dekarboksilasyon
sonucu meydana gelir. Bu aktif izopren, tiim canli aleminin yagaminin bagindan
sonuna kadar birgok 6nemli biomolekiil i¢in anahtar yap1 birimi gorevi goriir (Sekil

11.3).
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Sekil I1.3 3-izopentenil Pirofosfat Olusumu

Kolesterol sentezinin ikinci asamasi, 6 izopentenil pirofosfat (C;)
molekiiliinden, skualen (C ,, ) sentezidir.
Cs » Cig » Cys > Cao

Bu asama, izopentenil pirofosfatin izomerizasyonla dimetilalil pirofosfata

doniistimiiyle baslar. Izopentenil pirofosfat izomeraz enzimi izomerizasyonu

katalizleyen enzimdir (Sekil I1.4).

CHs CHs
Hzc)v\n POPO* HsC )%/\omsmf
izupentenil pirofosfat Dimetilalil pirofosfat

Sekil 11.4 Dimetilalil Pirofosfat Olusumu




[zomerik C, birimleri C,, bilesigi olusturmak iizere kondanse olurlar.
izopentenil pirofosfat, dimetilalil pirofosfattan olusan alilik karbonyum iyonuna
saldirir ve geranil pirofosfat olusturur. Geranil pirofosfat, diger bir izopentenil

pirofosfatin ilavesiyle bagka bir bilesige doniisiir. Olusan C bilesigine farnezil

pirofosfat ad1 verilir. Bu kondenzasyonlar1 geranil transferaz enzimi katalizler (Sekil

IL.5).

3-izopentenil CHa OPO,POy”
pirofosfat CHs OPO,PO4? CH; QOPO,PO,*
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Sekil I1.5 Geranil Pirofosfat Olusumu

Skualen sentezinin son adimi, 2 farnezil pirofosfat molekiiliiniin kuyruk
kuyruga kondenzasyonlar1 sonucu indirgenmeleri ile skualen olusumudur (I1.2). Bu

reaksiyonu katalizleyen enzim skualen sentazdir (Sekil I1.6).

2 Farnezil pirofosfat (C,5) + NADPH __,, skualen (C,,) +2PP,+ NADP" + H" (IL.2)

Geranil pirofosfat

e

lzopentenil pirofosfat

CH; |

Hy = F

arnezil pirofosfat

farnezil pirofosfat + HADPH

2 PP+ NADP® + W

CHy I | CHy

HiC S Skualen = H

Sekil I1.6 Skualen Olugumu

3




Kolesterol sentezinin son asamasi, skualen dongiisiidiir. Skualen Once
oksiidan olarak O, ve rediiktan olarak NADPH kullanilarak skualen epoksit (2,3-
oksidoskualen)’ e doniistiiriiliir ve boylece aktif hale gelir. Bir oksijen atomu epoksit
olusturmak tizere substratla birlesir, diger oksijen atomu ise suya indirgenir. Skualen
epoksit daha sonra, oksidoskualen siklaz enzimiyle lanosterola doniistiiriiliir. Enzim,
skualen epokside uygun konformasyonda etki eder ve epoksit oksijenini
protonlayarak reaksiyonu baglatir. Olugan karbokatyon, lanosterol olusturmak tizere

kendiliginden yeniden diizenlenir (Sekil I1.7).
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Sekil I1.7 Lanosterol Olusumu

Lanosterol, 3 metil grubunun uzaklastirilmasi, ¢ifte bagin NADPH ile
indirgenmesi ve diger cifte baga go¢ islemleri sonrasinda kolesterole doniistiiriiliir.
Lanosterol, endoplazmik retikulum membranlarindaki enzimlerle katalizlenen 19
reaksiyon sonucu kolesterole doniisiir (Sekil 11.8) (Bloch 1964, Vance ve Van den
Bosch 2000, Berg ve dig. 2002).



Lanosterol

19 adim
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Sekil I1.8 Kolesterol Olusumu

I1.2.3. Klinik Calismalar Acisindan Kolesteroliin Onemi

Amerikan Kardiyoloji Dernegi’ nin verilerine gore uygun insan kan

kolesterol diizeyleri Tablo II.1° de verilmistir.

Tablo II.1 Insan Kan Kolesterol Araliklar

Diizey (mg/dl) Diizey (mmol/l) Yorum
<200 <5.2 Diisiik kalp hastaligi riski i¢in istenen diizey
200-239 5.2-6.2 Sinirda yiiksek risk
>240 >6.2 Yiiksek risk

Total kolesterol ol¢iimii, steroidin hem ester hem de serbest halinin dl¢iimiinii
icerir. Serum ya da plazmada , total kolesteroliin {igte ikisi esterlesmis halde kalanm
serbest haldedir (Naito 1987a).

Yiiksek plazma kolesterol diizeyleri ile koroner kalp hastaliklarina yakalanma
riski arasindaki iliski, ¢ok sayida epidemiyolojik ¢calismada tespit edilmistir (Bellosta
ve dig. 1998). Asir1 miktarda kolesterol; inme, safra tasi olusumu, kalp krizi ve

damar sertligi hastaliklarinin meydana gelme nedenlerinden biridir. Kolesterol,



arterlerde plak olarak birikir (Sekil I1.9). Beslenme bozukluklarinda (asir1 yag
tilketimi) ve ani streste kan damarlar1 genislemeye zaman bulamazlar ve arter
limenlerinde  kiigiik  yirtiklar  meydana  gelir.  Aterosklerozun  gelisme
mekanizmasinda, bu kiigiik yirtiklara viicudun yaniti; bu yirtiklart onarmak i¢in kan
dolasimina kollajen salinimin1 saglamaktir. Bu yumusak plaklarin varligi, arterlerin
i¢ kisimlarinda karakteristik yagli damar olusumunun bir sonucudur. Bu yagli damar,
kolesterol ve kolesterolii uzaklastirmak i¢in ¢abalayan makrofajlarla dolu diiz kas
hiicrelerinden olusur. Aterosklerozun bir sonraki asamasi, lifli plaklardir. Yagh
damara ek olarak protein ve diger maddeleri igerirler. Aterosklerotik plaklar
yirtilabilirler ve yirtilma noktasina bagli olarak pihtilasmaya neden olabilirler. Bu da,
miyokard infarktiis yada kalp krizine, koroner 6liime ya da inmeye neden olabilir.

(Glagov ve dig. 1987).

g Kolesterol,
Kas ﬂf kan dolagiminda
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duvarlar purizsiiz
ve kaygandir.
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Kolesterol diizeyi
yiiksek olduijunda,
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Lifli plak —

(b) Kismen kapanmug arter

Sekil I1.9 Ateroskleroz Olusumu

I1.3. LIPOPROTEINLER

I1.3.1. Genel Bilgi

Kolesterol ve triagilgliseroller viicut sivilarinda lipoprotein partikiilleri
seklinde tasiirlar. Her partikiil hidrofobik lipitlerden (triagilgliseroller ve kolesterol
esterleri) olusan bir ¢ekirdek ve bunun etrafinda daha polar, lipit (serbest kolesterol

ve fosfolipitler) ve apoproteinlerden olusan bir kabuktan meydana gelmektedir (Sekil
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I1.10). Lipoproteinlerin yapisindaki protein ve fosfolipit molekiilleri apolar gruplari
ile lipoproteinin i¢ kismindaki lipitleri, ylizeydeki polar gruplarn ile de su
molekiillerini ¢ekerler. Boylece, lipoproteinler suda c¢oziinmeyen lipitlerin kan
plazmasinda emiilsiyon halinde kalmasini ve bir organdan digerine kan yoluyla

tasinmasimi saglarlar (Tekman ve Oner 1998).

Serbest Kolesteral

Fostolipid

Apalipopratein

Kalesterol Ezterleri

Sekil I1.10 Lipoprotein Yapisi (Kostner, 2002)

Lipoproteinler artan yogunluklarina gore 5 ana sinifa ayrilirlar. Yogunluklar
icerdikleri triagilgliserol miktar1 arttikga diiser, protein miktar1 arttikga yiikselir.
Silomikronlar plazma lipoproteinlerinin en biiyiikleridir. Cok diisiik yogunluklu
lipoprotein (VLDL), triagilgliserol bakimindan zengindir ve triagilgliserollerin
taginmasiyla  gorevlidir. VLDL katabolizmasi {irlinleri orta yogunluklu
lipoproteinlerdir (IDL). IDL, diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL) 6n maddesidir.
LDL, kolesterolii viicudun tiim dokularina tagimaktan sorumludur. Yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) ise, kolesteroliin ters tastyicisidir. Viicudun, damarlar
ve arterler dahil tiim dokularinda bulunan fazla miktardaki kolesterolii yok edilmesi
icin karacigere tasir (Garrett ve Grisham 1999). Bu 5 ana lipoprotein sinifinin
karakteristik 6zellikleri Tablo I1.2° de (Cox ve Palmieri 1990, Bhagavan 1992),
ylizdesel olarak icerikleri Tablo II.3° de (Palmieri 1990, Bhagavan 1992, Cigh ve

Saleem 1997) verilmistir.
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Tablo 11.2 Lipoproteinlerin Karakteristik Ozellikleri

Lipoprotein Boyut () Yogunluk Kaynak
Silomikron 800-1000 <0.95 Bagirsak
VLDL 300-800 0.95-1.006 Karaciger
IDL 250-350 1.006-1.019 VLDL
LDL 180-280 1.019-1.063 VLDL
HDL 50-120 1.063-1.210 Bagirsak, karaciger (silomikronlar ve VLDLIer)
Tablo I1.3 Lipoproteinlerin Yiizdesel icerikleri
Lipoprotein %K?* %T" %F* %A %SYA®
Silomikron % 3-4 %85-88 % 3-7 % 1-2 -—--
VLDL % 16-30 % 45-65 % 18-20 % 7-10 % 1
IDL % 40-45 % 25-30 % 25-27 % 10-12 % 1
LDL % 45-55 % 10-15 % 20-28 % 20-22 % 1
HDL %20-22 % 5-7 % 25-30 % 45-55 -

*Kolesterol, °Triagilgliserol, “Fosfolipit, “Apoprotein, “Serbest Yag Asidi

I1.3.2. Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL)

Biiyiikliiklerine ve lipit igeriklerine gore siniflandirilan gesitli partikiiller

halinde bulunurlar. Yeni HDL, apolipoprotein (apo) ve fosfolipit icerir, karaciger ve

bagirsaktan salgilanir. Yapilarinda bulunan en 6nemli apolipoprotein apoA-I’ dir.

HDL’ de bulunan diger énemli apoproteinler ise; apoA-II, apoC-1, apoC-II ve ApoE’

dir (Sekil II.11). HDL’ nin ana gorevlerinden biri, apoC-I, apoC-II ve ApoE deposu

olarak, bu proteinlerin viicutta sirkiilasyonunu saglamaktir (Naito 1987b, Rosenson

2006).
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ApoA-ll Kolesterol Esterleri
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(a) Yiizey Gortiniimii (b) Cei(irdek Gorinimil

Sekil II.11 Yiiksek Yogunluklu Lipoproteinin (HDL) Yapisi

HDL’ ler, proteince zengin, disk seklindeki partikiillerdir. Lesitin kolesterol
aciltransferaz (LCAT) enzimi, diske baglanir ve yiizey fosfolipitlerini ve serbest
kolesterolii kolesterol esterlerine ve lizolesitine doniistiirtir. LCAT, karacigerde
sentez edilir ve lesitinin C-2 pozisyonundaki yag asidini, kolesteroliin C-3-OH
pozisyonuna tasir. Bunun sonucunda, kolesterol esterleri ve lizolesitin meydana gelir.
LCAT enzimi, aktivite gosterebilmek i¢in HDL’ lerin yiizeyinde bulunan apoA-I
(kofaktor) ile etkilesime ihtiya¢ duyar. Olusan lizolesitin serum alblimin ile tasinir.
Kolesterol zengini HDL’ ler ise, karacigere geri doner ve burada endositoza ugrar.
Boylece HDL, lipoproteinlerdeki ve dokulardaki esterlesmemis kolesteroliin
uzaklagtirilmasini saglar. Bu da, viicutta asir1 kolesterol birikimini 6nler. HDL’ ler,
kolesterolii hiicre yiizey membranlarindan elde ederler. Bu islem, plazma
membranlarindan uzaklasan kolesteroliin yerini alarak intraseliiler kolesterol
diizeyinin diismesini saglar. HDL’ lerde bulunan kolesterol esterleri, HDL’ ye bagh
bir enzim olan “kolesterol ester transfer protein” (CETP) etkisiyle VLDL’ lere ve
LDL’ lere tagmirlar. Bu durum, HDL-reseptdr yolunda oldugu gibi LDL-reseptor
yoluyla da hiicrelerdeki asir1 kolesteroliin karacigere donmesini saglayan diger bir
etkendir (Cox ve Palmieri 1990, Bhagavan 1992, Cigli ve Saleem 1997).

HDL; 11. kromozomda bulunan genler tarafindan kodlanir. Bazi
diizensizlikler, bu lipoproteinlerde meydana gelen mutasyonlarla iliskilidir.
Ozellikle, apoA-I, apoA-IV ve apoC-IIl HDL’ nin sentezlenmesinde veya
fonksiyonlarinda meydana gelen eksiklige ve ateroskleroz gelisimine yol acar.
Ornegin; apoA-I, kolesterolden kolesterol esteri olusumunu katalizleyen LCAT
enziminin ¢alismasinda gorev alir. Ancak apoA-I’ in diger tiirleri bu fonksiyonu

yerine getiremezler (Cigl1 ve Saleem 1997).

13



HDL’ ler yogunluklarmma gore iki gruba ayrilirlar. HDL,; % 60 oraninda
lipitten, % 40 oraninda proteinden olusur. Daha kii¢iik ancak yogunlugu daha ytiksek
olan HDL; ise yaklasik % 55 oraninda protein igerir (Tablo 11.4). HDL,, Yogunluk-
Gradyan Ultrasantrifiigasyon ve Gradyan Poliakrilamid Jel Elektroforezi teknikleri
kullanilarak HDL,, ve HDL,}, olarak adlandirilan iki alt sinifa ayrilir. HDL; ise en az
iic alt smifa ayrilmaktadir. Bu alt siniflar, karakteristik boyutlar, yogunluklar ve
dagilimlar gozoniline alinarak farklilandirilirlar. HDL’ nin kiiciik bir miktari,
digerlerine gore daha az lipit igeren ve periferal kolesteroliin olugsmasinda aktif rol

alan pre-B-HDL olarak bulunur (Naito 1987b, Rosenson 2006).

Tablo 11.4 HDL Alt Siniflarmin Yogunluklari ve Yiizdesel Lipit Icerikleri

Yogunluk %T?* %F" %SK*® %KE"* %SYA®
HDL , 1,063-1,125 5-15 32-43 20-30 5-10 0
HDL, 1,125-1,21 3-13 26-46 15-30 2-6 6

*Triagilgliserol, bFosfolipit, ‘Serbest Kolesterol, “Kolesterol Esterleri, *Serbest Yag Asidi

Kiiciik HDL partikiillerinin koroner arter hastaliklarina yakalanma riskiyle
pozitif yonde ilgili oldugu, buna karsin biliyik HDL partikiillerinin daha kalbi
koruyucu oldugu gosterilmistir. Kiigiik HDL partikiilleri, biiylik partikiillere oranla
daha fazla antioksidan aktivite gosterirler. Aym1 zamanda HDLs; partikiilleri,
sfingozin kinazin inhibisyonu yoluyla diizenlenen anti-inflamatuar etkiye sahiptir.
HDL partikiillerinin bliytikligii, genetik faktorlere baglidir (Rosenson 2006).

Kuzey Amerika ve Avrupa’ da yapilan ¢ok sayida epidemiyolojik ¢aligma,
artan HDL degerlerinin koroner kalp hastaliklarina (KKH) kars1 korudugunu ve
anormal derecede diisiikk degerlerin ise koroner kalp hastaliklar1 i¢in risk
olusturdugunu ortaya koymustur. Diisitk HDL diizeyi, genellikle diabetik hastalarda
goriilmektedir ve KKH riskinin artmasina neden olmaktadir. HDL diizeyleri,
menapoz sonrast kadinlarda Ostrojen takviye tedavisiyle de artmaktadir. HDL alt
birimleri, kardiyovaskiiler hastaliklar icin 6nemli bir faktdr olmalariyla bilinirler.
Ozellikle HDL,, KKH ile kuvvetli bir iliski igindedir (Cigli ve Saleem 1997,
Kwiterovich 2000, Vance ve Van den Bosch 2000).
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I1.4. HDL - KOLESTEROL

I1.4.1. Ozellikleri

HDL-Kolesterol (HDL-K), iyi huylu kolesterol olarak da adlandirilir. Diisiik
kolesterol, disiik trigliserit ve yiiksek HDL-K koroner arter hastaliklarin (KAH)
gelisme riskini azaltir. HDL-K diizeyi, 6zellikle obez, hareketsiz, sigara igen ve
diabetes mellitus hastaligina sahip kisilerde diisiiktiir. Ayn1 zamanda tiremi hastalig1
da diisik HDL-K diizeyine baghdir. Egzersiz, uygun beslenme ve az alkol alimi,
HDL-K diizeyini arttirir. HDL-K diizeyinin bilinmesi, 6zellikle ¢ok yagli besinlerle
beslenen gelismis toplumlarda, KAH’ ye kars1 korumanin dnceden yapilabilmesi i¢in
oldukca 6nemlidir. HDL-K degerlerini azaltan en énemli faktorler; genetik faktorler
(6zellikle hipoalfalipoproteinemi), sigara kullanimi, obezite, hipertrigliseridemi, az
egzersiz ve steroidler (androjenler, progestojenler) dir (Grundy ve dig. 1989,

Frohlich ve Pritchard 1989).

I1.4.2. Klinik Calismalar Acisindan HDL-K’ nin Onemi

Amerikan Kardiyoloji Dernegi’ nin verilerine gore uygun erkek kan HDL-K

diizeyleri Tablo I1.5” de verilmistir.

Tablo I1.5 Erkek Kan HDL-K Araliklar1

Diizey (mg/dl) |Diizey (mmol/l) Yorum

Diisiitk HDL-K diizeyi. Yiiksek kalp hastaligi riski. Kadinlarda

<40 <1.03 bu oran <50’ dir.
40-59 1.03-1.52 Orta HDL diizeyi
~60 ~1.55 Yiiksek HDL-K diizeyi. Kalp hastaligina kars1 optimum

koruma

HDL-K’ nin kalbi koruyucu etkisi 4 mekanizma ile iliskilidir.

1- Ters kolesterol tastyicisi olmasi,

2- LDL oksidasyonunu inhibe etmesi,

3- Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilleri gibi adhezyon proteinlerinin
diizeyini azaltmas1 ve

4- Fibrinolizi arttirmasidir (Kwiterovich 2000).
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LDL-kolesterol/HDL-K ya da Total kolesterol/HDL-K orani aterojenez igin
cok onemli bir indikatdr olarak kabul edilmektedir (Cigl ve Saleem 1997).

Diisiik HDL-K diizeyleri ile koroner kalp hastaliklarinin gelisimi arasindaki
iligki, bir¢cok epidemiyolojik ¢alismada gosterilmistir. HDL-K diizeylerindeki ¢ok
ufak diistisler bile, 6nemli koroner hastaliklara yakalanma riskini arttirmaktadir.
A.B.D. Framingham kenti halkindan elde edilen veriler, total kolesterol diizeyi ne
olursa olsun, HDL-K diizeyinin diismesiyle, KKH riskinin artmakta oldugunu
gostermistir  (Kostner 2002). Kuzey Amerika’ da yapilan 4 biiyiik epidemiyolojik
calismanin sonucunda, HDL-K diizeyindeki 1 mg/dl’ lik bir artisin KKH riskini % 2
yerine % 3 oraninda azalttig1 gosterilmistir. Yine epidemiyolojik ¢aligmalara gore,
HDL-K ile kardiyovaskiiler hastaliklara (KVH) yakalanma riski arasinda ters bir
iliski oldugu belirtilmistir. Diigitk HDL-K diizeyi genellikle, diger lipit ve lipoprotein
anormallikleri ve kiigiik LDL partikiillerini iceren metabolik KVH risk faktorleri ile
yakindan iligkilidir (Von Eckardstein ve dig. 2001, Rosensen 2006).

Ayn1 zamanda daha 6nce yapilan klinik ¢alismalarda da diisiik HDL-K diizeyi
ile yliksek ateroskleroz riski arasinda bir iligski oldugu ortaya konulmustur. Calismada
diisiik HDL-K diizeyi, aterosklerotik koroner kalp hastaliklarinin ytliksek goriilme
siklig1 ile iligkilendirilmistir. Bu ¢alismada HDL-K diizeyindeki 1 mg/dl artig, LDL-
kolesterolden bagimsiz olarak, koroner kalp hastaliklarina yakalanma riskini
kadinlarda % 3, erkeklerde % 2 oraninda azaltmistir (Kostner 2002).

Yapilan diger bir calismaya gore, kadinlarda koroner kalp hastaliklarinin
isareti, total kolesterol/HDL-K oranidir. Calismada, kadinlardaki total kolesterol
diizeyi, HDL-K diizeyinden 4 kat fazla oldugunda, kalp hastaligina yakalanma
riskinin normal kadinlara oranla 5 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (Von

Eckardstein ve dig. 2001).

I1.5. TRIGLISERIT

I1.5.1. Ozellikleri

Trigliseritler (triacilgliseroller), hayvansal ve bitkisel yaglarin ana
bilesenleridir. Gliseroliin 3 yag asidi ile olusturdugu esterlerdir (Sekil II1.12).
Trigliseritlerdeki yag asitlerinden RCOOH, R'COOH ve R"COOH ‘1n ii¢ii birbirinin
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ayn1 olabildigi gibi, ikisi aym biri farkli veya her {i¢ii de farkli olabilir (Tekman ve

Oner 1998).

0
|
0 HyC— O ——C —FR
T
R2 —C —0 —CH 0
H2(|2 0 rﬂ R

Sekil I1.12 Trigliseritin Formiilii

Dogal trigliseritlerde rastlanan yag asidi zincir uzunluklari 3-22 karbon atomu
uzunlugunda degisebilmekle beraber, 16-18 karbon atomu uzunlugu en yaygin
uzunluktur. Genelde hayvan ve bitkilerdeki yag asitleri asetili CoA’ dan
sentezlendikleri i¢in zincir uzunluklar ¢ift sayilidir.

Trigliseritlerin molekiil agirligi, bagli bulunan yag asidine gore 800-900
dalton arasinda degismektedir. Insanda ortalama molekiil agirhg 885 daltondur

(Naito 1987d).

I1.5.2. Klinik Calismalar Acisindan Trigliseritin Onemi

Amerikan Kardiyoloji Dernegi’ nin verilerine gére uygun insan kan trigliserit
diizeyleri Tablo I1.6” de verilmistir. Bu degerler, a¢ karnina yapilan 6l¢timler i¢indir.

Yemek sonrasi kandaki trigliserit diizeyi yiikselir.

Tablo I1.6 Insan Kan Trigliserit Araliklari

Diizey (mg/dl) Diizey (mmol/l) Yorum
<150 <1.69 Normal, diisiik risk
150-199 1.70-2.25 Sinirda
200-498 2.25-5.63 Yiiksek
>500 >5.65 Cok yiiksek, yiiksek risk

Kandaki trigliserit diizeyini belirlemenin en 6nemli nedenleri;
1. KKH i¢in risk faktoriinii anlayabilmek ve degerlendirebilmek
2. Hipertrigliseridemi ile nitelenen akut pankreatitisin  gelisimini

izleyebilmek,
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3. Trigliseritten zengin lipoproteinlerin artmasi sonucu olusan bazi tiimorleri
belirleyebilmek
4. Tansiyon ve kolesterol diisiiriicii ilaglarin yan etkisi sonucu olusan ikincil
hipertrigliseridemileri belirleyebilmek
5. Besinlerin, egzersizlerin ve kolesterol diisiiriicii ilaglarin kan trigliserit
seviyesine olan etkilerinin yararli olup olmadigini izleyebilmektir (Naito 1987d).
Calismalarda, trigliserit ile HDL-K arasinda ters iligski oldugu gosterilmistir
(Naito 1987d). Yiiksek plazma trigliserit diizeyleri, aterosklerotik kalp hastaliklariyla
dogrudan iliskilidir. Ancak, HDL-K diizeyinin yiiksek olmasi bu hastaliklar i¢in
koruyucu olmaktadir (Cox ve Palmieri 1990).

I1.6. SERBEST RADIKALLER VE LIiPIiT
PEROKSIDASYONU

Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa 6dmiirlii, kararsiz, diisiik
molekiil agirlikli ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanan serbest radikaller,
stiperoksit (II.3), hidroksil (II.5), nitrik oksit ve lipit peroksit radikalleri gibi degisik
kimyasal yapilara sahiptir (Mercan 2004). Ozellikle son derece reaktif olan hidroksil
radikali, ge¢is metalleri varliginda hidrojen peroksidin indirgenmesiyle de meydana
gelir (I1.6).

O, + e —* O, o (sliperoksit radikali) (I1.3)

20, +2H" — 2H,0, + O, (hidrojen peroksit olusumu) (I1.4)

O,¢ +H,0, — 3 O, +OH" + OHe (hidroksil radikali) (IL5)

Me ™"+ H,0, — > Me™ +OH™ +OHe (hidroksil radikali)  (IL6)

Serbest radikallerin kontrol edilememesi, yasam sistemleri iizerinde 6ldiiriicii
etkiye sahiptir. Antioksidanlar, serbest radikal zincirini durdururlar. Bu 6zellik, in
Vivo ortamda antioksidanlar i¢in ¢ok 6énemli bir 6zelliktir. Yararli bir antioksidanin 2
etkisi vardir. Birincisi, antioksidanlarin serbest halde bulunan radikallerle ¢ok ¢abuk
reaksiyona girmeleri ve yeni bir radikal olusturmalaridir. ikinicisi ise, bu yeni radikal
tiirlerinin  digerleri gibi reaktif olmamasi ve yakinlarindaki diger molekiillere

saldirmamalaridir (Thomas 2000).
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Lipit peroksidasyonu, viicutta olusan serbest radikallerin etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirlerinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ile baglar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipit radikali niteligi
kazanir. Olusan bu lipit radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesimiyle lipit peroksil
radikali meydana gelir. Lipit peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger
doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna neden olurlar.
Kendileri de agi8a ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlere dontisiirler
ve bdylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder (Sekil I1.13) (Ertekin ve
dig. 2003).

Lipit hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir ve lipit peroksil ve
alkoksil radikalleri DNA’ da oksidasyona sebep olabilirler. Yapilan bir ¢caligmada
timorlerde lipit peroksidasyonunun arttigi bildirilmistir. Meme tiimoér dokusunda
MDA diizeyi, normal dokudakinden anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (Yilmaz ve

Ozan 2003).

/\ —_ /\ —_ /\ _— / Ug cifte bag i¢eren yag asidi

l H ® Hidroksil radikaliyle bir hidrojen atomunun vzaklastirilmas:

/\ A /\ / Kararsiz karbon radikali

Molekiiler
Diizenleme

Konjuge dien

l Oksijen Katilmas:

Peroksil radikali

uzaklastirllmasi

O 5
l + H. Hidrojen atomunun .{> Zincir reaksiyon

Lipit hidroperoksit

(o)
|
OH Q MALONDIALDEHIT

Sekil II. 13 Lipit Peroksidasyonu (Young ve McEneny 2001)
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I1.6.1 Malondialdehit (MDA)

11.6.1.1 Ozellikleri

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonunun en énemli triiniidiir (Ertekin
ve dig. 2003). Ug veya daha fazla gifte bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda
MDA meydana gelir (Mercan 2004). Plazma MDA konsantrasyonu ise, lipit
peroksidasyonunun en Onemli indikatoriidiir (Nielsen ve dig. 1997). Lipit
peroksidasyonunu arttiran en 6nemli risk faktorlerinden biri sigaradir. Sigara
dumanindaki serbest radikallerin varligindan dolay1 plazma MDA diizeyi artmaktadir
(Nielsen ve dig. 1997).

Lipit peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan MDA organizma i¢in oldukca
zararli bir madde olup, hiicre membranlarindan iyon aligverigsine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar, iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitesinin bozulmasina neden olur. Ayni zamanda DNA bazlariyla
reaksiyona girerek mutajenik karakter kazanilmasi gibi pek c¢ok olumsuz etkiye
sahiptir (Ertekin ve dig. 2003, Mercan 2004).

MDA, tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek acik kirmizi renkli bir
kompleks olusturur. Bu formda tayin edilen MDA, TBARS (tiyobarbitiirik asit-
reaktif madde) olarak ifade edilebilir. TBARS, plazma, idrar ve doku &rneklerinde
tayin edilebilir (Buege ve Aust 1978, Nielsen ve dig. 1997, Yilmaz ve Ozan 2003).

11.6.1.2 Klinik Calismalar Acisindan MDA’ nin Onemi

Yaslanma, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser basta olmak {izere birgok
hastalikta lipit peroksidasyonunun o6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Lipit
peroksidasyonunun ikinci bir {iriinii olan MDA doku reaksiyon zincir hizinin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir (Yilmaz ve Ozan 2003).

Kazlarda olusturulan deneysel CCls zehirlenmesinde MDA diizeyleri
kontrollere gore anlamh 6l¢iide yiliksek bulunmus ve karacigerde yaglanma oldugu
gbzlenmistir. Ozona maruz birakilan sicanlarin da TBARS diizeylerinde 6nemli

miktarda artis oldugu bulunmustur (Mercan 2004).
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I1.6.2 Glutatyon (GSH)

11.6.2.1 Yapisi ve Ozellikleri

Glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptittir
(Sekil 11.14). GSH’ 1n sentezi iki sitosolik enzim tarafindan katalizlenir. Bu enzimler
sirastyla, y-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetazdir. Bu sentez, tiim hiicrelerde
gergeklesir ancak GSH iiretiminin ve saliniminin en biiylik kismi karacigerde
meydana gelir. Glutamatin y-karboksil grubu sisteinin amino grubuyla y-glutamil
bag1 olusturmak iizere reaksiyona girer. Bu bag, GSH’ 1 intraseliiler peptidazlardan

koruyarak, hidrolizini engeller (Wu ve dig. 2004, Kloek 2001).

Glutamat
ATP Sistein

w-Glutanil sisbein

ADP + Pi FeniEiaT

y-glutamilsistein

ATP Glisin

ADP + Pi
GEH sentetaz

SH
g e
C—NH—CH—C—NH—CH;

CH. coo”

Sekil 11.14 Glutatyon

2-amino-5-{[2-[(karboksimetil)amino]-1-(merkaptometil)-2-oksoetil]amino } -
5-oksopentanoik asit, glutatyonun [UPAC ismidir. Eritrositlerde sentez edilir
(Tekman ve Oner 1998). Hiicresel GSH’ 1n (% 85-90) biiyiik miktar1 sitosolde, geri
kalan kismi ise mitokondri, c¢ekirdek matriksi ve peroksizomlar gibi hiicre
organellerinde bulunur.

Yapisindaki sistein kalintisindan  otiirii, elektrofilik maddeler (serbest

radikaller, reaktif oksijen/nitrojen tiirleri) ile kolaylikla non-enzimatik olarak
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glutatyon disiilfite (GSSG) okside olur. GSH + 2 GSSG konsantrasyonu hiicredeki
total glutatyon olarak belirtilir. [GSH]/[GSSG] orani ise, hiicresel redoks durumunun
indikatoriidiir ve normal fizyolojik sartlarda >10 olmas1 gerekmektedir (Wu ve dig.
2004).

GSH, antioksidan olarak davramir ve besin metabolizmasinda, hiicre
olaylarinin diizenlenmesinde (gen ekspresyonunda, DNA ve protein sentezinde,
hiicre ¢ogalmasi ve yikiminda, sinyal iletiminde, sitokin iiretiminde ve immiin yanit
sisteminde) Onemli rol oynar (Wu ve dig. 2004). Ayn1 zamanda, toksik
ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesinde de etkin gorev alir (Kloek 2001, Ertekin ve
dig. 2003, Pompella ve dig. 2003).

Bir endojen antioksidan olan GSH, peroksidasyon zincir reaksiyonlarim
engelleyerek veya serbest radikalleri toplayarak lipit peroksidasyonunu ve hiicre
zararini Onler (Sekil I1.15). Diger yandan proteinlerin stilfidril gruplarini indirgenmis
halde tutarak proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu da engeller (Ertekin ve dig

2003, Struznka ve dig. 2005).
.:-1"-.. Antioksidan
Elektron \ /
Seﬂ:nest Fadilal

Sekil I1.15 Antioksidanin Serbest Radikali N6tralize Etmesi

11.6.2.2 Klinik Calismalar Ac¢isindan Glutatyonun Onemi

Glutatyon eksikligi, oksidatif stres, yaslanma, iskemi-referfiizyon, felg,
travmatik hasar, karaciger hastaliklari, kanser, kalp krizi, diyabet, baz1 akut solunum
sendromlar1, Parkinson hastalifi, Alzheimar hastaligt ve AIDS gibi g¢esitli
hastaliklarla iliskilidir (Pereira ve dig. 2000, Wu ve dig. 2004).

Oksidatif hasara karst glutatyon tarafindan saglanan koruma olmadiginda,
hiicreler zarar gorebilir hatta bu durum hiicre dliimiiyle sonuglanabilir (Pereira ve

Oliveira 2000).
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I1.7. FLAVONOIDLER

Flavonoidler, bitkisel kaynakli yiyeceklerde bulunan polifenolik bilesiklerdir.
4000’ in tizerinde dogal flavonoid tanimlanmistir ve sayilari da glin gectikce
artmaktadir (Hollman ve Katan 1997). Flavonoidler; flavonoller, flavonlar,
katekinler, flavanonlar, antosiyanidler ve isoflavonoidler olmak iizere 6 alt sinifa
ayrilirlar (Guardia ve dig. 2001). Dogada yaygin halde hemen hemen tiim bitki
familyalarinda bulunurlar. Meyve, sebze, tahil, cay, kahve ve kirmizi sarap oldukca
fazla miktarda flavonoid igerir. Bitkisel kaynakli flavonoidlerin biyokimyasal ve
farmakolojik aktiviteleri oldukg¢a genistir. Antioksidan, damar acici, anti-inflamatuar,
antibakteriyel, immiin-uyarici, antiallerjik ve antiviral etkileri bu aktiviteler
arasindadir (Gao ve dig. 2003). Ayn1 zamanda, insanlarda ve hayvanlarda yapilan
calismalar flavonoidlerin KVH ve kanser hastaliklarina yakalanma riskini azalttigi
belirlenmistir (Cirico ve Omaye 2006). Flavonoidlerin bir diger 6zelligi ise, gecis
metal iyonu ¢elatorii olarak gorev yapmasidir. In vivo ve in vitro ortamlarda, gegis
metalleriyle katalizlenen serbest radikal olugturma reaksiyonlarinda énemli rol oynar.
Bu durum, flavonoidlerin antioksidan etkisinden ileri gelmektedir (Gao ve dig.
2003).

Flavonoidlerin asir1 miktarda alimi, yan etkilere sebep olabilir. Bu durum,
esansiyel gecis elementlerinde ve bunlara bagimli enzim aktivitelerinde azalmaya
neden olur (Gao ve dig. 2003). Rutin ile 2002 yilinda fare karacigerinde yapilan bir
calismada, ¢ok yiiksek dozda rutin aliminin, demir igeren bir enzim olan katalaz
enziminin demir igerigini azaltti1 belirlenmistir (Gao ve dig. 2002).

Calismada, hesperidin, rutin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin
bilesiklerinin si¢an serum total kolesterol, HDL-K ve trigliserit diizeylerine etkisi ile

si¢an karaciger doku MDA ve GSH diizeylerine olan etkisi incelenmistir.

I1.7.1 Hesperidin

I1.7.1.1 Yapisi ve Ozellikleri

Bir flavonoid olan hesperidin; flavanon hesperitin ve disakkarit rutinozdan
meydana gelmistir. Hesperidin, portakal ve limonda en ¢ok bulunan flavonoiddir. Bu
meyvelerin kabuklar1 ve zarlar1 ¢ok yiiksek konsantrasyonda hesperidin igerirler. Bu

nedenle posa iceren portakal suyunda, posa igermeyen portakal suyuna goére daha
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yiiksek oranda hesperidin bulunur. Tath portakal (Citrus sinensis) ve tangelolar
(greyfurt ile portakalin hibritlestirilmesiyle olusur) yiiksek oranda besinsel hesperidin
kaynagidir. Hesperidin, turunggil bioflavonoidi olarak siniflandirilir (Erlund ve dig.
2001).

Hesperidin, suda az ¢ozlinen kati bir maddedir. Ancak suda, aglikani olan
hesperetinden daha fazla ¢oziiniirdiir. Molekiil formiilii, C,sH340,5’ dir ve molekiil
agirlig1 610.57 daltondur.

Hesperidindeki disakkarit olan rutinoz, ramnoz (6-deoksi-L-mannoz) ve
glukoz sekerlerinden meydana gelir. Hesperidin ayrica, 7-ramnoglukozid, hesperetin-
7-rutinozid ve (S)-7-[[6-0-(6-deoksi-alfa-L-mannopiranozil)-beta- D- glukopiranozil]
oksi] -2,3 -dihidro- 5 -hidroksi-2-(3-hidroksi-4-metoksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on
adlariyla da bilinir. Hesperidinin kimyasal yapist Sekil I1.16° deki gibidir.

DGHE
HO

o) o .
CH, ! - OFt

o

H O
Sekil I1.16 Hesperidinin Yapisi

Hesperidin; Avrupa’ da damarsal yetersizliklerde ve hemoroid tedavisinde
kullanilan diozmin adli bir flavon glikozid ile kombine haldedir. Hesperidin, rutin ve
diger flavonoidler kapiler gecirgenligi azaltirlar ve anti-inflamatuar etkiye sahiptirler.
Bu maddeler; aslinda vitamin degillerdir ve literatiirde vitamin olarak yer almazlar
ancak eski literatiirde P vitamini olarak gegerler. In vitro ¢alismalarin bir¢ogunda
flavonoidlerin, memeli enzim sistemlerini inhibe ettikleri ya da indiikledikleri

gosterilmistir (Hollman ve Katan 1999, Erlund ve dig. 2001).

11.7.1.2 Etki Mekanizmasi

Hesperidin, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-allerjik, hipolipidemik, damar
koruyucu ve anti-karsinojenik etkiye sahiptir. Hesperidinin, anti-inflamatuar
etkisinin, aglikani1 olan hesperetinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Hesperetinin,

arasidonik asit metabolizmas1 ile histamin salimimi etkiledigi goriilmistiir.
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Hesperetin, fosfolipaz A2, lipoksijenaz ve siklooksijenazi inhibe eder. Hesperetinin
mast hiicrelerden histamin salinimini engellemesi yoniinde kanitlar vardir ve bunlar
hesperidinin anti-allerjik etkisi olarak sayilabilir. Hesperidinin, hipolipidemik
etkisinin de, hesperetinin lipit diigiirme etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Hesperetin, acil CoA: kolesterol agiltransferaz, (ACAT)’ da oldugu gibi HMG-CoA
rediiktaz enzimini inhibe ederek, plazma kolesterol diizeyini diisiirebilir.
Hesperetinin bu enzimleri inhibe ettigi, yliksek kolesterol iceren besinlerle beslenen
sicanlarda gosterilmistir (Erlund ve dig. 2001, Guardia ve dig. 2001, Kim ve dig.
2003, Tirkey ve dig. 2005).

I1.7.2 Rutin

I1.7.2.1 Yapisi ve Ozellikleri

Bir flavonoid olan rutin, flavonol kuersetin ve disakkarit rutinozdan olusan
bir flavonol glukoziddir. Birgok bitkide bulunan rutin, 6zellikle karabugday bitkisi
olan Fagopyrum esculentum’ da bulunur. Diger zengin rutin kaynaklari ise siyah
cay, elma kabuklari, sogan ve iiziim kabuklaridir (Florek ve dig. 2005).

Rutin, suda az ¢6ziinen, a¢ik sar1 goriiniimlii kat1 bir maddedir. Ancak suda,
aglikan1 olan kuersetinden daha fazla c¢oziinlirdiir. Rutinin molekiil formiili,
Cy7H30016” dir ve molekiil agirligi 610.53 daltondur. Kimyasal yapist Sekil I1.17°
deki gibidir.

Sekil I1.17 Rutinin Yapisi

Rutinin disakkarit olan rutinoz kismi, ramnoz (6-deoksi-L-mannoz) ve glukoz
sekerlerinden meydana gelir. Literatiirde rutin i¢in bir¢ok isim kullanilir. Rutozid;

kuersetin-3-rutinozid ve sophorin bu isimlerdendir. Ayrica; 3, 3', 4', 5, 7-
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pentahidroksiflavon-3-rutinozid, 3-ramnozil-glukozil kuersetin ve 3-[[6-O-(6-deoksi-
alfa-L-mannopiranozil)-beta-D-glukopiranozil] oksi]-2-(3, 4-dihidroksifenil)-5,7-

dihidroksi-4H-1-benzopiran-4-on rutin i¢in kullanilan diger isimlerdir.

11.7.2.2 Etki Mekanizmasi

Rutin; antioksidan, anti-inflamatuar, anti-karsinojenik, anti-trombotik,
sitokoruyucu ve damar koruyucu aktivitelere sahiptir. Rutin, fenolik bir
antioksidandir ve siiperoksit radikallerini siiplirdiigii ispatlanmistir. Rutin, demir
katyonlar1 gibi metal iyonlariyla g¢elat olusturabilir. Rutinin in vivo antioksidan
aktivitesi, ileri sindirim asamasinda olusan metaboliti ve ayn1 zamanda aglikani olan
kuersetinden ileri gelmektedir. Rutin ayni zamanda biyolojik antioksidan olan
indirgenmis glutatyonun diizeyini korumaya yardim eder. Belirli sartlar altinda, rutin
ve metaboliti olan kuersetin pro-oksidan olarak gorev yapabilirler (Santos ve dig.
1999, Guardia ve dig. 2001, Park ve dig. 2001, Gao ve dig. 2003, Florek ve dig.
2005).

Ancak, cok yiliksek dozda rutin alimmin, demir igeren enzimlerin (katalaz
gibi) demir igerigini azalttigi sigan karacigerlerinde yapilan bir calismada

gosterilmistir (Gao ve dig. 2002).

11.7.3 Kumarin

11.7.3.1 Yapisi ve Ozellikleri

Kumarin bir¢ok bitki tiirinde bulunan kimyasal bir bilesiktir. Agac¢ govdeleri,
bitki saplari, bitki yapraklari, ¢igekleri, meyveleri ve tohumlari1 gibi bitkilerin gesitli
kisimlarinda bulunurlar. Uygun c¢oziiciilerle ekstrakte edilebilirler. Kumarin ve
dihidroksikumarinler genellikle buhar distilasyonu ile izole edilirler (Weinmann
1997). Kumarinler, benzopiron olarak adlandirilan bilesik grubuna dahildirler.
Serbest halde ya da glukoz ile kombine halde bulunabilirler (Keating ve O’Kennedy
1997). En ¢ok, hintbaklasi, lavanta, tath yonca bitkisi, ¢ilek, nane, yesil ¢ay, havug,
kereviz, yabanmersini, tar¢in, bira, tiitiin ve sarapta bulunur (Felter ve dig. 2006).

Kumarin, suda az ¢0zilinen, beyaz kristal goriinimlii kati bir maddedir.

Sentetik olarak fenilalaninden de elde edilebilirler. Molekil formuli CoHgO,’ dir ve
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molekiil agirhigt 146.14 g/mol’ diir. 1,2-benzopiron, 2H-1-benzopiran-2-on,
kumarinik anhidrit ve cis-o-kumarik asit lakton, yaygin olarak kullanilan diger

isimleridir. Kumarinin genel yapis1 Sekil I1.18 de goriilmektedir.

5 4

6 TSI 3

O O

8

Sekil I1.18 Kumarinin Yapisi

Umbeliferon (7-hidroksikumarin), herniarin (7-metoksikumarin), psoralen,
novobiosin ve imperatorin bazi dogal kumarin tiirevleridir (Keating ve O’Kennedy

1997).

11.7.3.2 Etki Mekanizmasi

Bitkilerde kumarin biyosentezi, hidroksilasyon, glikoliz ve sinamik asit
yoluyla gergeklesir. Kumarin laboratuar kosullarinda Perkin reaksiyonuyla elde
edilir. Perkin reaksiyonu ile kumarin sentezi, 0-hidroksibenzaldehitin sodyum asetat
ve asetik anhidrit ile 180 °C’ de 1sitilmasiyla gergeklesir (Keating ve O’Kennedy
1997).

Kumarinler, analjezik, diiiretik, Ostrojenik, vazodilator, anti-piretik, anti-
inflamatuar, anti-fungisit ve anti-tiimor aktivitelerine sahiptirler (Weinmann 1997).
Antikoagiilanlarla birlikte kullanilmamalidir. Kan akisin1 hizlandiran ve kapiler
gecirgenligi azaltan etkisi vardir. Uzun siire yiliksek dozda kullanildiginda toksik
etkisi bulunmaktadir (Felter ve dig. 2006). Cesitli kanserlerin tedavisinde, tedavi
edici ajan olarak kullanilmaktadir (Lake ve dig. 2002). Kumarinlerin antioksidan
aktivitesi ile ilgili ¢cok az sayida sistematik caligma yer almaktadir. Paya; degisik
substitlisyon modelli 16 adet sentetik ya da bitkisel kaynakli kumarinin siiperoksit
stiptirme kapasiteleriyle ilgili bir ¢alisma gerceklestirmis ve sadece 7,8-
dihidroksillenmis kumarinlerin aktif oldugunu bulmustur (Paya ve dig. 1994).

Varfarin ve diger kumarin bazli antikoagiilanlar tromboembolinin uzun vadeli
Oonlenmesi konusunda yapilan farmakolojik calismalarin baslica dayanaklaridir.
Kumarinler, pihtilasma faktorleri II, VII, IX ve X’ u igeren K vitaminine bagiml

proteinler iizerindeki glutamat kalintilarinin posttranslasyonel karboksilasyonunu
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inhibe ederler. Bu karboksilasyon islemi, biyolojik aktivite i¢in gereklidir ve K
vitamininin indirgenmis formuna ihtiyag duyar. Kumarinler, K vitamini
dongiisiinden sorumlu olan vitamin K epoksit rediiktaz enzimini inhibe ederler
(Greaves 2005). Onceki yillarda yapilan bir calismada, kumarin tedavisinin
tekrarlanan vendz tromboemboliyi Onlemede % 90’ 1n iizerinde etkili oldugu
gosterilmistir (Mueller 2004).

Insanlarda asir1 dozda kumarin alimi, hafif bas dénmesi, diyare ve kusma
(¢ok yiiksek dozda oldugunda) gibi birtakim yan etkilere sahiptir. En 6nemli yan
etkinin ise, karaciger fonksiyonlarindaki degisimler oldugu bildirilmistir (Felter ve
dig. 2006). Cok yiiksek dozda kumarin ya da varfarin alimmin, rodentlerde
zehirlenmeye yol actig1 ve 6liime neden oldugu gosterilmistir (Garrett ve Grisham

1999).

28



BOLUM III

TEZ CALISMALARI

I11.1. ARASTIRMA YONTEMI

Siganlarin 17 giin siireyle Sicanlarin kanlarinin alinarak

kolesterol zengini yem ile — serumlarinin ayrilmasi, lipid

beslenerek hiprelipidemik diizeylerinin tayin kitleri
hale getirilmesi kullanilarak belirlenmesi

l

Hiperlipidemik si¢an gruplarina 5
giin siireyle 3 farkli ilacin
uygulanmast

Ilaglarin hiperlipidemik siganlara
etki mekanizmalarinin arastirilmasi

T |

Karaciger doku 6rneklerinde MDA

ve glutatyon diizeylerinin Uygulama sonunda si¢anlarin

dekapite edilmesi

belirlenmesi
Kanlarin serumlarinin Dekapite edilen sicanlarin
ayrilmasi, lipid diizeylerinin «— kan ve karaciger
belirlenmesi orneklerinin alinmasi

Sekil TI1.1 Tez Calismasinda Izlenen Yéntem
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I11.2. ARASTIRMA ARACLARI

II1.2.1. Deneysel Calismada Kullanilan Cihazlar

SPEKTROFOTOMETRE

SPEKTROFOTOMETRE KUVETLERI

HASSAS TERAZI

SANTRIFUJ

SANTRIFUJ ROTORLARI

HOMOJENIZATOR

SU BANYOLARI

DESTILE SU CIHAZI

VORTEKS KARISTIRICI
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SHIMADZU UV-VISIBLE
SPECTROPHOTOMETER UV-1601

(Japonya)

HELMA, Iml’ lik (Japonya)

SARTORIUS ANALITIK TERAZI,
+0,0001 Dijital (Almanya)

a. SIGMA 3K 30 Laboratory
Centrifuge, Sogutmali Yiiksek Devirli
Santrifiij (A.B.D.)

b. DENLEY BS 400 Masaiistii Santrifiij
(Ingiltere)

a. Sigma 12131H, 20000rpm (A.B.D.)
b. Sigma 12111H, 26000rpm (A.B.D.)

SILVERSON STL2 (ingiltere)

a. CLIFTON DIGITAL SHAKER
BATH,0-100°C (ingiltere)

b. HEIZBAD Termostatli Su Banyosu,
0-110°C (Almanya)

FISTREEM CYCKON (ingiltere)

FISONS Whirli Mixer (Ingiltere)



a. JANKER&KUNKEL, Laborteknik
IKA-Magnetic Strirrer (Japonya)

b. CHILTREN Isiticili Magnetik
Karistirici, HS31 (Ingiltere)

ISITICI ve MANYETIK KARISTIRICI

GENLAB MIDI/2/AL, 0-100°C

ETUV .
(Ingiltere)
BUZDOLABI AYGAZ (Tiirkiye)
] VESTEL, Cekmeceli Tipi, -18°C
DERIN DONDURUCU _
(Tiirkiye)
OTOMATIK PIPETLER GILSON (A.B.D.)

I11.2.2. Deneysel Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan hesperidin, rutin, kolesterol, kolik asit, 2-tiyobarbitiirik
asit, glutatyon, 5,5'-ditiyobis(2-nitro-benzoik asit) ve 1,1,3,3-tetraectoksipropan
Sigma-Aldrich Co. firmasindan; hidroklorik asit Carlo Erba Reagenti firmasindan,
Sodyum Hidroksit, Potasyum Kloriir, sodyum sitrat, triklorasetik asit,
disodyumhidrojenfosfat Merck & Co., Inc. firmasindan; Total Kolesterol, HDL-
Coktiirme ve Trigliserit Tayin Kitleri Biomaxima Sp. Z o.0. firmasindan temin
edilmistir. Kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. 7,8-dihidroksi-3-(4-

metilfenil) kumarin bilesigi ise Organik Kimya Laboratuarimizda sentezlenmistir.

I11.2.3. Deney Hayvanlarinin Ozellikleri ve Beslenmeleri

Calismada Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Hayvan
Laboratuar’ ndan temin edilen 38 adet 5-6 aylik disi Sprague-Dawley cinsi sigan

kullanildi. Deney hayvanlarinin beslenme ve su (musluk suyu) ihtiyaglar giinliik
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olarak saglandi ve siganlar 12 saat giindiiz-12 saat gece kontrollii laboratuar

kosullarinda muhafaza edildi. Beslenmeleri icin MBD Yem Ticaret (Kocaeli)

tarafindan iretilen ve icerikleri asagida belirtilen 2 farkli pelet tipi sican yemi

kullanildi.

1. Standart Yem

Ham protein

Ham seliiloz

HCI’ de ¢ozlinmeyen kiil

Kalsiyum
Fosfor
Sodyum
Sodyum kloriir
Vitamin A
Vitamin D3
Vitamin B;
Vitamin B,
Vitamin By,
Niasin
Vitamin E

Sagladig1 Enerji

(en az)

(en ¢ok)

(en ¢ok)

(en az-en ¢ok)
(en az)

(en az-en ¢ok)
(en ¢ok)

(en az)

(en az)

(en az)

(en az)

(en az)

(en az)

(en az)

2. Kolesterolden Zengin Yem

% 17

% 12

% 10

% 1.0-2.0
% 0.5

% 0.1-0.4
%0.6

7000 IU/kg
2000 IU/kg
5 mg/kg

3 mg/kg

15 mg/kg
15 mg/kg
55 mg/kg
2600 cal/kg

Standart yeme ilave olarak asagida belirtilen maddeler eklenerek kolesterolden

zengin pelet tipi sigan yemi olusturulmustur.

Kolesterol
Kolik Asit
Aycicekyagi

(en ¢ok)
(en ¢ok)
(en ¢ok)
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I11.2.4. Deney Hayvanlarn ile Olusturulan Gruplar

Calismada kullanilan siganlar; Tablo II1.1° de gosterildigi gibi 5 gruba ayrildi.

Tablo I11.1 Deney Hayvanlar1 Gruplari

Standart yem ile beslenen siganlara herhangi bir ilag uygulamasi
Kontrol Grubu 6 sican ) o
yapilmadi. Deney sonunda si¢anlar dekapite edildi.

Kolesterol zengini yem ile beslenen siganlara 5 giin boyunca oral

Kolesterol Grubu | 8 Sigan gavaj yoluyla serum fizyolojik verildi. Siganlar 5. giiniin sonunda
dekapite edildi.
Hesperidin Kolesterol zengini yem ile beslenen sicanlara 5 giin boyunca oral
Grubu 8 sican gavaj yoluyla 100 mg/kg dozunda hesperidin verildi. Sicanlar 5.
giiniin sonunda dekapite edildi.

Kolesterol zengini yem ile beslenen siganlara 5 giin boyunca oral

Rutin Grubu 8 sican gavaj yoluyla 100 mg/kg dozunda rutin verildi. Siganlar 5. giiniin
sonunda dekapite edildi.

Kolesterol zengini yem ile beslenen siganlara 5 giin boyunca oral

Kumarin Grubu 8 sigan gavaj yoluyla 16 mg/kg dozunda kumarin verildi. Siganlar 5. giiniin
sonunda dekapite edildi.
II1.3. GENEL METODLAR

I11.3.1. Deney Hayvanlarindan Kan Orneklerinin Alinmasi

17 giin kolesterol zengini yem ile beslenen 32 sican ile 17 giin standart yem
ile beslenen 6 sican eterle bayiltildi. Orbital venlerinden yaklasik 2 ml kan alindi.
Alinan kanlar 10000 rpm’ de 15 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.

Ayni hayvanlar 5 giin boyunca ilag uygulamasima tabi tutuldu. 5. gilinlin sonunda
sicanlar baglarindan giyotin ile kesilerek dekapite edildi. Kanlar, tiiplere alinarak

10000 rpm’ de 15 dk santrifiij edildi ve serumlar ayrildi.
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I11.3.2. Deney Hayvanlarina ilaclarin Uygulanmasi

Deney hayvanlari ila¢ uygulamasindan 6nce eter kullanilarak bayiltildi, her
bir sican tartilarak agirliklarima uygun dozda ilag oral gavaj yoluyla verildi.

Kolesterol grubuna oral gavaj yoluyla serum fizyolojik verildi.

Tablo I11.2 Deney Hayvanlarina Uygulanan Ilaglar ve Dozlar1

iLAC UYGULANAN DOZ
Hesperidin 100 mg/kg
Rutin 100 mg/kg
7,8-dihidroksi-3(4-metilfenil) kumarin 16 mg/kg
Kontrol Uygulanmadi
Kolesterol Serum Fizyolojik

II1.3.3 Serumda Total Kolesterol Tayini

Serumda total kolesterol konsantrasyonu tayini Biomaxima Kolesterol Tayin
Kiti kullanim kilavuzuna gore yapildi (Dedeksiyon limiti: 0.5 mg/dl, Hassasiyeti:
1,25 mA x dl/mg, Dogrusalligi: 750 mg/dl).

a. Prensip
Kolesterol esterleri, kolesterol esteraz enzimiyle hidrolize olarak kolesterole

ve serbest yag asitlerine doniistirler (I11.1).

Kolesterol esterleri + HyQ _kolesterolesternz |y esterol + yag asitleri (TIL.1)
Serbest kolesterol, kolesterol oksidaz enzimiyle yiikseltgenerek kolest-4-en-
3-on ve hidrojen peroksit meydana getirir (I11.2).

Kolesterol + HyO + Q,  kolesterol oksidaz  kolest-4-en-3-on + H,O, (II1.2)

»

Hidrojen peroksit, fenol ve 4-aminoantipirin ile birleserek renkli bir
kompleks meydana getirir. Fotometrik olarak olgiilen renk yogunlugu, kolesterol
konsantrasyonu ile dogru orantilidir (I11.3).

2 H,0; + 4-aminoantipirin + fenol peroksidaz ». kinonoimin + 4H,0 (II1.3)

Serum ve plazma standart prosediirlerle toplandiktan sonra, 7 giin boyunca 2-

8 °C’ de saklanabilirler.

34




b. Reaktif Bilesimi
MES Tamponu pH 6.4
Kolesterol Esteraz
Kolesterol Oksidaz
Peroksidaz
4-Aminoantipirin
Fenol
Magnezyum Siilfat
Sodyum Kolat
Sodyum Azit

Reaktif olmayan surfaktan ve stabilizatorler

¢. Yontem

50.0 mmol/l
>0.4 kU/
>0.1 kU
>1.5 kU/1

0.3 mmol/1
4.0 mmol/l
25.0 mmol/l
7.0 mmol/l
<13.9 mmol/l

Standart ve Ornekler Tablo III.3° de gosterildigi gibi calisildi. Tiipler

vortekslendi ve 5 dk 37 °C su banyosunda bekletildi. Olusan rengin en az 30 dk

kararli kaldigi gozoniinde bulundurularak, standart ve orneklerin 550 nm’ deki

absorbanslar1 fotometrik olarak koére karsi: okundu.

Tablo II1.3 Total Kolesterol Calisma Tablosu

Kor Standart Ornek
Reaktif 1000ul 1000pl 1000pul
Standart (200 mg/dl) - 10ul -
Ornek 10ul
d. Hesaplamalar
Total Kolesterol Kons. = A(ORNEK) x Standart Konsantrasyonu (I1L.4)
A(STANDART)

550 nm’ deki absorbans degerleri ve standart konsantrasyonlar1 formiildeki

(II.4) yerlerine konularak kolesterol konsantrasyonlar1 hesaplandi. Serum total

kolesterol sonuglari ile ilgili istatistiksel calismalar “GraphPad Prism 4.0 Programi”

ve “Tukey Coklu Karsilagtirma Testi” kullanilarak gerceklestirildi.
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I11.3.4 Serumda Trigliserit Tayini

Serumda trigliserit konsantrasyonu tayini Biomaxima Trigliserit Tayin Kiti
kullanim kilavuzuna gore yapildi (Dedeksiyon limiti: 2.0 mg/dl, Hassasiyeti: 0.65
mA x dl/mg, Dogrusalligi: 1000 mg/dl).

a. Prensip
Trigliseritler, lipoprotein lipaz enzimiyle hidrolize olarak gliserole ve serbest
yag asitlerine doniistirler (IIL.5).

Trigliserit + HyQ _"PoPreteinlivazoliserol + yag asitleri (I11.5)

Gliserol, gliserol kinaz enzimi araciliiyla ATP yoluyla fosforillenerek,
gliserol-3-fosfat ve ADP olustururlar (II1.6).
Gliserol + ATp _ gliserolkinaz , 3-P-gliserol + ADP (111.6)

Gliserol-3-fosfat, gliserol fosfat oksidaz enzimiyle ylikseltgenerek
dihidroksiaseton fosfat ve hidrojen peroksit meydana getirirler (II1.7).
3-P-gliserol + O, gliserol fosfat oksidaz . qip i qroksiaseton-P + H,0, (111.7)

Hidrojen peroksit, 4-klorofenol ve 4-aminoantipirin ile birleserek renkli bir
kompleks meydana getirir. Fotometrik olarak olgiilen renk yogunlugu, trigliserit
konsantrasyonu ile dogru orantilidir (IIL.8).

2 H,O, + 4-aminoantipirin + 4-klorofenol peroksidaz » kinonoimin +4H,O  (IIL8)

Serum ve plazma standart prosediirlerle toplandiktan sonra, 5 giin boyunca 2-

8 °C’ de saklanabilirler.

b. Reaktif Bilesimi

PIPES Tamponu pH 7.0 50.0 mmol/l
4-klorofenol 2.7 mmol/l
4-Aminoantipirin 0.4 mmol/l
ATP 2.0 mmol/l
Gliserol Kinaz >0.64 kU/
Peroksidaz >1.6 kU/1
Lipoprotein Lipaz > 5.6 kU/1
Gliserol Fosfat Oksidaz >3.2 kU/
Sodyum Azit <13.9 mmol/l

Reaktif olmayan surfaktan ve stabilizatorler
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c. Yontem

Standart ve oOrnekler Tablo II1.4° de gosterildigi gibi calisildi. Tipler
vortekslendi ve 5 dk 37 °C su banyosunda bekletildi. Olusan rengin en az 30 dk
kararli kaldigi gozoniinde bulundurularak, standart ve orneklerin 550 nm’ deki

absorbanslar1 fotometrik olarak kore kars: okundu.

Tablo I11.4 Trigliserit Caligma Tablosu

Kor Standart Ornek
Reaktif 1000yl 1000yl 1000ul
Standart (200 mg/dl) - 10ul -
Ornek 10ul
d. Hesaplamalar
Trigliserit Konsantrasyonu = A(ORNEK) x Standart Konsantrasyonu  (II1.9)
A(STANDART)

550 nm’ deki absorbans degerleri ve standart konsantrasyonlar1 formiildeki
(II1.9) yerlerine konularak trigliserit konsantrasyonlar1 hesaplandi. Serum trigliserit
sonuglart ile ilgili istatistiksel ¢alismalar “GraphPad Prism 4.0 Program1” ve “Tukey

Coklu Karsilastirma Testi” kullanilarak gergeklestirildi.

II1.3.5 Serumda HDL-Kolesterol (HDL-K) Tayini

Serumda HDL-K konsantrasyonu tayini Biomaxima HDL-Cdktiirme Kiti ve
Biomaxima Kolesterol Tayin Kiti kullanim kilavuzuna goére yapildi (HDL-Coktiirme
Kiti, Dedeksiyon limiti: 0.4 mg/dl, Hassasiyeti: 2.76 mA x dl/mg, Dogrusalligt: 120
mg/dl; Total Kolesterol Tayin Kiti, Dedeksiyon limiti: 0.5 mg/dl, Hassasiyeti: 1,25
mA x dl/mg, Dogrusalligi: 750 mg/dl).

a. Prensip

Fosfotungstik asit ve magnezyum kloriir, silomikronlari, LDL ve VLDL
kolesterol fraksiyonlarini ¢oktiiriir. Santrifiijden sonra silipernatant i¢erisinde yalnizca
HDL-K fraksiyonu kalir. Siipernatant icerisindeki HDL-K konsantrasyonu, total

kolesterol tayini i¢in kullanilan enzimatik reaktiflerle fotometrik olarak 6l¢iiliir.
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Serum ve plazma standart prosediirlerle toplandiktan sonra, 3 giin boyunca 2-

8 °C’ de saklanabilirler.

b. Reaktif Bilesimi

Fosfotungstik asit 1.0 mmol/l
Magnezyum kloriir 50.0 mmol/l
Sodyum benzoat 6.94 mmol/l

c. Prosediir
Standart ve Ornekler Tablo II1.5° de gosterildigi gibi calisildi. Tipler
vortekslendi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi. 5500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi,

ayrilan siipernatant total kolesterol konsantrasyonu tayini i¢in kullanildi, ¢okelti

atildi.
Tablo II1.5 HDL-Kolesterol Coktiirme Calisma Tablosu
Standart Ornek
Coktiirme Reaktifi 500ul 500ul
Kolesterol Standardi (50mg/dl) 500ul -
Ornek -— 500ul

Total kolesterol tayini ile serum igerisindeki HDL-K konsantrasyonunu
6lemek i¢in; standart ve 6rnekler Tablo II1.6° da gosterildigi gibi ¢alisildi. Tipler
vortekslendi ve 5 dk 37 °C su banyosunda bekletildi. Olusan rengin en az 30 dk
kararli kaldigr gozoniinde bulundurularak, standart ve orneklerin 550 nm’ deki

absorbanslar1 fotometrik olarak kore karsi okundu.

Tablo I11.6 HDL-Kolesterol Calisma Tablosu

Kor Standart Ornek

Reaktif (Total Kolesterol) 1000ul 1000ul 1000ul
Standart (Siipernatant) -—-- 50ul -—--
Ornek (Siipernatant) — — 50ul
Distile Su 50ul -—-- -—--
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d. Hesaplamalar

A(ORNEK)
A(STANDART)

HDL-K Konsantrasyonu = x Standart Konsantrasyonu (II1.10)

550 nm’ deki absorbans degerleri ve standart konsantrasyonlar1 formiildeki
(IIT.10) yerlerine konularak HDL-K konsantrasyonlar1 hesaplandi. Serum HDL-K
sonuglart ile ilgili istatistiksel ¢alismalar “GraphPad Prism 4.0 Program1” ve “Tukey

Coklu Karsilastirma Testi” kullanilarak gergeklestirildi.

I11.3.6 Karaciger Dokusunda Malondialdehit (MDA) Tayini

Dokuda MDA tayini, Buege yontemine gore yapildi (Buege ve Aust 1978).

a. Kullanilan Cozeltiler

150 mM KCI ¢ozeltisi: 11.1827 g KCI tartildi, 1000 ml’ lik balonjojeye konularak
distile su ile hacim tamamlandi.

0.25 N HCI c¢ozeltisi: % 37° lik HCI’ den 20.75 ml alinarak, 1000 ml’ lik
balonjojeye konuldu ve distile su ile hacim tamamland.

TBA (Tiyobarbitiirik asit) ¢ozeltisi: 0.375 g TBA tartilarak 100 ml’ lik balonjojeye
konuldu. Uzerine 15 ml % 100’ liik TCA ilave edildi, kalan hacim 0.25 N HCI ile
tamamlandi. Her tayin oncesi ¢ozelti taze olarak hazirlandi.

Standart Cozeltisi: 1,1,3,3 tetractoksipropan’in 10 mM’ lik stok ¢ozeltisinden farkli

seyreltmeler yapilarak standart ¢6zelti hazirlandi.

b. Yontem

Dekapitasyondan hemen sonra c¢ikarilan karacigerler serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra etiketlenerek tayin zamanina kadar -20 °C’ de saklandi. Tayin
giinii, homojenizator ile buz iistiinde 150 mM KCl ¢ozeltisiyle % 10’luk homojenati

hazirland1. Tablo II1.7” de belirtilen miktarlar tiiplere ilave edildi.

Tablo II1.7 Malondialdehit Calisma Tablosu

Kor Standart / Ornek
150 mM KCI Caozeltisi 500ul
% 10’ luk Homojenat - 500l
TBA Cozeltisi 1000pl 1000pl
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Biitiin tiipler 15 dk kaynar su banyosuna birakildi. Siire sonunda banyodan
cikartilan tiipler oda sicakliginda sogutuldu. 10 dk 3000 rpm’ de santrifiij edildi. Ust
faz alinarak olusan rengin absorbansi fotometrik olarak 532 nm’ de kore karsi
okundu, degerler kaydedildi. Sonuglar, standart yardimiyla hesaplandi ve nmol
MDA/g olarak ifade edildi. Doku MDA sonuglari ile ilgili istatistiksel ¢alismalar
“GraphPad Prism 4.0 Program1” ve “Tukey Coklu Karsilagtirma Testi” kullanilarak
gerceklestirildi.

II1.3.7 Karaciger Dokusunda Glutatyon (GSH) Tayini

Dokuda GSH tayini Ellman yontemine gore yapildi (Ellman 1959).

a. Kullanilan Cozeltiler

0.3 M Na,HPO4 (Disodyum hidrojen fosfat): 13.3493 g Na,HPO, . 2H,0 tartildi,
250 ml’ lik balonjojeye konuldu ve destile su ile hacim tamamlanda.

% 1’ lik sodyum sitrat: 0.25 g sodyum sitrat 25 ml’ lik balonjojeye konuldu ve
distile su ile hacim tamamlandi.

10 mM DTNB (Ditiyo nitro benzen, Ellman): 39.63 mg DTNB % 1’lik sodyum
sitrat ile 10 mI’ye tamamlandh.

% 20’lik TCA: 10 ml % 100’ liik TCA’ dan alinarak 50 ml’ lik balonjojeye konuldu
ve distile su ile hacim tamamlandi.

Standart Glutatyon Cozeltisi: 100 mg glutatyon tartildi, 10 ml’ lik balonjojeye

konuldu ve distile su ile hacim tamamlanda.

b. Yontem

Glutatyon tayininde MDA tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar
kullanildi. % 10’ luk homojenatlardan tiiplere alinan 400 pl tizerine 200 pl % 20’ lik
TCA 1ilave edildi ve kanigtirildi. 15 dk 3000 rpm’ de santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda olusan iist faz tiiplere alinarak GSH ¢alisild1, ¢okelti atildu.

Tablo II1.8 de belirtilen miktarlar tiiplere ilave edildi, 5 dk bekletildi ve
olusan rengin absorbansi fotometrik olarak 412 nm’ de kore karsi okundu, degerler
kaydedildi. Sonuglar, standart yardimiyla hesaplandi ve pumol GSH/g olarak ifade
edildi. Doku GSH sonuglar ile ilgili istatistiksel ¢alismalar “GraphPad Prism 4.0
Programi1” ve “Tukey Coklu Karsilastirma Testi” kullanilarak gerceklestirildi.

40



Tablo IT1.8 Glutatyon Caligsma Tablosu

Kor Standart Ornek
150 mM KCl Cozeltisi 200ul --- ---
Standart Cozelti - 200pl -
Ust Faz - - 200ul
0.3 M Na,HPO, Cozeltisi 1000ul 1000ul 1000ul
Ellman Cozeltisi 50ul 50ul 50ul
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BOLUM IV

SONUCLAR

IV.l. SERUMDA TOTAL KOLESTEROL TAYIN
SONUCLARI

Tiim sican calisma gruplarinin serum total kolesterol ortalama, standart
sapma ve standart hata degerleri Tablo IV.1’ de, gruplar icerisinde serum total

kolesterol diizeylerinin anlamliliklar ise Sekil IV.1° de verilmistir.

Tablo IV.1 Serumda Total Kolesterol Tayin Sonuglari. Tiim si¢an gruplarinin ilag uygulama dncesi
ve sonrasi serumda total kolesterol tayini sonuglarinin ortalama degerleri, standart sapmalari (SS) ve
standart hatalar1 (SH)

Ila¢c Uygulamasindan Once Ilac Uygulamasindan Sonra

Gruplar n Total Standart | Standart Total Standart | Standart
Kolesterol | Sapma Hata Kolesterol Sapma Hata
(mg/dl) (SS) (SH) (mg/dl) (SS) (SH)
Kontrol 6 62.00 9.62 4.30 63.00 442 1.98
Kolesterol 7 228.40 52.71 23.57 343.40 94.91 42.44
Hesperidin 8 364.60 68.85 30.79 262.60 71.42 31.94
Rutin 8 227.80 41.24 18.44 168.00 30.52 13.65
Kumarin 6 282.60 74.61 33.37 226.40 23.01 10.29
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[t deney baslangici
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Sekil IV.1 Tiim Sigan Gruplarinin Farkli Zamanlarda Serum Total Kolesterol Diizeyleri. ilag
uygulama dncesi ve sonrasi, kendi grubu igerisinde karsilastirilmigtir. *** p<0.001, * p<0.05 t, ile
karsilastirilma sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklari; + p<0.05 t, ve t; kendi aralarinda karsilagtiriimalar
sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklar1 ifade etmektedir.

IV.2. SERUMDA TRIGLISERIT TAYIN SONUCLARI

Tiim sigan c¢alisma gruplarinin serum trigliserit ortalama, standart sapma ve
standart hata degerleri Tablo V.2’ de, gruplar igerisinde serum trigliserit

diizeylerinin anlamliliklar ise Sekil IV.2’ de verilmistir.
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Tablo I'V.2 Serumda Trigliserit Tayin Sonuglari. Tiim sigan gruplarinin ilag uygulama oncesi ve
sonrasi serumda trigliserit tayini sonuglarinin ortalama degerleri, standart sapmalar1 (SS) ve standart

hatalar1 (SH)
ila¢ Uygulamasindan Once Ila¢ Uygulamasindan Sonra
Standart Standart Standart Standart
G l 0 . . . . 0
ruplar n T{Ilfh/iiel;lt Sapma Hata T{:I‘lgh/sdel;lt Sapma Hata
& (SS) (SH) & (SS) (SH)
Kontrol 6 75.00 16.69 7.46 125.80 30.27 13.54
Kolesterol 7 106.20 46.72 20.89 307.60 120.70 53.98
Hesperidin 8 213.80 73.08 32.68 112.00 39.81 17.80
Rutin 8 282.20 84.74 37.90 102.40 31.55 14.11
Kumarin 6 143.80 69.64 31.15 123.80 63.01 28.18
+ [t deney baslangici
375 o [ t, ilag uygulamasindan 6nce
350 E1t;ilag uygulamasindan sonra

Trigliserit (mg/dI)

Kontrol Grubu Kolesterol Grubu Hesperidin Grubu Rutin Grubu Kumarin Grubu

Sekil IV.2 Tiim Sigan Gruplarinin Farkli Zamanlarda Serum Trigliserit Diizeyleri. ila¢ uygulama
oncesi ve sonrasi, kendi grubu igerisinde karsilastirilmustir. *** p<0.001, ** p<0.01 t; ile
karsilagtiritlma sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklari; +++ p<0.001 t, ve t; anlarmin kendi aralarinda
karsilagtirilmalart sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklar ifade etmektedir.
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IV.3. SERUMDA HDL-KOLESTEROL (HDL-K) TAYIN
SONUCLARI

Tim sican ¢alisma gruplarinin serum HDL-K ortalama, standart sapma ve

standart hata degerleri Tablo IV.3’ de, gruplar igerisinde serum HDL-K diizeylerinin

anlamliliklar ise Sekil IV.3’ de verilmistir.

Tablo IV.3 Serumda HDL-K Tayin Sonuglari. Tiim sigan gruplarinin ilag uygulama dncesi ve sonrasi
serumda HDL-Kolesterol tayini sonuglarinin ortalama degerleri, standart sapmalar1 (SS) ve standart

hatalar1 (SH)
ila¢c Uygulamasindan Once ila¢c Uygulamasindan Sonra
Gruplar n HDL- Standart | Standart HDL- Standart | Standart
Kolesterol | Sapma Hata Kolesterol Sapma Hata
(mg/dl) (SS) (SH) (mg/dl) (SS) (SH)
Kontrol 6 56.20 2.68 1.20 53.80 2.49 1.11
Kolesterol 7 36.60 2.97 1.33 43.40 7.64 3.42
Hesperidin 8 21.20 8.17 3.65 30.00 7.91 3.54
Rutin 8 35.00 6.04 2.70 57.60 24.07 10.76
Kumarin 6 34.00 3.39 1.52 43.20 19.25 8.61
[]t4 deney baslangici
704 N t, ilag uygulamasindan énce +
t3 ila¢ uygulamasindan sonra
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Sekil IV.3 Tiim Sican Gruplarmin Farkli Zamanlarda Serum HDL-K Diizeyleri. Ilag uygulama 6ncesi
ve sonrasi, kendi grubu igerisinde karsilastirilmigtir. *** p<0.001, ** p<0.01, *p<0.05 t, ile
karsilastirilma sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklart; + p<0.05 t, ve t; anlarinin kendi aralarinda

karsilastirilmalari sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklar ifade etmektedir.
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IV.4. SERUM HDL-K/TOTAL KOLESTEROL
ORANLARI

Tiim sican ¢alisma gruplarinin % HDL-Kolesterol/Total Kolesterol oranlari
Tablo IV.4> de, gruplar igerisinde bu oranlarin anlamliliklar1 ise Sekil 1V.4’ de

verilmigtir.

Tablo IV.4 Tiim si¢can gruplarinin tedavi 6ncesi ve sonras1 % Total Kolesterol/HDL-K Oranlar

Gruplar n Tedavi Oncesi % Tedavi Sonras1 %
p HDL-K/Total Kolesterol Oram HDL-K/Total Kolesterol Oram
Kontrol 6 91 85
Kolesterol 7 16 13
Hesperidin 8 06 11
Rutin 8 15 34
Kumarin 6 12 19
120 [Jtydeney baslangici
1104 PZAt, ilag uygulamasindan énce
1004 E=tsilag uygulamasindan sonra

90+

80+

70+

HDL-Kolesterol / Total Kolesterol
D
2

504
+++
40- *kk
30_ +++
*kk ++ bl
204 *kk . o *kk
JE w2l Y 7 %
0
Kontrol Grubu Kolesterol Grubu Hesperidin Grubu Rutin Grubu Kumarin Grubu

Sekil IV.4 Tiim Sican Gruplarinin Farkli Zamanlarda Serum % HDL-Kolesterol / Total Kolesterol
Oranlar1. {lag uygulama dncesi ve sonrasi, kendi grubu igerisinde karsilastirilmistir. *** p<0.001 t; ile
karsilastirilma sonucu ortaya ¢ikan anlamligi; +++ p<0.001; ++ p<0.01 t, ve t; anlarinin kendi
aralarinda karsilagtirilmalar1 sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklar: ifade etmektedir.
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IV.5. KARACIGER DOKUSUNDA MDA TAYINi
SONUCLARI

Tiim sigan ¢alisma gruplarinin karaciger doku MDA ortalama, standart sapma
ve standart hata degerleri Tablo IV.5’ de, gruplar igerisinde karaciger doku MDA

diizeylerinin anlamliliklart ise Sekil IV.5’ de verilmistir.

Tablo IV.5 Dokuda MDA Tayin Sonuglar1. Tiim si¢an gruplarinin dokuda MDA tayini sonuglarimin
ortalama degerleri, standart sapmalar1 (SS), standart hatalar1 (SH) ile kontrol (P;) ve kolesterol (P,)
grubu ile karsilagtirilmalart (*** ** * anlamlilik, ¢oktan aza)

MDA Standart Sapma | Standart Hata <. <
Gruplar n (nmol/g) (SS) (SH) P, degeri P, degeri
Kontrol 6 | 48.10 4.956 2.217 - -
Kolesterol 7 | 49.57 5.232 2.340 P>0.05 -
Hesperidin 8 [ 35.10 7.416 3.316 P<0.01%** P<0.01**
Rutin 8 | 39.61 1.078 0.4822 P>0.05 P<0.05%*
Kumarin 6 | 44.02 5.230 2.339 P>0.05 P>0.05
I SF-tedavili
Hesperidin-tedavili
60 I . .
223 Rutin-tedavili
504 o Kumarin-tedauvili
— + /—1—
) ++
= 40+ 7o 7e
S T //
£ 307 \ . /
< 29593
0O 20+
= /
1 O_ \ /
& 75 A
Kontrol

Yuksek Kolesterol Diyeti

Sekil IV.5 Tiim Sican Gruplarinin Karaciger Doku MDA Testi Karsilastirma Sonuglart

IV.6. KARACIGER DOKUSUNDA GSH TAYINi
SONUCLARI

Tiim sican ¢aligma gruplarinin karaciger doku GSH ortalama, standart sapma
ve standart hata degerleri Tablo IV.6’ da, gruplar igerisinde karaciger doku GSH

diizeylerinin anlamliliklar1 ise Sekil IV.6’ da verilmistir.

47



Tablo IV.6 Dokuda GSH Tayin Sonuglari. Tiim sigan gruplarinin dokuda GSH tayini sonuglarinin
ortalama degerleri, standart sapmalar1 (SS), standart hatalar1 (SH) ile kontrol (P;) ve kolesterol (P,)
grubu ile karsilagtirilmalart (***, ¢ok anlamli)

Gruplar n GSH Standart Standart P, degeri P, degeri
P (nmol/g) Sapma (SS) Hata (SH) raeg 2 qeg
Kontrol 6 | 4.194 0.3110 0.13910 - -
Kolesterol 7 | 1.082 0.1258 0.05625 P<0.001%*%** -
Hesperidin 8 | 3.902 0.1969 0.08806 P>0.05 P<0.001%*%%*
Rutin 8 | 4.182 0.1469 0.06568 P>0.05 P<0.00] ***
Kumarin 6 | 3.824 0.2702 0.12090 P>0.05 P<0.001***
Il SF-tedavili
5- HHH Hesperidin-tedavili
+++ Rutin-tedavili
— +++ _ +++ ‘ ) o
4 — 7 XN Kumarin-tedavili
£ /
O 34
2 /
=
T 2_ /
(7)) *kk
o
%
Kontrol

Ylksek Kolesterol Diyeti

Sekil IV.6 Tiim Sican Gruplarinin Karaciger Doku GSH Testi Karsilastirma Sonuglari
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BOLUM V

TARTISMA VE DEGERLENDIRME

Polifenolik bilesikler olan flavonoidlerin, en bilinen o&zellikleri olan
antioksidan etkilerinin yaninda hipolipidemik etkilerinin de oldugu bilinmektedir
(Santos ve dig. 1999) ve bu alanda farkli flavonoid grubundan bilesiklerle farkli
dozlarda ¢ok sayida caligma yapilmaktadir.

Kolesterolden zengin yem ile beslenen siganlarla yapilan bir ¢alismada,
naringin+thesperidin karisimi1 ve mandalina-kabuk ekstrakti ile ayr1 ayr1 beslenen iki
sican grubunun her ikisinin de, plazma kolesterol, hepatik kolesterol ve hepatik
trigliserit diizeylerinin kontrol grubuna oranla 6nemli 6l¢lide azaldigr gozlenmistir.
Yine ayni ¢alismada, her iki sican grubunun, HMG-CoA rediiktaz ve ACAT
aktivitelerinin de kontrol grubuna oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir (Bok ve
dig. 1999).

Bir bagka calismada % 0.1 oraninda hesperetin (hesperidinin aglikani) ile
beslenen sicanlarda, kontrol grubuna oranla plazma kolesterol diizeylerinde azalma
gbzlenmis ancak HDL-K diizeylerinde bir degisiklige rastlanmamistir. Buna karsin,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda hesperetin ile beslenen siganlarin HDL-K/Total
kolesterol oranlarinda ise 6nemli 6l¢iide artis oldugu goézlemlenmistir. Hesperetin ile
beslenen siganlarin HMG-CoA rediiktaz aktivitelerinde % 19.4 ACAT aktivitelerinde
ise % 23.5 azalma gosterilmistir (Lee ve dig. 1999).

Daha onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, hesperidin igeren yem ile beslenen
siganlar kontrol grubuyla karsilastirilmig ve plazma trigliserit seviyelerinin anlamli

Olclide distiigii kaydedilmistir (Kawaguchi ve dig. 1997, Kim ve dig. 2003). Ancak
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diger bazi calismalarda, 6 hafta siireyle % 0.1 hesperetin iceren yem ile beslenen
siganlarin ve 6 hafta siireyle % 0.05 hesperidin igeren yem ile beslenen si¢anlarin
plazma trigliserit seviyelerinde anlamli bir farklihik gézlenmemistir (Lee ve dig.
1999, Bok ve dig. 1999).

Cesitli yollarla ve dozlarda rutin verilen siganlarin plazma trigliserit diizeyleri
kontrol grubuyla karsilagtirilmig ve trigliserit diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu
gosterilmistir (Park ve dig. 2001, Santos ve dig. 1999).

Sicanlarla yapilan bir calismada, % 0.1 diizeyinde rutin ek besin olarak
verilmis, ¢alisma sonunda elde edilen veriler kontrol grubuyla karsilastirildiginda
plazma kolesterol ve trigliserit konsantrasyonlarinin énemli 6l¢iide azaldigi, HDL-
kolesterol konsantrasyonunda ise degisiklik olmadig1 gozlemlenmistir. Ayrica, ayni
calismada elde edilen veriler kontrol grubuyla karsilastirildiginda; rutinin, aterojenik
indeksi [(total kolesterol — HDL-kolesterol)/HDL-kolesterol] ve hepatik kolesterol
diizeyini 6nemli Ol¢lide azalttigi ancak hepatik trigliserit diizeyini degistirmedigi
gozlemlenmistir (Park ve dig. 2001).

Farkli bir caligmada, triton ile indiiklenerek hiperlipidemi olusturulan
sicanlara propilenglikol igerisinde c¢oziilen rutin maddesi intraperitonal olarak
verilmig; bunun sonucunda si¢anlarin serum kolesterol ve triagilgliserol diizeylerinde
onemli bir azalma gézlenmistir (Santos ve dig. 1999).

Saglikli insanlarla yapilan bir ¢alismada, belirli konsantrasyonlarda verilen
hesperidinin TBARS diizeyini anlaml 6l¢lide diislirdiigli kaydedilmistir (Cirico ve
Omaye 2006). Yapilan bir diger ¢alismada, rutin ile beslenen sicanlarin karaciger
dokusunda TBARS degerinin kontrol grubuna gore anlamli 6lgiide azaldig1 ortaya
konulmustur (Gao ve dig. 2003).

2005 yilinda yapilan bir ¢calismada, CCly (endiistriyel ¢oziicti, hepatotoksin)
ile indiiklenerek lipit peroksit diizeyleri yiikseltilmis sicanlara 7 giin boyunca yiiksek
dozda (200 mg/kg) uygulanan hesperidin tedavisinin, karaciger ve bdbreklerdeki
TBARS diizeyini analmli dl¢iide azalttigi, GSH diizeyini ise arttirdig1 belirlenmistir.
CCly 1ile indiiklenerek karaciger ve bdobrekte olusturulan oksidatif stresin
azaltilmasinda, hesperidinin antioksidan etkisinin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir

(Tirkey ve dig. 2005).
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Yapilan diger bir calismada, % 0.5 kumarin katkili diyet ile 12, 24 ve 48 hafta
beslenen siganlarin hepatik GSH degerlerinde bir artis oldugu belirlenmistir (Lake ve
dig. 2002).

7,8-Dihidroksi-3(4-metilfenil) kumarin bilesigi ile 2003 yilinda yapilan bir
calismada, bilesik farkli dozlarda siganlara verilmis ve pihtilasma sistemi {izerine
olan etkileri protrombin zaman testi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda, bilesigin
antikoagiilan etkisi oldugu belirlenmis, ancak giintimiizde kullanilmakta olan varfarin
gibi 6nemli antikoagiilanlar kadar etkili olmadig1 tespit edilmistir (Danis 2003).

Bu ¢alismada hesperidin, rutin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin
bilesiklerinin hiperlipidemik siganlarin serum kolesterol, HDL-kolesterol ve
trigliserit diizeylerine etkisi ile siganlarin karaciger doku MDA ve GSH diizeylerine
olan etkisi incelenmistir.

Sicanlar 17 giin stireyle yiiksek kolesterollii diyet ile beslenmis ve
hiperlipidemik hale getirilmistir. [la¢ uygulamas:1 dncesi orbital venlerinden kanlari
almmig, serumlar1 ayrilmis ve serumda total kolesterol ve trigliserit diizeylerine
bakilmistir. 17 giiniin sonunda hesperidin, rutin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)
kumarin bilesikleri belirli dozda (sirasiyla; 100 mg/kg, 100 mg/kg, 16 mg/kg)
sicanlara oral gavaj yoluyla uygulanmistir. 5. giiniin sonunda hayvanlar dekapite
edilerek kanlar1 alinmis ve karacigerleri ¢ikartilmistir. Kandan ayrilan serumda total
kolesterol, HDL-kolesterol ve trigliserit testi uygulanmistir. Denenen maddelerin
antioksidan etkisi de arastirilmis, bu amacla karaciger dokularindaki MDA ve GSH
diizeylerine bakilmistir. Tiim tayinlerin istatistikleri Tukey Coklu Karsilastirma Testi
kullanilarak ¢ikartilmistir.

Serum total kolesterol degerlerine bakildiginda, kolesterolden zengin yem ile
beslenmis gruplarin total kolesterol seviyesinin her ii¢ flavonoid grubunda da,
baslangic anina gore anlamli derecede arttigi (p<0.001) ve hesperidin bilesiginin
serum total kolesterol seviyesini anlamli (p<0.05) oOlgiide disiirdiigii gozlenmistir.
Anlamli olmamakla birlikte, rutin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin
bilesiklerinin serum total kolesterol seviyesini diislirdiigii kaydedilmistir. Tim
gruplara bakildiginda, verilen her {i¢ maddenin de, yiiksek kolesterol diyeti ile
beslenen siganlarin siirekli olan serum total kolesterol artisini  durdurdugu

belirlenmistir (Tablo IV.1).
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Serum trigliserit degerlerine bakildiginda, trigliserit seviyesinin kolesterolden
zengin yem ile beslenmis gruplardan olan hesperidin ve rutin gruplarinda baslangic
anina gore anlamli derecede arttig1 (p<0.001) ve rutin bilesiginin serum trigliserit
seviyesini ¢ok anlamli (p<0.001) olciide disiirdiigli gozlenmistir. Anlamh
olmamakla birlikte, hesperidin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin
bilesiklerinin serum trigliserit seviyesini diisiirdiigii kaydedilmistir. Tim gruplara
bakildiginda, verilen her ii¢ maddenin de, yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen
sicanlarin siirekli olan serum trigliserit artisint durdurdugu belirlenmistir (Tablo
IV.2).

Serum HDL-kolesterol (HDL-K) degerlerine bakildiginda, kolesterolden
zengin yem ile beslenmis gruplarin, tedavi oncesi HDL-K seviyesinin deney
baslangi¢c anina gore anlamli dl¢lide (p<0.001 ve p<0.05) azaldigr goriilmiistiir.
Verilen flavonoidlerden yalnizca rutin bilesiginin tedavi sonrasinda anlamli 6lgiide
(p<0.05) serum HDL-K diizeyini arttirdigi, hesperidin bilesiginin ise deneyin
baslangi¢c ani ile karsilagtirildiginda en anlamli (p<0.01) serum HDL-K artisini
gosterdigi belirlenmistir (Tablo 1V.3).

Serum HDL-K/Total kolesterol oranlarina bakildiginda; kolesterolden zengin
yem ile beslenen gruplarin oranlarinda ¢ok anlamli (p<0.001) 6l¢iide azalma oldugu
belirlenmistir. Rutin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin bilesikleri en anlaml
(p<0.001) artis1 saglamistir. Hesperidin bilesigi de anlamli (p<0.01) olgiide oram
arttirmistir (Tablo IV .4).

Sican karaciger dokusunda MDA degerlerine bakildiginda, hesperidin bilesigi
ile karaciger doku MDA degerinde en anlamli diisiisiin (p<0.01) kaydedildigi,
anlamli olmamakla birlikte rutin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin
bilesiklerinin ~ de karaciger doku MDA degerini diistirdiigli goézlenmistir.
Kolesterolden zengin yem ile beslenen grup ile karsilastirildiklarinda ise hesperidin
(p<0.01) ve rutin (p<0.05) bilesigi ile karaciger doku MDA seviyesinde anlamli bir
diisiisiin bulundugu, anlamli olmamakla birlikte ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)
kumarin bilesiginin de karaciger doku MDA seviyesini diislirdiigi kaydedilmistir
(Tablo IV.5).

Sican karaciger dokusunda GSH degerlerine bakildiginda, kolesterolden
zengin yem ile beslenen grubun kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢ok anlamli

(p<0.001) oSlgtide karaciger doku GSH seviyesini diisiirdiigii kaydedilmistir. Yapilan
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istatistiklerde verilen her ii¢ bilesigin de ¢cok anlamli (p<0.001) Olciide karaciger
doku GSH seviyesini arttirdig1 belirlenmistir (Tablo IV.6).

Tiim sonuglar incelendiginde, hesperidin tedavisinin, total kolesterol diizeyini
diistirmede en etkili oldugu belirlenmistir . Rutin tedavisi ise, HDL-K diizeyindeki en
onemli artig1 ve trigliserit diizeyindeki en 6nemli azalmay:1 saglamaktadir. HDL-
K/Total kolesterol oranlarina bakildiginda ise en Onemli artis1 rutin ve kumarin
tedavileri gostermektedir. Hesperidin ve rutin bilesikleri ayni1 dozda verildiklerinden,
en 6nemli etkiyi rutin bilesiginin sagladig: diisiiniilebilir. Ozellikle yiiksek HDL-K
ve disiik total kolesterol diizeyi KVH’ ye yakalanma riskini Oonemli o&lgiide
azaltmaktadir. Hesperidin tedavisi, karaciger doku MDA diizeyinde diisiis
saglamakta ve GSH diizeyini de arttirmaktadir. Hesperidin bilesigi kadar olmasa da
rutin bilesiginin karaciger doku MDA diizeyini anlaml 6lclide azaltmasi ve GSH
diizeyini hesperidin ile ayn1 anlamlilikta arttirmasi, denenen bilesikler arasinda rutini
farkli bir yere koymaktadir. Ancak, 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) kumarin
bilesiginin antikoagiilan etkisinin yaninda lipit distriicli etkisinin de bulunmasi,
farmakolojik agidan bu bilesigi degerli kilmaktadir. Ozellikle GSH diizeyinde yiiksek
miktarda artis saglamasi, bu bilesigin antioksidan etkisinin de bulundugunu
gostermektedir. HDL-K/Total kolesterol oranlarindaki anlamli artist da KVH’ ye
yakalanma riskini azalttif1 seklinde yorumlanabilir. Bu maddenin farkli dozlarda
siganlara uygulanmasi ile daha detayli sonuglar elde edilebilir ve bu bilesik hem bir
antikoagiilan olarak, hem lipit diisiliricii olarak, hem de antioksidan olarak
kullanilabilir. Bu diizensizliklerin hepsine sahip bireylerde, tedavi yontemi olarak

farkli dozlarda uygulanabilir.
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