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OZET

NITRIK OKSIT SENTAZ BLOKAII ILE HIPERTANSIYON OLUSTURULAN
SICANLARDA PROPOLIS, CAPE VE POLEN’IN KAN BASINCI, ADMA, NF-«B
VE PARAOKSANAZ DUZEYLERINE ETKILERI

GULHAN, Mehmet Fuat
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Zeliha SELAMOGLU TALAS

Ocak 2014, 111 sayfa

N®-nitro-L-arjinin-metil ester (L-NAME) ile hipertansif yapilan siganlarda propolis,
kafeik asit fenil ester (CAPE) ve polen uygulamasi sonucu paraoksanaz (PON1)
aktivitesi, toplam antioksidan seviye (TAS), toplam oksidan seviye (TOS), oksidatif stres
indeksi (OSI), asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ve niikleer faktdr kappa B (NF-«xB)
seviyeleri ve kan basincinda meydana gelen degisimler arastirilmistir. Deneysel
arastirmalar i¢in 35 adet Spraque dawley irki siganlar kullanilmistir. Calismada; kontrol
(0.5 cc serum fizyolojik), hipertansiyon (L-NAME=HT) (40 mg/kg/giin), HT-+propolis
(200 mg/kg/giin), HT+polen (100 mg/kg/giin) ve HT+CAPE (50 uM/kg/giin) olmak
tizere 5 deneysel grup belirlenmis olup 28 giin boyunca kontrol grubu disinda biitiin
deneysel gruplara L-NAME uygulamasi devam etmistir. 28 giinliik uygulamanin ilk 14
gliniinde kontrol digindaki gruplara sadece L-NAME, 14. giinden sonra L-NAME grubu
hari¢ diger gruplara antioksidan maddeler belirlenen dozlarla uygulanmistir. Caligmanin
0, 14 ve 28. giinlerinde deney hayvanlarinin kan basinglar1 tail cuff yontemiyle
Olclilmiistiir. 28. glin sonunda dekapite edilen sicanlarin kan, kalp ve bobrek doku
numuneleri alinip bu dokularda PON1 aktivitesi, TAS, TOS, OSI, ADMA ve NF-xB
seviyeleri ol¢iildii ve veriler istatistiksel (P<0.05) olarak degerlendirildi. Uygulamanin

14. giinlinde L-NAME uygulama gruplarinin (HT) kan basinci degerleri kontrol grubu



verilerine gore anlaml olarak (P<0.05) yiikselirken, 14. giinden sonra propolis, CAPE
ve polen uygulanan grupta kan basincit sonuglart HT grubuna gore diisiis gosterdi
(P<0.05). Sican serumlarinin PON1 aktiviteleri HT grubunda kontrole gore azalirken
(P<0.05), L-NAME ile birlikte uygulanan propolis, CAPE ve polen gruplar1t HT grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli olarak artt1 (P<0.05). Kalp dokusu PONL1 seviyeleri L-NAME
uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken (P<0.05), antioksidan
takviyesi yapilan gruplar HT grubu ile karsilastirildiginda; CAPE ilavesi yapilan grubun
PONI1 aktivitesinde anlamli bir degisimin olmadig1 (P>0.05), propolis ve polen verilen
gruplarin PON1 seviyelerinin istatistiksel olarak artis (P<0.05) gosterdigi belirlenmistir.
Bobrek dokusunda HT grubu PONI1 seviyeleri kontrol grubuna gdre anlamli olarak
azalmigtir (P<0.05). Propolis, CAPE ve polen ilavesi yapilan gruplarin PON1 aktiviteleri,
HT grubuna gore anlaml artislar géstermistir (P<0.05). Sigan dokularinda; TAS degerleri
HT grubunda kontrole gore istatistiksel olarak azalirken (P<0.05), antioksidan
maddelerin eklendigi gruplarda ise HT grubuna gore anlamli artiglar (P<0.05) saptandi.
TOS verileri ise HT grubunda kontrole gore en yiiksek seviyelere (P<0.05) ulasirken,
antioksidan takviyesi yapilan gruplarda bu seviyelerin diisiis (P<0.05) gosterdigi
gozlendi. Kan, kalp ve bobrek dokularindaki ADMA ve NF-«B seviyeleri; HT grubunda
kontrol grubu verilerine gore anlamli artiglar (P<0.05) gosterdi. HT ile birlikte
antioksidan ajanlarin uygulandigir gruplarda ADMA ve NF-kB degerleri, sadece L-
NAME uygulanan grup ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldi (P<0.05). Literatiir
arastirmalaria gore, L-NAME ile NOS inhibisyonu olusturulan si¢anlarda propolis ve
CAPE’nin kan basinci lizerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilmis c¢alismalara
rastlanirken polen ekstrakti uygulamasi ile ilgili bir caligmaya rastlanmadi. Yiikselen kan
basincinin diizenlenmesinde polen ve propolis ekstraktinin daha etkili terapdtik maddeler
olmasi sebebiyle, kimyasal olarak elde edilen CAPE yerine dogal ari {irlinlerinin
kullanimi1 6nerilebilir. Uygulanan antioksidan etkili ar1 iiriinlerinin hipertansiyon sonucu
meydana gelen inflamasyon yolaginin isleyisini engelledigi yapilan ¢alisma ile ortaya
konulmustur. L-NAME ile hipertansif yapilan deney hayvanlarina uygulanan dogal ar1
tiriinleri olan propolis ve polenin kan, kalp ve bobrek dokularindaki PON1 aktivitesini

arttirici etkiler gosterdigi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, L-NAME, Paraoksanaz, Propolis, Kafeik asit fenil ester, Polen, Kan
basinci, Total antioksidan seviye, Total oksidan seviye, Oksidatif stres indeksi, Asimetrik dimetilarjinin,
Niikleer faktor kappa B
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LEVELS OF PROPOLIS, CAPE AND POLLEN IN RATS CAUSED
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In this study first, rats have been hypertensive by means of N®-nitro-L-arginin-metil ester
(L-NAME), then caffeic acid, propolis and pollen have been given them and the level of
PON1 activity, total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS), oxidative stress
index (OSI), asymmetric dimetilarginine (ADMA) ve nuclear factor cappa B (NF-kB)
and changes in the blood pressure have been investigated. For the experimental research
have been used 35 race of Spraque dawley rats. In this study, 5 experimental groups
including control (0.5 cc serum physiological), hypertension (L-NAME=HT) (40
mg/kg/day), HT+propolis (200 mg/kg/day), HT+CAPE (50uM/kg/day) and HT+pollen
(100mg/kg/glin) have been identified and through 28 days, except control group all the
experimental groups have been administrated L-NAME. The first 14 days of 28 days
application, except control group the other groups have been administrated L-NAME.
After the 14" day except L-NAME group the other groups have been administrated
determined dose of antioxidants. In the 0™, 14" and the 28" days of study, experimental
animals’ blood pressure has been measured by means of tail-cuff method. After at the end
of the 28" day, decapitated rats’ blood, heart and the kidney tissue samples have been
taken and in these tissues PON1 activity, the levels of TAS, TOS, OSI, ADMA ve NF-
«B have been measured and statistically observed (P<0.05). In the 14" day of application,
while L-NAME administrated groups’ blood pressure have increased (P<0.05) according

to the control group datas, after the 14" day the propolis, CAPE and pollen administrated
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groups’ blood pressure levels have decreased according to the HT group (P<0.05). While
PONL1 activities of rat serum has decreased in the HT group (P<0.05), L-NAME plus
propolis, pollen ve CAPE administrated groups group have increased significantly
compared with the HT (P<0.05). PONL1 levels of heart tissue have decreased significantly
in the L-NAME administrated group compared with the control group (P<0.05). When
antioxidant supplement groups are compared with the HT group, the significant change
for the PONL1 activity of CAPE supplement group hasn’t been determined (P>0.05) but
the significant increase for the propolis and pollen administrated groups has been
determined statistically (P<0.05). In the kidney tissue, HT group PON1 levels have
decreased significantly compared with the control group (P<0.05). Propolis, CAPE and
pollen supplement groups’ PON1 activities have increased significantly compared with
HT group (P<0.05). In the rat tissues, while TAS values has decreased for HT group
compared with the control groups statistically (P<0.05), significant increase has been
determined for the antioxidants supplement group (P<0.05). While TOS data has
increased for HT group compared with the control groups statistically (P<0.05),
significant decrease has been determined for the antioxidants supplement group (P<0.05).
ADMA and NF-«B levels in the blood, heart and kidney tissues; in HT group has been
elevated to compare with control group statistically (P<0.05). When ADMA and NF-«xB
values for the groups administrated antioxidant agents together with HT compared with
the L-NAME administrated group, these values have decreased (P<0.05). According to
the literature studies, for the rats of NOS inhibition caused by L-NAME, the studies for
the purpose of determining propolis and CAPE’ effects on the blood pressure have been
detected but pollen extract administration study hasn’t been detected. Because pollen and
propolis extract are more effective substances for the regulation of increasing blood
pressure, it can be recommended that the natural bee products should be used instead of
chemically obtained CAPE. It has been revealed by this study that the function of
inflamation pathway caused by hypertension has been prevented by the antioxidant effect
bee products. Increase for PON1 activity in blood, heart and kidney tissues by means of
propolis and pollen as the natural bee products administrated to the experimental animals

hypertensive by means of L-NAME has been revealed for the first time in this study.

Keywords: Hypertension, L-NAME, Paraoxanase, Propolis, Caffeic acid phenethyl ester, Pollen, Blood
pressure, Total antioxidant status, Total oxidant status, Oxidative stress index, Asymmetric dimetilarginine,

Nuclear factor kappa B
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ON SOZ

Hipertansiyon artan oranda 6nemli bir saglik sorunudur. Prevalansi cografik, kiiltiirel,
beslenme ve genetik faktorlerle degiskenlik gostermekle birlikte ozellikle gelismis
ilkelerde en o©nemli halk sagligi problemlerinden biridir. Bu problem, diinyada
Onlenebilir 6liim nedenleri igerisinde 6nde gelen risk faktorlerindendir. Kan basincinin
normal olarak kabul edilen sinirlarin {izerine ¢ikmasi seklinde tanimlanan hipertansiyon
kalp, beyin, bobrek ve retina gibi hedef organlarda hasar olusturma riskini arttirabilir. Bir
stres faktorli olan hipertansiyon doku ve organlarda serbest radikal iiretimi ve oksidatif
strese sebebiyet verebilir. Stresin yol agtigi olumsuz durumlar endojen veya ekzojen
antioksidanlar tarafindan giderilebilir. PON1 biiyiik oranda karacigerden salinan yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL) bagimli endojen kaynakli antioksidan bir enzimdir. Bu
enzimin Onemli Ozelliklerinden biri, flavonoid igeren antioksidanlarin etkisiyle
aktivitesinde %20 oraninda bir artis meydana gelebilmesidir. Propolis, CAPE ve polen
zengin flavonoid icerigi ile bilinen ekzojen kaynakli antioksidan maddelerdir. Bu
caligmada, hipertansiyon ve bunun meydana getirdigi oksidatif hasarin, antioksidan bir
enzim olan PON1 tarafindan giderilebilecegi, disaridan yapilacak flavonoidlerce zengin
bilesikler olan propolis, CAPE ve polen takviyesiyle PON1 aktivitesini arttirilabilecegi
diisiniilmektedir. Bu arastirmada model olarak siganlarda gelistirilen hipertansiyon
lizerine terapodtik ajanlarin fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin incelenmesi ile
insanlarda hipertansiyon ve bunun sonucu meydana gelebilecek doku ve organ
hasarlarinin azaltilmas: ile ilgili yapilacak olan caligsmalara da katkida bulunmasin
dilerim. Ogrenim hayatim boyunca benden maddi ve manevi destegini esirgemeyen
aileme, degerli hocam Dog. Dr. Zeliha SELAMOGLU TALAS ve esi Dog. Dr. Mustafa
TALAS’a calismamin basindan sonuna kadar gerek bilimsel gerekse manevi desteklerini
esirgemeyen Prof. Dr. Engin SAHNA hocama, Istatiksel verilerin degerlendirilmesinde
emegi gecen Yrd. Dog. Dr. Selcuk ILHAN’a, Gaziantep Universitesinde deneysel
caligmalarin gergeklestirilmesinde bize laboratuvar ve makina-techizat imkanlarini sunan
Yrd. Dog. Dr. Hasan AKGUL hocama, ar iiriinlerinin temininde yardimlar1 igin Halil
GUVEN’e, tezimin Ingilizce ozetini yazmamda yardimer olan Dr. Abdullah
KARATAS’a, arkadaslarinm Merve DURUYUREK, Cihan DUSGUN, Buse Leyla
CIHANGIROGLU’na emeklerinden dolay1 tesekkiirlerimi borg bilirim. Bu ¢alismayi
FEB 2012/38 no’lu proje ile destekleyen Nigde Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimine tesekkiirlerimi sunarim.
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BOLUM I. GIRIS

Orta yasin lizerindeki bireylerde metabolik olaylarin yavaglamasi ve hiicresel yenilenmenin
azalmasi ile birlikte ortaya ¢ikacak bazi hastaliklarin goriilme olasiligida artmaktadir. Bu
yas araliklarindaki insanlarda sikga karsilasilan 6liim ve hastaneye yatis nedenleri arasinda
kalp ve damar hastaliklar1 en basta gelmektedir (Goggeldi, 2008; Cakmak vd., 2009).
Hipertansiyon (HT) glinlimiizde hem gelismis hem de gelismekte olan tilkelerde toplumun
bliyiik ¢ogunlugunu etkileyen bir hastaliktir. Kardiyovaskiiler hastaliklar tiim diinyada
Olim nedenleri arasinda ilk siralarda yerini alirken, iilkemizde de oliimlerin yaklasik
%50'si  hipertansiyonun en ¢ok etkiledigi serebrovaskiiler hastaliklar ve kalp
hastaliklarindan dolay1 oldugu tespit edilmistir (Erbasi vd., 1999; Cakmak vd., 2009).
Patogenezinde, beslenme ile alinan asir1 tuz, alkol alimi, stres, yas, obezite, fiziksel
aktivite, doymus yag asitleri igeren beslenme tarzi, ¢evresel ve genetik faktorler oldugu
bildirilmektedir. Son yillarda, hipertansiyon hastalarinin patogenezinde ve hedef organ
hasar1 gelisiminde inflamasyonun etkisini gosteren calismalar yapildigi bilinmektedir
(Prasad vd., 2009; Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006). Kalp-damar hastaliklar1 ile kan
basinci arasinda yakin bir iliski oldugu bilinmektedir. Kan basinci yiikseldiginde kalp krizi,
kalp yetmezligi, inme, géz ve bdbrek rahatsizliklarinin meydana gelme olasiligi da
artmaktadir (Karolina vd., 2006). Insanin fizyolojisi ve yasadigi gevresel kosullar gibi
pekeok faktorii kapsayan biiyiik oranda genetik etmenleri igeren hipertansiyonun %3-5’lik
oranindan bobrek, damar ve hormonal bozukluklar sorumludur (Kedzierska vd., 2006).
Hipertansiyon etiyolojisi heniiz tam olarak agiklanamamakla birlikte, bu sistemik
rahatsizligin tedavisindeki ama¢ kan basincinin diisiiriilmesi, diger kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin ortadan kaldirilmasi, hedef organ hasarlarinin  durdurulmasi veya
yavaglatilmasi, aterosklerozun oOnlenmesi ile birlikte insanlarin yasam kalitelerinin
arttirtlmasidir (Arteriyel Hipertansiyon Tedavisi Kilavuzu, 2007). Bir stres faktorii olan
hipertansiyon, doku ve organlarda serbest radikal iiretimi ve oksidatif strese sebep olabilir.
Bu tiir stres etkileri endojen veya ekzojen antioksidan molekiiller tarafindan giderilebilir.
Serbest radikal hasarin1 engellemeye ¢alisan antioksidanlarin bir kism1 enzim, bir kismi ise
enzim olmayan molekiillerden olusmaktadir (Harrison vd., 2007). Viicudun genel
antioksidan/oksidan durumu; total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS)
durumun ol¢iimii ile daha kolay degerlendirilebilmektedir (Kurban vd., 2010). PON1
biiylik oranda karacigerden salinan HDL bagimli endojen kaynakli antioksidan bir

enzimdir. Bu enzim flavonoid igeren antioksidanlarin etkisiyle yaklasik olarak %20
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oraninda aktivite artis1 gosterebilir (Bayrak, 2005). Insanda 7. kromozomun q21-22
bolgesinde bulunan PON multigen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak fizere ii¢ tiyeden
olusmaktadir. PON1, hem paraoksonaz hem de arilesteraz aktivitesine sahip, kalsiyum
(Ca) bagimli bir ester hidrolazdir (Marsillach vd., 2008). Karacigerden sentezlendikten
sonra dolasima salinan PON1, organofosfatlar, arilesterazlar ve laktonlar gibi bir¢ok
substrati hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. Fizyolojik rolii hala tam olarak
anlagilamamasina ragmen, yapilan ¢aligmalarda HDL-kolesterol ile iliskili oldugu ve LDL-
kolesteroliin  oksidatif modifikasyonuna karst1 koruyucu rol oynayarak lipit
peroksidasyonunu o6nledigi, antioksidan ve antiinflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir
(Mackness vd., 2005; Baum vd., 2006). Ayrica, serbest radikal iiretimi ve oksidatif hasarin
artisi ile karakterize olan hastaliklarda HDL nin peroksidasyona daha yatkin olusu, azalmis
PONL aktivitesi ile iligkili oldugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur (Ferretti vd.,
2004; Ferretti vd., 2005). Ekzojen olarak alinan antioksidanlarin canlida hem fizyolojik
hem de biyokimyasal olarak olumlu etkiler yaptiklari bilinmektedir. Bu antioksidanlar
arasinda son yillarda ¢ok fazla dikkat ¢eken terapotik maddeler arasinda dogal ar1 iiriinleri
yer almaktadir. Propolis, eski ¢aglarda ilk kez Yunanhlar tarafindan kesfedilerek
inflamatuar hastaliklarda ve ateroskleroz tedavisinde dogal bir antibiyotik olarak
kullanilmistir (Castaldo ve Capasso, 2002). Bu degerli ar1 iriiniiniin antibakteriyel,
antifungal, antiviral Ozellikleri yaninda antiiilser, lokal anestetik, antitiiméral,
antihipertansif, immiin sistemi uyarici aktivite gostermesi ile tip, apiterapi, gida ve
kozmetik alaninda kullanimi yayginlagmistir (Erdogan vd., 2011). Arilar propolisi kovanin
i¢c kismina bir tabaka seklinde uygulayarak kovandaki delik ve gatlaklarin kapatilmasinda,
peteklerin tamir edilmesinde, peteklerin birbirlerine yapistirilmasinda, petek gozlerinin
parlatilmasinda, kovan girisini daraltmada, cesitli ar1 hastaliklarindan koloninin
korunmasinda ve hastalik etkenlerinin etkisiz hale getirilmesinde kullanmaktadirlar (Silva
vd., 2012). Propolisin igeriginin yarisindan fazlasin1 fenolik bilesikler ve esterleri
olusturmaktadir (Hepsen vd., 1996). Bu esterlerden en 6nemlisi ve propolisin en etken
bilesenlerinden biri kafeik asit fenil ester olarak bilinmektedir. Kafeik asit fenil ester
[Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl) acrylate]; propolis igeriginde bulunan ve izole
edilebilen ¢ok genis spektrumlu etkileri bulunan bir maddedir. Bu madde propolisin
biyolojik olarak aktif bilesenlerinden biri olmakla birlikte antioksidan, antiinflamatuar,
antiviral, immiin uyarici, karsinostatik, hasar Onleyici, reperfiizyon o6zelliklerine de
sahiptir. Farkli kaynaklardan elde edilen propolis orneklerinin benzer kalitatif

kompozisyonlara sahip olmasmin aksine CAPE Ornekleri biiyiikk oranda farkliliklar
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gostermektedir (Widjaja vd., 2008). Polen yapisal olarak ¢icek tozlari, nektar ve bazi
salgilarin  karisimidir. Bu dogal {irlin  kovan igerisinde larvalarin beslenmesinde
kullanilmasinin yani sira insanlar igin potansiyel bir besin ve saglik alaninda da kullanilan
apiterapotik bir driindiir. Olduk¢a zengin bir kompozisyona sahip olan polenin yapisi;
proteinler, mineraller, aminoasitler, karbonhidratlar, omega-3 ve omega-6 yag asitleri,
vitaminler ve pek ¢ok fenolik bilesikleri kapsamaktadir (Paramas vd., 2006). Antioksidan
bilesiklerin en iyi kaynagi siiphesiz insan diyetinde siklikla kullanilan meyve ve
sebzelerdir. Fenolik bilesiklerin en onemli ozelligi reaktif oksijen tiirlerini notralize
etmektir. Bunlar aromatik halka igerisindeki hidroksil gruplarina ¢ift baglarla baglanirlar.
Polenin bir diger 6zelligi ise, hidroksil radikaline kars radikal siipiiriicti 6zellik gostermesi
ve lipit peroksidasyonunu oOnlemesidir (Leja vd., 2007; Marghitas vd., 2009). Serbest
radikal olusumunu ortadan kaldiran diger bir molekiil olan nitrik oksit (NO) belirli
diizeylerde kuvvetli bir antioksidan olarak goérev yapmaktadir. L-arjinin, NO sentezi igin
onciil bir madde olup, nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu i¢inde L-arjinin analoglari
kullanilmaktadir. Molekiiler oksijen varliginda L-arjinin L-sitriiline donistiiriilerek NO
sentezlenmektedir. Bu sentezden sorumlu olan enzim NOS olarak bilinir (Schmitt ve
Dirsch, 2009). L-arjinin analoglarindan birisi olan L-NAME endotelyal ve indiiklenebilen
NOS izoformlarini inhibe etmektedir (Coulter vd., 2008). L-NAME ile inhibe edilen NOS
sonucu meydana gelen hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diabetes mellitus gibi koroner
arter risk belirtecleri arasinda son yillarda popularite kazanan plazma asimetrik
dimetilarjinin (ADMA) goze ¢arpmaktadir. ADMA, NOS’un endojen inhibitoriidiir ve
viicuttaki fonksiyonu, L-arjinin’den NO sentezinin engellenmesidir. Vaskiiler endotelde
gerceklesen bu reaksiyonda ADMA, NOS aktivitesini inhibe ederek L-arjininin hiicre igine
almmmi engellemektedir. Renal bozukluklar ve hipertansiyonda NOS aktivitesinin
azalmas1 endotelyal disfonksiyonlara sebep olur ve ADMA diizeylerinin artigina yol agar
(Bugdayci ve Serin, 2005). Antioksidan molekiiller, ADMA yikilimini hizlandirmaktadir.
Tedavide ADMA’y1 azaltan ajanlar olarak; L-arjinin, folik asit, B6 ve B12 vitaminleri
sikca kullanilmaktadir. Ayrica disaridan yapilan antioksidan takviyeler ile oksidatif stresin
Onlenebilecegi dolayisiyla ADMA  seviyelerinde azalmalarin meydana gelebilecegi
diistintilmektedir (Achan vd., 2005). Niikleer faktor kappa-B (NF-«B); indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz 2 (COX-2) gibi oksidatif strese yanit olarak harekete
gegebilen ve birgok genin ekspresyonundan ve inflamatuar genlerin tiretiminden sorumlu,
indirgenme ve yiikseltgenme duyarliligi olan bir transkripsiyon faktoriidiir (Abraham,

2000). NF-xB’yi aktive eden ajanlar ayni zamanda siiperoksit, hidrojen peroksit
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lipooksijenaz gibi endojen oksijen iiriinlerinin olusumunu tetiklemektedir. Antioksidanlar
in vitro kosullarda birgok hiicrede NF-kB aktivasyonunu engellemektedir. Ayrica reaktif
oksijen tiirleri’nin (ROT) bu noktada ise karismasi da NF-kB aktivasyonu i¢in gii¢lii bir
uyarici niteligindedir. ROT; NF-kB aktivasyon mekanizmasinda yer alan kinazlarin
etkinligini degistirerek NF-xB aktivasyonuna, ya da aktivasyon artisina sebep olabilir.
Yinede ROT; NF-«kB’den bagimsiz olarak hiicre transkripsiyonunu dogrudan
diizenleyebildigi gibi, redoksa duyarli diger transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu da
arttirabilmektedir (Madamanchi ve Runge, 2013).

Yiiksek prevalansla ve yol ag¢tigi hastalik riski artisiyla iligkili olarak diinyada en 6nemli
saglik sorunlarindan biri olan hipertansiyon ve buna bagli olarak gelisen oksidatif hasarin
gideriminde ve ayrica karacigerden endojen olarak salgilanan paraoksanaz aktivitesinin
arttirllmasinda dogal ar1 {iriinlerinin kullanimina yonelik gelistirilen bu ¢alismada, ekzojen
olarak propolis, CAPE ve polen uygulamasi sonucu L-NAME ile olusturulan hipertansiyon
ve etkilerinin giderebilecegi diistiniilmiistir. Bu bilgiler dogrultusunda hipertansif
sicanlarn kan, kalp ve bobrek dokularinda; PON1 aktivite tayini, TAS, TOS, OSi, ADMA
ve NF-«B diizeyleri belirlenerek uygulanan terapdtik maddelerin  antioksidan ve

antihipertansif etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.



BOLUM II. GENEL BILGILER
2.1 Hipertansiyon
Hipertansiyon (HT), en genel ifadesiyle arteriyel kan basincinin (AKB) normal diizeylerin

lizerine ¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim; "Kan basmci=kardiyak debi x

periferik rezistans" formiilii ile ifade edilir ve birimi mmHg’ dir (Bakris ve Ritz, 2009)

(Sekil 2.1).

Kalp (kardiyak debi) Arter (kan basinci) Arteriol (Periferik direng)

Sekil 2.1. Kan basincinin gelisiminde kardiyak debi ve periferik direng mekanizmasi
(Anadol, 2008).

Ulusal Birlesik Komitesi (JNC-VII) raporunda, HT hastalart i¢in bir derecelendirme
yapilmustir. 18 yas ve tizerindeki eriskin bireyler i¢in kan basinglari; normal, prehipertansif
ve hipertansiyon olarak ii¢ dereceye ayrilmistir (Cizelge 2.1). Cizelge 2.1°e gore normal
sistolik/diastolik kan basinci degerleri 120/80 mmHg’dan daha disiik seviyeleri ifade
etmektedir. Kan basinct diizeyi 120-139/80-89 mmHg araliginda prehipertansiyon, bu
degerin tizerindeki seviyelerde ise hipertansiyon olarak kabul edilmektedir. Cizelge 2.1°¢
ilave olarak, hipertansiyon durumu kan basinci seviyelerine gore 2 evrede incelenmektedir.
Basing seviyesi 140-159/90-99 mmHg oldugunda 1. evre, 160/100 mmHg ve lizerinde ise
2. evre hipertansiyon olarak kabul edilmektedir (Keles ve Agag, 2005; Dede, 2008).

Cizelge 2.1. 18 yas ve tizerindeki eriskinlerde kan basiei siniflandirilmasi (Keles ve Agag, 2005).

Kan basinci (mmHg)
Kan basinci derecesi Sistolik velveya Diyastolik
Normal <120 ve <80
Prehipertansiyon 120-139 veya 80-89
Hipertansiyon >140 >90
Evre 1l 140-159 veya 90-99
Evre 2 >160 veya >100




HT, hedef organ hasarlar1t meydana getirdigi i¢cin 6nemli mortalite ve morbidite nedenleri
arasinda gosterilmektedir. Diinya capinda yapilan HT prevalans c¢alismalarina gore,
hastalik olusumu ve mortalite acgisindan kiiresel risk faktorleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir (Sweileh vd., 2009). Serebrovaskiiler hastaliklarin %54’ ve iskemik kalp
rahatsizliklariin %47’si kan basincinin yiikselmesi sonucu meydana gelmektedir. HT, her
yil diinyada toplam niifusun %6’sinin Sliimiine sebebiyet vermektedir. Bu hastaliga bagl
gelisen etkiler ¢ogunlukla gelir diizeyi diisiik olan iilkelerde ve belirli bir yas grubunun
tizerinde (45-69 yas) sikg¢a ortaya g¢ikmaktadir. 2000 yilinda diinya c¢apinda yapilan
incelemelere gore; eriskin niifusun HT prevalanst %26,4 olup, bu oranin yaklasik 972
milyon hipertansif hastaya karsilik geldigi ve ¢ogunlugunun gelismekte olan iilkelerde
yasadig1 bildirilmistir (Kara vd., 2009). Yapilan tahminlere gore; 2025 yilinda bu
prevalansin %29,2’ye ulagacagr ve toplam hasta sayisinin yaklasik %60 oraninda artis
gostererek 1.56 milyar olacag: bildirilmistir (Abir vd., 2012). Hipertansiyon olusumu ile
yas artis1 arasinda dogrusal bir orant1 belirtilmektedir. Ulkemizde de eriskin niifusta HT
yaygin olarak goriilmektedir. Tiirk Erigkinlerinde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Sikligi
Taramas1 (TEKHARF) ¢alismasinda, 30 yas tizeri eriskinlerde HT prevalansinin %33,7
oldugu tespit edilmistir. ilerleyen yas ile birlikte kadmn ve erkeklerin ortalama kan basinci
degerlerinde artis gozlenmistir (Yildiz ve Kiiglikazman, 2008). Tiirk Hipertansiyon
Prevalans Calismasi (PatenT)’nin yaptig1 arastirma verilerine gore, toplumda yas ve
cinsiyete gore HT prevalansinin %31,8 oldugu ortaya konmustur. HT siklig1 kadinlarda
%36,1, erkeklerde ise %27,5 olarak tespit edilmistir. Aym1 g¢alismada, katilimcilardan
%32,2’sinin daha once kan basincini hig¢ 6l¢tiirmedigi, hipertansif hastalardan ise sadece
%40,7’sinin hastaliginin farkinda oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu sonuca gore, iilke genelinde
hipertansiyonu olan her {i¢ kisiden ikisi hastaliginin farkinda degildir (Cakmak vd., 2009;
Yildiz ve Kiigiikazman, 2008). Klinikde hipertansiyon; primer ve sekonder olarak iki
grupta incelenmektedir. %90-95 siklikta goriilen birincil (esansiyel) hipertansiyonun
olusum faktorii net olarak belirlenememistir. Yani primer hipertansiyonun etiyolojisi tam
olarak agikliga kavusturulamamistir. Mekanizmasi tam olarak agik olmamakla birlikte
kalittim ve genetik faktorlerin hazirlayict roli oldugu belirtilmektedir (Sekil 2.2). Ayrica;
cevresel faktorler, asir1 tuz ve protein ile beslenme tarzi da hipertansiyon gelisimine katki
saglamaktadir (Gerhold vd., 2007). Obezite, alkol, diyetteki sodyum (Na), potasyum (K)
ve sigara icimi bu cevresel faktdrler arasinda sayilabilir. Ileri siiriilen patofizyolojik

mekanizmalar ise; asir1 renal-Na retansiyonu, sempatik sinir sisteminin asir1 aktivitesi,



renin-anjiyotensin fazlaligi, hiperinsiilinemi ve vaskiiler endoteldeki degisimler olarak
gosterilebilir (Sekil 2.2) (Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006).

Asimt sodyum Nefron sayismda Stres G:er_letl:.k Endotel
alinu azalma Degasiklikler, Obesite Kokenl
| faktorler
v - v A
Babrekte Filtrasyon yiizeyinin Y _
- Sempatik Renin
Sodyum retan: azalmasy = -
: : T R Hucre | [hiperinsiline
' aktivitesinde] fazlalizs zarinda mi
artma degisme
k4 [
Sivi Vendz
haciminde konstriksivon
artma
|
L v ¥ L ¢
Onviikte Kontraktilite f;deysd v v
oo i konstriksiyon ‘ Yapisal pertrofi

Kan basinci = Kalp debisi x Periferik direng
(HT =Kalp debisinde artma wve /vada Penferik direncte artma

\— OTOREGULASYON J

Sekil 2.2. Esansiyel hipertansiyon ve sebep oldugu patolojiler (Yilmaz, 2008).

Aswrt Sodyum Alimi

Sodyum alinmmi ve su tutulumu ile kalp debisinde meydana gelen artis; renal
fonksiyonlarin ve vaskiiler reaktivitenin degismesine sebep olarak tansiyonun
yiikselmesine yol agabilir. Asir1 miktarda sodyum tiiketen insanlarin tamaminda
hipertansiyon meydana gelmeyebilir, ancak bobreklerden eszamanli sodyum atilimi
bozuklugu olan bireylerde bazi olumsuz etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Yani fazla miktarda
sodyum alinmasi, hipertansif etki yaratabilir, fakat tek basina yeterli olmayabilir. Bu
durum; sodyumun klor ile birlesimi sonucu olusan NaCl’nin hipertansiyona neden
olabilecegi, sodyum bikarbonatin ise boyle bir etki gdostermedigi seklinde agiklanabilir
(Babalik, 2005). Besinlerle alinan yiiksek sodyum ile birlikte diisiikk potasyum diizeyleri,
sodyum/potasyum oranindaki artisa paralel olarak zararli etkilerin de ortaya g¢ikisini
arttirmaktadir. Artan sodyum diizeyleri kan basinci arttirict etkisinin yanisira, inme riskini
arttirmast, sol ventrikiil hipertrofisi olusumu ve hiperfiltrasyona bagli renal fonksiyonlarin

bozulmasina yol agmaktadir (Marketou vd., 2013).



Vaskiiler Hipertrofi

Vaskiiler yapt ve endotel fonksiyonlar HT patogenezinde Onemli rol oynayan
mekanizmalardir. HT nin temel olgusu kan akisina karst damarlarin gosterdigi periferik
direngtir. Kan basincindaki artis devam ettigi siirece, rezistans damarlarin orta
tabakalarinda hipertrofi ve damar liimeninde daralma meydana gelmektedir, bu durum
“hipertrofik remodelling” olarak adlandirilir (Kubo vd.,1999). Asirt1 sodyum alim1 viicutta
renal sodyum tutulumuna, dolayisiyla vaskiiler dokularda sivi haciminin artisina ve buna
paralel olarak kalp debisinde artisa neden olmaktadir. Bunun disindaki bir¢cok faktor de
damarlarda kasilmaya yol agarak periferik damar direncinde artiga, vazokonstriksiyona ve
hipertrofiye yol acarak kan basincinda yiikselmeye yol agmaktadir (Cohuet ve Struijker-
Boudier, 2006).

Renal Sodyum Tutulumu

Bobreklerden sodyumun geri emilmesi esnasinda bazi patolojik durumlar gézlenmektedir.
Buna bagli olarak nefron sayis1 veya fonksiyonunda azalmaya bagli olarak renal filtrasyon
yiizeyinde de azalmalar meydana gelmektedir. Nefron sayisinda veya glomertiler filtrasyon
yiizeyinde azalma ile dogru orantili olarak bobreklerden sodyum salinnminda azalma
meydana gelmekte ve kan basincinin yiikselmesi ile glomeriiler hipertansiyon yoluyla
sistemik hipertansiyon tetiklenmektedir (Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006). Benzer
mekanizmalar, renal hastalikla seyreden diyabetik ve bir¢ok patolojik durumda da soz
konusudur. Sodyum tutulumuna bagl bir diger mekanizma ise natriiirez dengesinin
bozulmasidir. Kan basincinin artmasi sonucu bobreklerden sodyum ve su atilimi da
artmakta, intravaskiiler hacim kiictltilmekte ve natrilirez ile kan basincinin normale
dondiiriilmektedir. Kan basinct ile sodyum atilimi arasindaki bu iligki hipertansiflerde

bozulabilir (Babalik, 2005).

Sempatik Sinir Sistemi Aktivitesinde Artis

Hipertansif kisilerin dolasim sistemlerindeki katekolamin salimminda artig, kalp atim
hizinda artis ile birlikte alfa adrenerjik antogonistlere kars1 hassasiyeti de arttirmaktadir.
Katekolamin seviyelerindeki artig renin salinimini uyararak kan basincinin yiikselmesine

sebebiyet vermektedir. Adrenerjik hormonlar kalp atim hizini arttirip sivi hacmi ile bobrek
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i¢i basinci bozarak kan basincinda artisa yol agmaktadir (Seto vd., 2001). Hipertansif ve
normotansiflerde sempatik aktivite artisi; kalp, bobrekler ve periferik damarlar tizerinde
etki yaparak kalp debisi ve damar direncinde artis ile sivi retansiyonuna bagli kan basinci
yiikselmelerine sebep olmaktadir. Merkezi sinir sisteminin uyarilmasi kalp atim hizinda
artig, periferik vazokonstriksiyon, adrenal medulladan norepinefrin salinimi ve kan
basincinda artig ile sonuglanir. Ayrica damar diiz kas hiicrelerinde hipertrofiye bagh
sertlesme, renal kan akiminda diisiis ve renal vaskiiler direngte artmayla birlikte

vazokonstriksiyon gelisir (Babalik, 2005; Talas vd., 2013).

Renin-Anjiyotensin-Aldesteron Sistemi

Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS) kan hacmini ve kan basincini diizenleyen
ve hipertansiyon patogenezinde rol oynayan en Onemli mekanizmalardandir. Renin,
fizyolojik ve patolojik etkilerini anjiyotensin 1l (A-11) sentezi ile gostermektedir. Bunun
yanisira bu mekanizma aldosteron sentezinin birincil tetikleyicisi olarak da goérev
yapmaktadir. Bobregin jukstaglomeriiler hiicrelerinden salinan renin; karacigerden
plazmaya salinan anjiyotensinojenin anjiyotensin-I’e doniistiiriilmesini gergeklestirir.
Anjiyotensin doniistiriici enzim (ACE) ile anjiyotensin-l (A-I)’den anjiyotensin-1I
olusturulur. A-I1 iki reseptore sahiptir. Bunlar; anjiyotensin tip 1 (AT1) ve anjiyotensin tip
2 (AT2)’dir. A-II etkilerini biiyiikk oranda AT {izerinden gerceklestirir (Chon vd., 2011).
A-1l, fonksiyonel reseptorii olan ATI1’e baglanmasiyla periferik damarlarda
vazokonstriksiyon, aldosteron sentezi ve salinminda artig, bobreklerdeki sodyum
tutulumuna bagli olarak merkezi sinir sistemi aktivitesinde ve vasopressin saliniminda artis
sonucu negatif geri besleme ile renin salinimimin inhibisyonu gergeklesir. Ayrica AT2,
gliclii bir bilylime faktorii olup hiicre ¢ogalmasini uyarir. Kan basincinda artisin meydana
gelmesi negatif geri bildirim ile jukstaglomeriiler hiicrelerden renin salgilanmasinda
azalmaya yol agar. Hipertansiflerde bu inhibisyona bagli olarak plazma renin seviyelerinin
diisiik oldugu gozlenir. Plazmanin yanisira farkli dokularda da RAAS aktivitesinin devam
etmesi kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde yaygin bir durumdur (Sekil 2.3)
(Babalik, 2005).



Renin
substrat:

Juksta
glomeriil —I-
ACE

hiicreleri

v

votensin1 |

Anjiyotensin |

Anjiyotensin 11

Aldosteron

Y
¥ azokonstriiksiyon Sodyum birkimi

\/

Kan Basinc: I

Sekil 2.3. Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi (RAAS) ve kan basinci (Yilmaz, 2008).

Insiilin Direnci

Kardiyovaskiiler rahatsizliklarin meydana gelmesinde bagimsiz bir risk faktorii olan
insiilin direnci hipertansif bireylerde sik goriilen bir durumdur. Hipertansiyonun yanisira,
azalan glukoz toleranst, tip 1l diyabet, obezite, azalmis HDL kolesterol ve artan trigliserit
insiilin direncine eslik eden diger metabolik bozukluklardir. Hipertansiyonlu kisilerde
insiilin direnci ve artan sempatik aktiviteye bagli olarak insiilinin vazodilator etkisinde
azalma goriilmektedir (Park vd., 2006). Esansiyel hipertansiyon patofizyolojisine en ¢ok
insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve dislipidemi eslik etmektedir. Bu mekanizmalarin kan
basincinda artisa sebep olmasi ile ilgili pek¢ok patolojik durum mevcuttur. Birgok
patofizyolojik durum arasinda endotel bagimli vazodilatasyonun azalmasi, insiilin

direncine bagli hipertansiyon patogenezinde en onemli rolii listlenmektedir (Salim vd.,
2010).

Endotel Hiicre Fonksiyon Bozuklugu

Endotel; damarlarin diiz kaslarinda bulunan ve damar duvarmi Orten ince tabakali bir
epiteldir. Damar duvarindaki diiz kas hiicreleri tizerinde dilatasyon ve vazokonstriktif etki
yapabilen endotelyal hiicreler bircok madde salgilayarak hipertansiyonun patogenezinde

onemli rol oynarlar (Mensah vd., 2003). Endotel hiicrelerinden salinan birgok madde

10



igerisinde bilinen en etkilileri NO ve endotelindir (Endemann ve Schiffrin, 2004). Bu
maddelerin saliniminda meydana gelen aksakliklar sonucu, normal vazodilatasyonun
bozulmasina bagl olarak periferik damarlarda direng artisi meydana gelmektedir.
Hipertansif hastalarda NO ve endotelin gibi vazodilator maddelerin saliniminin yeterli
olmadig1 tespit edilmistir. Bu durumun hipertansif bireylerin damar duvarinda anormal

yapilanmalara sebep oldugu bilinmektedir (Arribas vd., 2006).

Endotelin

Endotelinler; endotel hiicrelerinden salinan ve fonksiyonel 6zelliklerinden dolayr en gok
bilinen izoformu endotelin-1 (ET-1) olan damar diiz kas hiicrelerindeki ET-A reseptorlerini
aktive ederek vazokonstriksiyona yol acan peptid ailesidir. Vazodilator etkili ET-1,
endotelyal hiicrelerde ET-B reseptorlerini aktive ederek prostasiklin ve NO salinimini
arttirir (Babalik, 2005). Endotelin varligi ilk olarak 1988 yilinda Yanagisaka ve arkadaslari
tarafindan tespit edilmistir (Torun ve Bayram, 2004). Esansiyel hipertansiyonun
patolojisinde endotelinlerin fonksiyonlarini belirlemek amaciyla gelistirilen hipertansif
model hayvanlarin kiigiik ¢apli damarlarinda endotel tabakasi incelenmis ve endotelin
tretiminin arttig1 belirlenmistir. Bu bulgular hipertansiyon patogenezinde endotelinin
roliinii desteklemektedir. Endotelin salinimindaki artig, kan basincinin yiikselmesinin
yanisira hipertansiflerde kiiciik capli damarlarda hipertrofik olusumlardan da sorumludur
(Babalik, 2005). ET-1 plazma seviyeleri esansiyel HT’li bireylerde, normotansiflere gore
yiiksek diizeyde tespit edilmistir (Sainani ve Maru, 2004).

Nitrik Oksit

Kisa siireli etki gosterebilen, fakat dokulara yiiksek niifuz edebilme yetenegine sahip olan
NO, oldukca giigli bir vazodilatéor olup, trombosit adezyonu ve agregasyonunun
inhibisyonu, damarlardaki diiz kas proliferasyonunun engellenmesi gibi etkilere sahip olan
gaz halinde bir molekiildiir. Kan basincini dengede tutan ve organlarin perfiizyonunu
saglayan bir faktor olarak kabul edilmektedir. NO; ani kan basinct degisimleri, damar
duvarinda olusan basinca bagl degisiklikler gibi gesitli uyaranlarla endotel hiicrelerden
salinarak sistemik kan akisini ve basincini diizenlenmektedir (Vural vd., 2002). Hipertansif
bireylerde normotansiflere gore NO ile iligkili damar gevsemesinin daha diisiik seviyelerde
oldugu bildirilmektedir. Bu durum, endotelyal hasar sonucu NO sentezi ve saliniminda

bazi bozukluklarin meydana gelmesi ile hipertansiyonun ortaya ¢iktigi goriisiini
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desteklemektedir. Endotelyal hiicrelerde meydana gelen fonksiyon bozukluklari; NO
diizeylerinde azalmalarla m1, yoksa HT nin bir sonucu olarak m1 ortaya ¢iktigi konusunda

tartismalar hala devam etmektedir (Tai vd., 2005).

Genetik Yatkinlhik

Esansiyel hipertansiyonun patogenezinde kalitimin rol oynadigininin en belirgin
gostergelerinden biri, ailede yiiksek kan basinci olan bireylere rastlanmasidir (Arteriyel
Hipertansiyon Tedavisi 2007 Kilavuzu). Anjiotensinojen, ACE, anjiotensin-11 tip 1
reseptor, B2-adrenerjik reseptor geni gibi pek cok gen hipertansiyon olusum
mekanizmalarinda etkilidir (Isik, 2005). Aile bireyleri ve ikizler arasinda genetik faktorlere
bagli HT olusumunda, genetik faktorlerin %30-60 oraninda etkili oldugu tespit edilmistir
(Resnick vd., 1993). Yiiksek kan basincina sahip kan bagi olan akrabalar, monozigot ve
dizigot ikiz bireylerin ¢ocuklarinin hipertansif olma egilimleri, diisiik kan basincina sahip
ebeveynlerin ¢ocuklarinin ise hipotansif olma egilimleri bildirilmistir (Boreas vd., 2001).
Bu durum, kan basmcinin yiikselmesine sebep olan faktorlerin bir dizi gen tarafindan
kontrol edildigi kavramini desteklemektedir. Bunun yanisira kan basincinin farkli biyolojik
faktorlere bagli olarak degiskenlik gosterebildigi de bilinmektedir.

Sekonder hipertansiyon tiim hipertansif olusumlarinin %5’lik kismini1 kapsamaktadir.
Esansiyel hipertansiyona gore, sekonder hipertansiyonun kan basinci yiiksekliginden
kaynakli tanimlanabilir bir sebebi vardir. Ancak, tanimlanabilen bu sebep her ne olursa
olsun, hipertansiyonun fizyopatolojik mekanizmasi; kan basinci ve onun hemodinamik
belirleyicilerinin degiskenligi ile iligkilidir. Kalp debisinde artig, kan basincinin yiikselmesi
ve periferik direncin azalmasiyla sonuglanir. Hiperdinamik dolasima sahip bireyler
disindaki hastalar goz ardi edildiginde, zaman igerisinde kalp debisindeki artis normal
seviyelere ulasirken, periferik direngte ikincil bir artis meydana gelmektedir. Bu artigla
damarlarda meydana gelen hipertrofi, diren¢ ortadan kalksa bile yiiksek kan basincini
devam ettirebilir (Keles ve Agag, 2005). Ikincil hipertansiyonun sebepleri arasinda kronik
bobrek yetersizligi, renovaskiiler hastaliklar, primer hiperaldosteronizm, cushing

sendromu, feokromositoma gibi gesitli tanilar sayilabilir (Vural, 1997).
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2.1.1 Kalp ve bobrek dokusu iizerine hipertansiyonun etkileri

Hipertansiyon biitiin diinyay1 ilgilendiren énemli bir saglik sorunudur. Diinyada yaklasik
1,5 milyar, tilkemizde ise 15 milyonun {izerinde hipertansiyonlu hasta oldugu bildirilmistir.
Kalp ve bobrekler hipertansiyondan en fazla etkilenen organlardir (Cohuet ve Boudier,
2006).

Kalp iizerine etkileri:

Hipertansiyon kaynakli vaskiiler disfonksiyon hastaliklari iizerine yapilan ¢alismalarda,
kalp yetmezliginin 6nemli 6liim sebeplerinden biri oldugu saptanmistir. Hipertansiyonda,
artan sistemik basing sonucu ortaya ¢ikan asir1 is yiikii ile damar duvarmin kalinlasmasi sol
ventrikiil sistolik fonksiyonlarinn bozulmasina eslik eden konsantrik sol ventrikiil
hipertrofisi ve diyastolik disfonksiyon en sik rastlanan durumlardir (Litwin vd., 1993).
Kandaki glukoz ve insiilin seviyeleri, miyosit biiylimesi, vaskiiler ve miyokardiyal
hasarlar, endotel disfonksiyonu ve tromboz gibi patolojik durumlar kardiyak fonksiyonlar
tizerine 6nemli etkiler gostermektedir (Demirci, 2006). Hipertansiyon ile birlikte ortaya
cikan kardiyovaskiiler degisimlerde kardiyak rezerv azalir. Kollajen gibi molekiillerin
yapisinda meydana gelen bozulmalar, arteriyal sistemin esnekliginin kaybolmasina ve
periferal direncin artisina yol agmaktadir. Hipertansiyonda miyokardiyal gevseme
bozularak kalbin diyastolik gorevi engellenir ve ventrikiiler kasilmalarda azalmalar ortaya
cikar. Kontraktil cevap mekanizmasi hasarlanan kalp dokusunun, periferal direncindeki
artisa bagli olarak Kkardiyak outputu siirdiirmesi giiglesir. Hipertansiflerde, damar
sertlesmenin artisiyla ortaya ¢ikan hacimsel artis, kan basincinin yiikselmesine sebep olur.
Diyastolik kan basincinda meydana gelen azalma, Koroner damarlarda perfiizyon ile
hipertrofi olusumuna ve sonug¢ olarak duvar geriliminin artis1 ile ventrikiil kasinda
iskemiye yol acar (Erbasi vd., 1999). Hipertansiyona bagli 6liimlerin ¢ogu miyokardiyal
infarktiis veya konjestif kalp yetmezliginden kaynaklanmaktadir. Miyokardiyal hasarlarin,
kan basinci veya A-ll diizeyinin artigindan ziyade normal/yiiksek tuz alimi ile aldosteron

aracili olabilecegini diisiindiirmektedir (Karamahmutoglu, 2007).
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Bobrek iizerine etkileri:

Hipertansiyon patogenezi ile ilgili cesitli hipotezler ortaya atilmistir. Bunlardan biri
1930’Iu yillarda Goldblatt tarafindan yapilan ¢alismada, bobregin hipertansiyonda énemli
rol oynadig1 vurgulanmistir (Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006). Bir diger hipotez ise
renal fonksiyon bozukluguna bagli olarak tuz atiliminda bobreklerin isteksizligidir. Saglikli
kisilerde, KB artis1 sonucu bobrekler vasitasiyla su ve sodyum atiliminda artis goézlenirken
kan hacmi azalarak KB normale doner ve bu olaya basing-natriiirezis denir (Cohuet ve
Struijker-Boudier, 2006). HT olusmu ve ilerlemesinde bobreklerin rolii oldugunu 6ne siiren
Guyton’un bu teorisi bugiin de gegerliligini korumaktadir. HT gelisen bireylerde KB
seviyelerini optimal tutabilen bobrek intrinsik natritiretik kapasitede bazi bozukluklar
mevcuttur. Basing natriiirezisi temeline dayanan bu hipotezde, bobreklerden sodyumun
atilamamas1 sonucu plazma hacmi ve kalp debisinde artislar meydana gelmektedir.
Bobrekte KB artisini dnlemek igin gelistirilen otoregiilasyon etkisiyle sistemik vaskiiler
direng artarak HT ortaya ¢ikmaktadir (Montani ve Vliet, 2013). Transplantasyon
deneylerinde; HT’nin meydana gelmesinde bdbregin tuz tutma Ozelliginin 6nemli rol
oynadi@i ve bu olayin kalitsal bir bozukluk olarak bobrek tubiiliis hiicrelerinde
gerceklestigi  gosterilmistir. HT’nin gelisiminde bdobreklerden sodyum atilimi sonucu
meydana gelen renin-nefron heterojenitesi, buna bagli olarak basing natriiirezisinin yeniden
diizenlenmesi ve genetik faktorler etkilidir (Gerhold vd., 2007). Bobregin afferent ve
efferent arteriyollerinde ve glomeriiler kapillerinde ortaya ¢ikan aterosklerotik lezyonlar
hipertansiyonda en ¢ok gozlenen hasarlaridir. Bu lezyonlar sonucunda, glomeriiler
filtrasyon oraninda azalma ve tubiiler fonksiyonlarda bozulmalar ortaya ¢ikar. Glomeriiler
lezyonlar sonucu proteiniiri, iskemik nefropati gelisir ve bu durum bobrek yetmezligi ile
sonuglanir (Mensah vd., 2003).

2.1.2 Hipertansiyon ve inflamasyon

Hipertansiyon patogenezine bagli inflamasyon gelisimindeki artis son yillarda birgok
calisma ile gosterilmistir (Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006; Mate vd., 2010; Leychenko
vd., 2011; Kim vd., 2011). Ayrica, ateroskleroz gelisiminde inflamasyonun 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir (Wilcox ve Gutterman, 2005). Kardiyovaskiiler risk faktorii olarak
pekeok patalojik durum sistemik inflamasyonla sonuglanmaktadir. Adezyon molekiilleri,

kemokinler, biiylime faktorleri, 1s1 sok proteinleri, endotelin-1 ve anjiyotensin gibi
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inflamasyona sebep olan bu molekiiller hipertansiyon gibi risk faktorleri ile uyarilarak
iltihap olusumuna yol agarlar (Hilgers vd., 2000). Hipertansiyon patoetiyolojisine katki
saglayan birgok molekiiler mekanizma olduk¢a karmasik olup ¢ok sayida sistem ile
etkilesim halindedir. Oksidatif stres ve inflamasyon arasindaki iliskinin en 6nemli
gostergesi; hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin bagslamasi, ilerlemesi ve
komplikasyonlarin ortaya cikmasidir. Oksidatif stres; antioksidan sistemler tarafindan
kontrol edilemeyen reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek diizeylerini ifade eder. ROT (O2-,
H202, OH") siirekli olarak hem enzimatik hem de enzimatik olmayan molekiiller tarafindan
dengelenir. Asirt ROT iiretimi sonucu proinflamatuar, profibrotik ve mitojenik sinyal
yolaklariin aktivasyonuyla doku hasar1 ve fonksiyon bozukluklari meydana gelir. Bu
durum; endotel, kardiyovaskiiler ve bobrek disfonksiyonuna bagli olarak periferik direncin
artist ve kan basinc1 yiikselmesi ile sonuglanir. Olusan inflamasyon sonucu damar
genisletici etkiye sahip olan NO’nun biyoyararlaniminda azalmalar ortaya ¢ikar (Mate vd.,
2010).

2.2 Nitrik Oksit (NO) ve Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

Vaskiiler ag igerisinde yer alan endotel hiicreler tiim kan damarlarinin i¢ yiizeyini
kaplamaktadir.  Vaskiiler  sistemin  homeostazindan ~ sorumlu  olan  endotel;
vazokonstriksiyon-vazodilatasyon, trombogenez ve fibrinoliz arasindaki dengeden
sorumludur. Bu dengenin saglanamadigi durumlarda endotel fonksiyon bozukluklari
meydana gelir. Vaskiiler sistemdeki endotel isleyisin kompleksligi gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, endotel fonksiyon bozukluklarinin tanimlanmasi giiglesmektedir. En
cok kabul goren disfonksiyon tanimlamasi ise, damar limen regiilasyonundaki
anormalliklerdir (Schmitt ve Dirsch, 2009). HT gelisim siireci ve buna katkida bulunan
faktorler heniiz yeterince aydinlatilamamustir. Patojenezi multifaktoriyel temellere
dayanmakla birlikte, sodyum hipotezi ve endotelyum disfonksiyonu en kabul edilebilir HT
yaklagimlaridir. Periferik damar direnci artigiyla seyreden esansiyel hipertansiyon, NO gibi
endotel kaynakli vazodilator sistemlerin hasar gérmesiyle iliskilendirilmistir (Oktar vd.,
2007). NO; nitrojen ve oksijen atomundan meydana gelen, molekiil agirligi yaklasik 30 kD
olan, yagda ¢Oziinebilen, hiicresel zarlardan gegebilen ve en Onemlisi serbest radikal
Ozelligi tasiyan renksiz bir gazdir (Coulter vd., 2008). NO’nun yapisinda eslenmemis
elektron bulundurmasi ve iizerinde yilik tagimamasi sonucu hiicreden hiicreye geg¢isi kolay

olmaktadir. NO’in bu 6zellige sahip olmas1 onun radikal molekiil olarak nitelendirilmesine
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yol agmustir (Olson ve Garban, 2008). Diger oksijen kaynakli serbest radikaller hemen her
konsantrasyonda hiicreler igin zararli etkilere sahipken, NO diisilk konsantrasyonlarda
onemli fizyolojik fonksiyonlari yerine getirmektedir. Asirt ve kontrolsiiz NO sentezi
hiicreler i¢in zararli olmaktadir. NO, bu 6zellikleri ile ideal bir kimyasal haberci molekiil
ozelligi kazanmaktadir (Dhir ve Kulkarni, 2011). NO, endotelyal NOS (eNOS) araciligi ile
bir aminoasit olan L-arjininden {iretilebildigi gibi diyet yoluyla da almabilir (Sekil 2.4)
(Schmitt ve Dirsch, 2009).
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Sekil 2.4. L-arjininden NO biyosentezi

Damar tonusunu diizenleyerek vaskiiler homeostazin devamliliginda etkili olan NO;
trombosit agregasyonu, damar diiz kas hiicre proliferasyonu ve 16kosit-endotel etkilesimini

engelleyerek vazodilator ve antiaterojenik 6zellikler gosterir (Sekil 2.5) (Vural vd., 2002).

ANTIOKSIDANLAR

ENDOTELYUM

PLATELETLER

Sekil 2.5. Aterogenezde nitrik oksidin rolii (Napoli vd., 2006)
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NO, damar tikanmasina yol acan trombosit adezyonu ve trombiis olusumunu engelleyip
koroner arter spazmini Onleyerek aterosklerotik lezyonlarin hiicresel isaretlerinden olan
LDL oksidasyonunun ve lipid peroksidasyonunun inhibisyonuyla antioksidan etki gosterir
(Sekil 2.6) (Napoli vd., 2006).

VAZODILATASYON

LDL oksidasyonu T - Trombosit Agregasyonu

sUperoksit Radikaller Monosit Adhezyonu

D0z Kas Proliferasyonu

Sekil 2.6. Nitrik oksidin biyolojik etkileri

NO salinimu fiziksel ve humoral uyaranlarla diizenlenir. Sitozolik bir enzim olan guanilat
siklaz aktivitesi ile kontraksiyon inhibisyonu gergekleserek damar diiz kas hiicreleri
gevsetilir. Normal bir endotelde kan damarlarinin belli bir akiskanlikta kalabilmesi igin
diisiik seviyelerde siirekli olarak NO salinimina ihtiya¢ vardir. NO’nun kan akimim
arttirmas1 metabolik uyaranlara bir cevaptir. Damar diiz kas hiicrelerinde ve trombositlerde
artan siklik guanozin monofosfat (cGMP) seviyesi, guanilat siklazi uyarir ve intraselliiler
olarak guanilat siklaz aktivitesindeki artis, NO’in trombosit adezyonu ve agregasyonunu
baskilamasina yol agar (Mullershausen vd., 2003).

Hemen hemen birgok dokuda, endojen olarak L-arjininden NOS enzim sistemi tarafindan
NO sentezi gerceklestirilir. Sentez sonrasinda hizli ve kararli bir sekilde okside edilerek
inaktif bilesikler olan nitrit ve nitrat gibi son triinlere doniistiirtiliir. Hemoglobinin NO’yu
baskilama 6zelligi vardir. NO’nun en 6nemli fizyolojik hedefi, ¢oziinebilir guanilat siklaz

(sGC) enziminin hem grubudur. Diiz kas hiicresine gecen NO, guanilat siklazi stimiile
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ederek, guanozin trifosfatin cGMP’ye doniisiimiinii saglar. Artan cGMP de protein kinazi
ve iyon kanallarin1 aktiflestirerek, hiicre disina g¢ikarilma yolu ile hiicre i¢i kalsiyum
diizeyleri azalir ve vazodilatasyon saglanir. cGMP’nin fizyolojik etkisi 3’5’ baginin
fosfodiesteraz enzimi tarafindan hidrolize edilmesi ile sonlandirilir (Dhir ve Kulkarni,
2011). NOS inhibitorleri olarak rol oynayan ¢esitli L-arjinin analoglar1 L-arjinin gibi
davranarak NO yapimimi kompetatif olarak inhibe etmektedir (Kielstein ve Fliser, 2007).
NO sentezinde substrat olarak gorev yapan arjininin plazma konsantrasyonunun yeterli
diizeyde olmasi ile enzim optimal aktivite gosterir. Arjininden NO olusumu g¢esitli arjinin
analoglar tarafindan inhibe edilmektedir. Bu analoglar trombiis formasyonunun artisi ve
aterogenezden sorumludur. Hipertansiyon ve ateroskleroz gibi akut koronerde giiglii bir
prediktor olarak bilinen ADMA ve N-monometil L-arjinin (L-NMMA) en 6nemli iki
arjinin analogudur (Valkonen vd., 2003). Beslenme aligkanliklar1 kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesinde en 6nemli stratejilerdendir. Beslenme tarzi, hastaliklarin ortaya
cikisinda oldukga etkilidir. Epidemiyolojik ve klinik calismalar, dogal iirinlerin giinliik
diyet veya fitomedikal olarak aliminin, NO biyoyararlanimimi ve vaskiiler fonksiyonu
gelistirebilecegini gostermistir. Bu tip bilesenlerin taninmasi ve hiicresel olaylardaki
fonksiyonu endotelyal NO {iretimini diizenleyip, kalp-damar hastaliklarinin tedavisi igin
onemli ipuglar1 verebilir (Schmitt ve Dirsch, 2009). Néronal (NNOS), indiiklenebilir
(INOS) ve endotelyal nitrik oksit (eNOS), NOS’un bilinen ii¢ izoformudur. eNOS ve
nNOS yapisal NOS (cNOS) olarak adlandirilir. eNOS endotel hiicrelerde, kardiyak
miyositlerde ve trombositlerde yani kardiyovaskiiler fizyolojide rol oynayan birgok
hiicrede bulunur. NNOS merkezi ve periferik noronlarda sentezlenirken (Schmitt ve Dirsch,
2009), iNOS baslica hepatositler ve makrofajlar olmak {tizere, sitokinlerle indiiklenebilen
hiicrelerde ¢esitli inflamatuar medyatorlere yanit olarak endotel hiicrelerde, diiz kas
hiicrelerinde, kardiyak miyositlerde ve makrofajlarda sentez edilir. iINOS aktivitesi
sitokinler tarafindan dengede tutulur, iNOS inaktif hiicrede bulunmaz (Song vd., 2002).
Tim NOS izoformlar1 aktiviteleri icin BH4, NADPH, FMN ve FAD gibi kofaktorlere
ihtiya¢ duyarlar (Napoli vd., 2006).

2.3 Nitrik Oksit Sentaz Inhibisyonu ile Olusturulan Hipertansif Model

Hipertansiyon olusum mekanizmalarinda NO’nun yer almasindan dolay:r biyolojik
sistemlerdeki diizenleyici rolii ve NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelinin

daha ayrintili incelenmesi ihtiyaci dogmustur. 1992 yilindan beri kullanilmakta olan kronik
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NOS inhibisyonu yaygin bir hipertansif model olarak bilinmekedir (Zatz ve Baylis, 1998).
NO iretiminin inhibe edilmesine dayanan bu model, kan basincinin uzun vadede
diizenlenmesinde NO’nun hipertansiyonda gozardi edilemez bir etkisinin oldugu olgusunu
karsimiza ¢ikarmaktadir (Nafz vd., 1996). Farkli dozlarda uygulanan NOS inhibitorlerinin,
siganlarda hipertansiyona sebep olmasmin yanisira yiiksek dozlarda bobrek hasarlari da
olusturdugu tespit edilmistir (Simko vd., 2004; Tsuchiya vd., 2010). Kronik NOS
blokajinin yeni bir hipertansif model olarak kullanilmas1 bir¢cok arastirici tarafindan elde
edilen paralel bulgularla da desteklenmistir (Nafz vd., 1996; Zatz ve Baylis, 1998; Simko
vd., 2004; Tsuchiya vd., 2010). Si¢anlarda hipertansif model olusturmada kullanilan, L-
arjinin analogu L-NAME bilinen ilk NOS inhibitériidiir (Gardiner vd., 1992; Zatz ve
Baylis, 1998). Suda kolayca ¢6ziinebilen bu NOS inhibitorii, deney hayvanlarinin igme
sularina karistirilmak suretiyle bu modelin yaygin kullanimimi saglamistir (Majithiya vd.,
2005; Moran vd., 2009). Sicanlarda hipertansiyon olusturmak i¢in kullanilan bir diger
uygulama L-NAME’nin intraperitonal enjeksiyonudur (Deniz vd., 2006). Baylis ve
arkadaslariin yaptiklar1 ¢alismada sekiz hafta boyunca sicanlara 5 mg/kg/giin dozda L-
NAME uygulanmis ve bu dozun si¢anlarda hipertansiyon ve glomeriiloskleroz gelisimine
yol actig1 bildirilerek L-NAME ile hipertansif model olusturmada yapilan ilk c¢alisma
olarak literatiire gegmistir (Zatz ve Baylis, 1998). L-NAME’nin uygulama siiresi ve doza
bagl bir etkisinin oldugu, yapilan ¢alismalarda belirlenen farkli kan basinci diizeylerinin

saptanmasi ile tespit edilmistir (Simko vd., 2004; Majithiya vd., 2005; Deniz vd., 2006).

2.4 Asimetrik Dimetilarjinin (ADMA) ve Biyolojik Etkileri

Ik kez 1992 yilinda, Vallance ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alismada L-arjinine
yapisal benzerlik gosteren bazi1 maddeler tanimlanmigstir. Bu maddeler birbirlerinden farkli
olarak bir veya iki metil grubu igerip NO sentez inhibitorleri gibi davranmaktadirlar.
Monometil veya dimetilarjininler olarak adlandirilan bu maddeler insan plazmasinda ve
idrarinda endojen olarak tespit edilmistir. Vallance ve arkadaslari, ADMA’nin bu grubun
bir tiyesi oldugunu ve NO sentezini inhibe etme yetegine sahip oldugunu yaptiklari ¢alisma
ile bildirdiler (Vallence vd., 1992). ADMA, plazmada dogal olarak bulunan bir aminoasit
olup arjinin aminoasitinin translasyonu ile modifiye olmus bir formudur. ADMA’y1 6nemli
kilan en 6nemli 6zellik, NOS’u yarigmali olarak inhibe etmesidir (Palomo vd., 2011).
NOS’un gorevi, L-arjinin’den NO sentezini gergeklestirmektir. ADMA, vaskiiler

dokularda gergeklesen bu reaksiyonda, NOS’u inhibe ederek L-arjininin hiicreye girisini
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engelleyip NO’nun azalmasina, dolayisiyla endotel homeostazin vazokonstriksiyon lehine

bozulmasina ve endotelyal disfonksiyona sebep olur (Sekil 2.7) (Kielstein ve Fliser, 2007).
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Sekil 2.7. ADMA metabolizmasi (Valkonen vd., 2004).

Hipertansiyon ve hiperkolesterolemi gibi akut koroner hastaliklarda 6nemli bir belirteg
olan ADMA, protein arjinin metil transferaz (PRMT) tarafindan metil gruplarinin transferi
ve bu proteinlerin tekrar yikilmasi ile ortaya ¢ikan metillenmis arjinin tiirevidir (Erdem ve
Unlii, 2010). Insan viicudunda metillenmis farkli arjinin tiirevleri de bulunmaktadir. Bu
yapilar bir ya da 2 metil grubunun arjinine eklenmesi sonucunda meydana gelmektedir.
ADMA ve simetrik dimetil arjinin (SDMA); yapiya iki metil grubunun ilave edilmesiyle,
N®-monometil-L-arjinin (L-NMMA) ise bir metil grubunun eklenmesiyle olusan arjinin
tirevlerdir (Sekil 2.8) (Erbil vd., 2012).

i
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Sekil 2.8. Endojen metilarjininlerin kimyasal yapis1 (Valkonen vd., 2004).
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PRMT iki farkli forma sahiptir. Arjininin monometillenmesi sonucu N®-monometil-L-
arjinin (NMMA) her iki formda da olusur. Fakat yapiya ikinci bir metil grubu
baglandiginda olusacak iiriin, PRMT enziminin tipine baglidir. PRMT’nin 1. tipi, aym
guanido azotunu  dimetilleyerek  N® NC®dimetil-L-arjinin  (ADMA)  olusumunu
katalizlerken, tip 2 her iki guanido azotunu monometilleyerek N N®-dimetil-L-arjinin
(SDMA) olusumunu gergeklestirir (Erbil vd., 2012). ADMA sentezi igin gergeklesen
reaksiyon sonucu iki homosistein olusur. Plazma homosistein ve ADMA diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir (Holven vd., 2003). Proteine bagli arjinin
metillenmesi ile olusan ADMA’nin NOS enzimi iizerinde inhibe edici etkisi yoktur.
inhibisyonun gerceklesebilmesi igin metillenmis proteinlerin proteolizi ile olusan serbest
ADMA gerekmektedir. Bugiine kadar serbest arjininden ADMA sentezlendigine dair
herhangi bir literatiir bulgusuna rastlanmamustir (Erbil vd., 2012). ADMA ve SMDA
viicuttan sadece bobrekler vasitasiyla atilabilir. Bir kisim ADMA ise N®, N®-dimetilarjinin
dimetil amino hidrolaz (DDAH) ile yikilir. ADMA ve NMLA’nin bu enzim ile hidrolizi
sonucunda, sirastyla L-sitriilin ve dimetilamin veya monometilamin olusur. DDAH,
ADMA iizerinde 6zel bir etkiye sahiptir, ancak SMDA {izerine herhangi bir etkisi yoktur
(Krzyzanowska vd., 2008). Leiper ve arkadaslari iki farkli izoform (DDAH 1 ve DDAH 2)
tanimlamisglar; beyin ve bobrekte yiiksek miktarda DDAH 1, kalp, plasenta ve bobrekte ise
DDH 2 salinimi oldugunu belirtmislerdir. ADMA’nin %90’dan fazlasi DDAH ile
metabolize edilmektedir. Renal disfonksiyon ve hiperkolesterolemi durumlarinda
DDAH’1n sentezinde fonksiyonel bozukluklar meydana gelirken ADMA diizeylerinde artis
ortaya ¢ikmaktadir (Lieper vd., 2007). Artan ADMA diizeyleri ile yiikselen kan basinci
vazokonstriksiyona yol agip endotel bagimli gevseme bozukluguna ve endotelyal hiicre
adezivitesinde artisa sebep olur. Yiikselen ADMA ile endotel fonksiyon bozuklugu,
konjestif kalp yetmezligi, diyabet, insiilin direnci, hipertansiyon, hiperhomosisteinemi,
kronik bobrek yetmezligi gibi birgok klinik durum goézlenmektedir (Vallance ve Leiper,
2004). Vaskiiler dokularda artan ADMA konsantrasyonu ile oksidatif stres arasinda iliski,
ADMA’nin oksidatif stres i¢in onemli bir medyator oldugunun gostergesidir (Sydow ve
Miinzel, 2003).
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2.4.1 ADMA-Hipertansiyon liskisi

ADMA’nin endotelyal disfonksiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarda bir risk faktorii
olmasi; renal yetmezlik, hipertansiyon, hipertiroidizm, diyabet, muskiiler distrofi,
preeklampsi gibi hastaliklarla da iliskisi olabilecegini gostermektedir. Arjinin analoglar1 L-
arjinin ile yarisarak L-arjinin kullanimini azaltirlar ve bu durum NO {iretiminin azalmasi
ile sonuglanir (Sydow ve Miinzel, 2003). Hipertansiyon hastalarinda serum ADMA
diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Kielstein ve Fliser, 2007). Ancak, ADMA
seviyelerinin yiikselmesi ile ilgili ¢esitli mekanizmalar oldugu One siiriilmektedir.
Hipertansif bireylerin ADMA diizeyleri ile kan basinglari arasinda pozitif; nitrojen oksitler
ile NO arasinda negatif korelasyon oldugu gosterilmistir (Sydow ve Miinzel, 2003). Asir1
tuz kullanimina bagli hipertansiyonda plazma ADMA diizeyleri ve kan basincinin arttigi,
triner sistemden NO driinlerinin atitliminin  azaldigr bildirilmistir (Halliweil, 1995).
Yapilan bir arastirmada esansiyel hipertansiyonlu hastalarda ADMA diizeylerinin RAAS
ile iliskili oldugu ve RAAS sisteminin inhibisyonu sonucu ADMA diizeylerinde azalmalar

meydana geldigi belirtilmistir (Ito vd., 2001).

2.5 Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) ve Biyolojik Etkileri

Rel mutagen ailesine bagli bir transkripsiyon faktorii olan Niikleer Faktor kappa B (NF-
kB); immiin sistem, inflamasyon ve apoptotik siiregle iliskili c¢ok sayida gen
transkripsiyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Jeffery ve Morrell, 2002).
NF-kB; Sen ve Baltimore tarafindan ilk kez 1986 yilinda immiinglobulin kappa genindeki
transkripsiyonu arttiran diizenleyici DNA dizisine baglanan bir niikleoprotein olarak
kesfedilmistir (Sen ve Baltimore, 1986). Memelilerde NF-«B ailesi; NF-xB1 (p50=p105),
NF-kB2 (p52=p100), Rel A (p65), Rel B ve cRel olmak {izere 5 alt {initeden olusmaktadir.
Bu alt iinitelerden p50 ve p65’in heterodimer bir olusumu olan NF-kB; Go fazindaki
hiicrelerin sitoplazmasinda niikleer faktor inhibitorii kappa B (IkB) proteinleri tarafindan
sentezlenir ve inaktif halde bulunur. Bakteriyel yapilar, oksidatif stres ve protein sentez
inhibitorleri bu dimer yapilarin aktiflesmesi i¢in gereklidir (Salminen vd., 2008; Haddad ve
Abdel-Karim, 2011). NF-«B; sitokinler, radyasyon ve bazi kemoterapdtik ajanlarla
fosforilasyon ve ubikuitinasyon yoluyla, ayrica IkB’nin proteozom aracili degradasyonu ile

aktive olur. Ayrica NF-«B; hiicre biiylimesi, apoptozis regiilasyonu, sitokin tiretimi ve

22



neoplastik transformasyondan sorumlu ¢ok sayida gen ekspresyonunu da kontrol
etmektedir (Sekil 2.9) (Haddad ve Abdel-Karim, 2011).

Aﬂﬂhtﬂl‘ Stoplﬂ.zma Nﬁkleus
Molekiiller
Proteasome
RelA IxB Kinase
. kB Stimiilasyon

indiiklenebilir Genler

Sekil 2.9. NF-kB’nin stimiilasyonu ve gen ekspresyonu (O’Neill ve Kaltschmidt, 1997).

NF-xB; dogal veya sonradan kazanilmig bagisiklik sistemi genlerinin proinflamatuar
sitokinler, kemokinler, 10kosit adezyon molekiilleri ve inflamatuar enzimler ile
diizenlenmesini saglar. NF-xB i¢in iNOS geninin {ist kiminsda ¢ok sayida baglanma
bolgesi bulunmaktadir. NF-kB’yi aktive edebilen pek ¢ok ajan ayni zamanda endojen
olarak viicutta iiretilen siiperoksit, hidrojen peroksit ve lipooksijenaz gibi reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu da tetikler. ROT, hiicresel redoksu etkileyerek NF-kB aktivasyon
mekanizmasinda kinazlarin etkinligini degistirerek NF-xB aktivasyonuna, ya da
aktivasyonda artisa yol agabilir. Ayrica ROT, NF-kB’den bagimsiz olarak hiicre
transkripsiyonunu dogrudan etkileyerek redoks merkezli diger transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu da arttirabilmektedir. /n vivo ve in vitro kosullarda endojen veya ekzojen
antioksidanlar, hiicrede NF-kB aktivasyonunu engellemektedir (Schmidt vd., 1995;
Beauparlant ve Hiscott, 1996). Cesitli kanser tiirleri tizerine yapilan ¢alismalar sonucu, NF-
kB aktivitesi ile ilgili olarak; hiicre siklusu, invazyon, metastaz, anjiyogenez ve
antiapoptoz ile ilgili gen ekpresyonunu aktive ettigi i¢in timor olusumu ve gelisiminde
onemli rol oynayabilecegi diisiniilmektedir. NF-xB transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonunun antikarsinojen 6zellik gostererek tedavide onemli rol oynayabilecegi
bildirilmistir (Cansino vd., 2011).
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2.5.1 NF-xB hipertansiyon iliskisi

Hipertansiyon hastalar1 ve hipertansif model olusturulmus deney hayvanlariyla yapilan
calismalarda oksidatif stres ve ROT iiretiminde artis meydana geldigi tespit edilmistir
(Kim vd., 2011). Artan ROT iretimi NF-xB'yi indiikleyerek doku hasarlarina yol
acmaktadir. NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon sonucu meydana gelen
inflamasyon NF-kB’yi aktive eder. Inflamatuar uyar1 sonucu IxB; kinaz akivitesi ile
fosforillenir ve proteozomlarla par¢alanarak NF-kB'nin agiga ¢ikmasina sebep olur. Serbest
kalan NF-kB’nin niikleusa gecerek gen transkripsiyonunu baslatir (Queisser ve Nicole
Schupp, 2012). Yapilan ¢alismalarda NF-kB'nin hipertansiyon olusumunda 6nemli roli
oldugu gosterilmistir. Hipertansiyon sonucu meydana gelen doku ve organ hasarlarinin
onlenmesinde ROT’un etkisini azaltan NF-«B inhibitorleri yani antioksidanlar tedavi edici

olarak kullanilabilir (Villarreal-Molina ve Antuna-Puente, 2012).

2.6. Oksidatif Stres ve Biyolojik etkileri

Elektronlar “orbital” adi verilen uzaysal bolgelerde eslesmis olarak bulunurlar. Bazi
molekiiller yapilarinda eksik elektron bulundurabilir veya herhangi bir elektron ile
etkilesime girerek bir molekiilden elektron alabilir ya da verebilirler. Fizyolojik veya
patolojik reaksiyonlar esnasinda baska molekiiller ile kolayca elektron alig-verigine girip

onlarin yapisint bozan bu molekiillere “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller” veya

“reaktif oksijen tiirleri” denmektedir (Sekil 2.10) (Akkus, 1995).

Eslesmemis Elektron

ANTIOKSIDAN

SERBEST RADIKAL

Sekil 2.10. Antioksidanlar ile serbest radikaller arasindaki redoks mekanizmasi
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Serbest radikaller stabil olmayip son derece reaktiftirler ve kararli hale gecebilmek i¢in
elektron arar ve diger molekiillerden elektron kopararak daha kararli hale gegerler. Ancak
elektron kaybeden molekiiller ise kararsiz hale gegerek serbest radikal ozelligi
kazanmaktadirlar. Bunlarin en Onemlileri siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalleridir (Scheibmeir vd., 2005).

Tim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu serbest

stiperoksit radikal anyonu (O2-") meydana gelir.

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi dogrudan zarar vermez. Hasar verici
etkisini ge¢is metalleri varliginda daha ¢ok hasarlayici radikallere doniiserek gosterir ve
onemli bir hidrojen peroksit (H202) kaynagidir (Jensen, 2003; Lushchak, 2011).
H202, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 e almasi veya siiperoksitin bir
elektron alip 2 hidrojen atomuyla birlesmesi sonucu olusur. H2 O, memranlardan kolayca
gecebilen uzun dmiirlii bir oksidandir.

Oy +26 + 2 H" —memmmmmmeme- » H2O2

O2 " +e +2H" —mmmmmmmeee- » H202
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil {iretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur.
Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirlinler meydana geldiginden bu bir

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

X T R ) s i — » H202 + O2

Bu dismutasyon ya kendiliginden meydana gelir ya da siiperoksit dismutaz enzimi ile
katalizlenir. Hidrojen peroksit serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri ile
etkileserek serbest radikal biyokimyasinda onemli rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan, hidroksil
radikalini olusturmak tizere yikilabilir (Jensen, 2003; Lushchak, 2011).

P O I O L — » 'OH + OH + O2
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Bilinen en reaktif radikal olan hidroksil radikali (HO-); aminoasitler, niikleik asitler,
organik asitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyomolekiillerin hemen hemen hepsiyle
reaksiyona girebilme yetenegine sahiptir. HO-", tek atom halinde ve bir elektronu eksik

olan oksijen ile H'in birlesmesi sonucu meydana gelir. Hidroksil radikalinin yarilanma

omrii ¢cok kisadir ve pek ¢ok molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (Jensen, 2003;
Lushchak, 2011).

Tekil oksijen (*O2) ortaklanmamis elektronu olmadig1 igin radikal olmayan reaktif oksijen
molekiilidiir. Serbest radikal reaksiyonlart sonucu meydana geldigi gibi, serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur (Jensen, 2003; Lushchak, 2011).

Organizmada olusan serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olabilirler. Serbest
radikaller; NO, aktive olmus fagositler, antineoplastik ajanlar, radyasyon, aligkanlik yapan
maddeler, ¢evresel ajanlar ve stres, kiigiik molekiillerin otooksidasyonu, enzimler ve
proteinler, mitokondriyal elektron transport sistemleri, peroksizomlar, ilaglar, diyet,
ultraviyole, 151k, sigara dumani, ksenobiyotikler, plazma membran1 ve oksidatif stres
kaynakli olabilir (Caylak, 2011). Oksijen insan yasami i¢in ¢ok elzem olmasina karsin,
normal metabolizma sirasinda bazi ROT olusturma potansiyelinden dolay1 zararli etkilere
sahiptir (Limon-Pacheco ve Gonsebat, 2009). ROT normal hiicresel metabolizma sirasinda
olusabilecegi gibi, cesitli dis etkenler ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres,
organizmadaki prooksidan ve antioksidan dengenin, oksidan molekiiller lehine bozulmasi
olarak tanimlanmaktadir (Lushchak, 2011). Bu dengenin bozulmasi sonucu meydana gelen
oksidan molekiillerin ortamdaki artis1; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi hiicrenin
temel bilesenlerinde hasar meydana getirebilir. Meydana gelen hasarin kanser,
ateroskleroz, amiloidoz, alzeimer, romatoid artrit, immiin sistem bozukluklari ve
hipertansiyon gibi c¢esitli hastaliklar ile iligkili oldugu ve biyolojik yaslanma siirecinde
onemli rol oynadigi bilinmektedir (Valko vd., 2006). Eger serbest radikaller notralize
edilmezlerse membran lipit ve proteinlerinde hasar ve disfonksiyon olusumuna sebep olup
genetik materyalde kirilma ve mutasyonlar ile bagisiklik sisteminde ciddi bozulmalara yol
acabilirler (Lushchak, 2011). Dogal savunma sistemleri, ROT un zararlarina kars1 serbest
radikalleri kontrol altinda tutmaktadirlar. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve farkli serbest

radikaller tizerinde rol oynadiklari igin birbirlerini tamamlayic1 niteliktedirler. Serbest
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radikal kaynakli oksidasyonlar1 dnleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme

yetenegine sahip maddelere “antioksidan” ad1 verilir (Jensen, 2003).

2.6.1 Oksidatif stres ve hipertansiyon iliskisi

Serbest radikaller ve yol agtig1 oksidatif stres, hipertansiyonun bir sonucu olabilecegi gibi
nedenlerinden biri de olabilir. Yani hipertansiyonun olusumundaki kesin mekanizmalar
hala tam olarak aydinlatilamamistir. Hipertansiyon gibi bir¢cok patolojik durumlarda
vaskiiler duvarda ROT iiretiminin arttigi gozlenmistir (Ward vd., 2004). Endotelyal ve
vaskiiler diiz kas hiicreleri devamli olarak ROT artisina sebep olmaktadir. ROT un artis1 ile
apoptozis, migrasyon, proliferasyon ve inflamasyon modiile edilerek vaskiiler fonksiyonlar
diizenlenmektedir (Saravanakumar ve Raja, 2011). Endotel hiicrelerdeki redoks dengesinin
bozulmasi artan siiperoksit (O2") tiretimine dolayisiyla oksidatif stresin meydana gelmesine
sebep olur. Bu dengenin bozuklugu sadece vaskiiler tonusu etkilemekle kalmaz ayrica
platelet aktivasyonu, l6kosit adezyonu, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu ve adezyon
molekiilii sentezi gibi 6nemli mekanizmalar1 da aktive edebilir. Bu mekanizmalarin
aktivasyonu hipertansiyon sirasinda hedef organ hasarinin patogenezinde énemli rol oynar
(Giugliano vd., 1995). Oksidatif stresin artig1 ile paralel olarak artan ROT iretimi
(6zellikle Oz~ anyonu) NO biyoyararlanimini azaltir ve endotelyal hiicrelerde bazi
fonksiyonel kayiplara yol acar. Hipertansiyon sonucu olusan endotelyal hasarin temel
sebebi NO biyoyararlaniminin azalmasidir (Tai vd., 2005). ROT un ortamdaki artis1 direkt
olarak NO seviyelerinin azalmasina ve toksik bir radikal olan peroksinitrit (ONOO-)
olusumuna sebep olmaktadir. Hipertansiyon faktorleri olarak serbest radikaller arasinda en
onemli etkiye sahip olan Oz~ anyonu, fizyolojik sartlarda siiperoksit dismutaz (SOD) etkisi
ile ortamdan uzaklagtirilir. Ancak, bazi patolojik durumlarda bu radikallerin tiretiminde
artis olabilecegi gibi SOD diizeyinde de bir azalma meydana gelebilir. Eger antioksidan
mekanizmalar ile siipiiriilemez ise daha toksik bir radikal olan hidroksil radikaline (OH™)
doniisiir ve lipid peroksidasyonuna yol agabilir (Kim, 2011; Tai vd., 2005).

Olugan ONOO~ hiicresel proteinlerin, lipitlerin ve diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonuna neden olarak vaskiiler fonksiyonlara zarar verebilir (Rizzo vd., 2009).
Vaskiiler dokularda meydana gelen oksidatif hasar bircok fizyolojik fonksiyonun
degismesine sebep olmaktadir. Kan akisinin diizenlenmesi, platelet agregasyonunun
inhibisyonu, 16kosit adezyonunun inhibisyonu ve hiicre proliferasyonunun kontrolii

oksidan hasardan etkilenmektedir. Vaskiiler hiicrelerde ROT’ un olugmasia sebep olan
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bir¢ok enzim sistemi vardir. Bunlardan en onemlileri; NADH/NADPH oksidaz, ksantin
oksidaz (XO) ve NOS’dur (Napoli vd., 2006). NO ve O arasindaki reaksiyonlar,
hipertansiyonda meydana gelen endotelyal disfonksiyonun en 6nemli nedeni olarak
distiniilmektedir. Serbest radikal siipiiriiciiler ve antioksidan ajanlar hipertansiyonda
oksidatif stresle olusturulan Oz~ iiretimini engelleyerek, bozulmus endotelyum bagimli
vazodilatasyonu ve endotelyum fonksiyonunu diizenleyerek, inflamasyon ve artmis olan

kan basincini azaltabilmektedir (Talas vd., 2013).

2.7 Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrelerde serbest radikal hasarini 6nlemek i¢in bazi savunma sistemleri gelistirilmistir.
Antioksidanlar olarak adlandirilan bu maddeler redoks reaksiyonlari ile elektron alig-verisi
gerceklestirerek serbest radikal hasarmi onlemektedirler (Jensen, 2003). Antioksidanlar
serbest radikalleri tutup daha zayif yeni bir molekiile ¢evirerek ya da kendilerine baglayip
reaksiyon zincirini kirarak etkilerini gosterirler (Moure vd., 2001). Canli organizmalarda
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar, zararli olan reaksiyonlarin
olusumu engelleyebilir. Ornegin; antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini kendisine baglayarak hiicre membranlari igin
olduk¢a 6nemli olan lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar; endojen ve

ekzojen kaynakli ya da enzimatik ve enzimatik olmayanlar seklinde siniflandirilirlar.

2.7.1 Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), Glutatyon S-
transferazlar (GST), Mitokondriyal sitokrom oksidaz, Hidroperoksidaz ve Paraoksanaz gibi
enzimler antioksidan savunma sistemde yer alirlar.

2.7.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniislimiinii

katalizleyen antioksidan enzimdir. SOD'un ekstraselliiler aktivitesi ¢ok disiiktiir (Valko

vd., 2006; Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).
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2.7.1.2 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Yapisinda 4 selenyum atomu bulunduran (tetramerik) ve sitozolik bir enzim olan glutatyon
peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. GSH-Px fagositik hiicrelerde
onemli fonksiyonlar istlenmektedir (Valko vd., 2006; Limon-Pacheco ve Gonsebatt,
2009).

2.7.1.3 Glutatyon rediiktaz (GR)

GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun
(GSSG) rediikte glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalizleyen enzimdir (Valko vd., 2006;

Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).

2.7.1.4 Glutatyon S-transferazlar (GST)

Glutatyon S-transferazlar (GST); basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak
tizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosteren iki alt
tiniteden olusan bir multienzim ailesidir (Valko vd., 2006; Limon-Pacheco ve Gonsebatt,
2009).

2.7.1.5 Katalaz (CAT)

Katalaz; esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal kisimlarda
yer alan dort hem grubu bulunduran bir hemoproteindir. H2O02’yi suya ve oksijene
doniistiirerek OH~ olusumunu Onlemektedir (Valko vd., 2006; Limon-Pacheco ve
Gonsebatt, 2009).

2.7.1.6 Paraoksanaz (PON)

Karacigerde sentezlenen, arilesteraz ve paraoksanaz (arildialkil fosfataz; E.C.3.1.8.1)
aktivitesine sahip PON, aktif metaboliti paraokson olan organofosforlu bir insektisit olan
parationu hidrolizleyebilen serum esterazdir (Memisogullar1 ve Orhan, 2010). Fizyolojik
substratlar1 tam olarak tanimlanamayan PONI; insektisit ve sinir gazi yapiminda yaygin

olarak kullanilan organofosfatli bilesikleri hidrolize ederek in vivo ksenobiyotik
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metabolizmasi ve toksikolojik ¢alismalar i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (Rochu vd., 2007).
Parationu hidrolize eden PON1 bunun yanisira diizopropil florofosfat gibi organik fosforlu
insektisitlerle ayn: kimyasal grupta yer alan tabun, sarin gibi sinir gazlarmin, cesitli
karbamatlarin ve daha bir¢gok aromatik karboksilik asit esterlerinin hidrolizini
katalizlemektedir (Rochu vd., 2007). Baslangi¢ta sadece organofosfatli bilesiklerin
hidrolizini katalizledigi diisiiniilen bu enzimin daha sonra ateroskleroz ve kardiyovaskiiler
hastaliklarda, vaskiiler disfonksiyon ve endotel hasarinin gideriminde etkili oldugu yapilan
calismalarla anlasilmistir (Ekmekgi vd., 2004). Fiziksel olarak HDL’ye bagli olan insan
serum paraoksonazi 43 KDA agirliginda, 354 aminoasitlik bir proteindir. Hiicre
membraninin dis yiizeyinde bulunan PONI, lipoproteinler araciligiyla HDL ile etkilesir
(Yildiz vd., 2008). Enzimin bilinen baslica iki fonksiyonu vardir. Birincisi; paraokson ve
tirevlerinin detoksifikasyonuna katilmak, ayrica lipit peroksitlerini hidroliz ederek LDL yi
olas1 oksidasyondan koruyarak antiaterojenik aktivite gdstermektir. Ikincisi ise;
lipopolisakkarit inaktivasyonu sonucu olusan bakteriyel endotoksinlere karsi koruma

saglayarak antioksidan ve antiinflamatuar rol oynamaktir (Bayrak vd., 2005).

2.7.1.6.1 Paraoksanazin tarihcgesi

Abraham Mazur 1946’da hayvansal dokularda organofosfatl bilesikleri hidroliz edebilen
bir enzimin varligini tespit etti (Ertekin, 2006). 1953 yilinda bu enzim Aldridge tarafindan
p-nitrofenil asetat, propiyonat ve biitirat’1 hidroliz edebilen A-esteraz olarak tanimlanmistir
(Aldridge vd., 1953). Insan serumunda ise ilk olarak 1961°de Uriel tarafindan yapilan
elektroforez sonrast HDL ile PONT iligkisinin oldugu gosterilmistir (Uriel vd., 1961). 1965
yilinda Oooms ve Boter tarafindan yapilan ¢alismalarda enzimin paratiyon ve paraoksonu
hidroliz edebildigi ortaya konmustur (Ertekin, 2006). Enzimin gen diizeyindeki analizleri
1973 yilinda bir grup alman arastirici tarafindan yapilmistir (Mallinckrodt vd., 1979).
Mackness ve arkadaslar1 1985 yilinda HDL ayirimi igin santrifiij rotorunu gelistirdiler.
Insan serumunda yapilan ultra santrifiijleme g¢alismasi sonucu enzimin kanda HDL
yapisinda tagindig1 ve paraoksonaz aktivitesinin ¢ogunlukla Apo-Al igeren partikiillerde
HDL ile birlikte bulundugunu 1988 yilinda Marcness ve Walker tarafindan ortaya
konmustur (Ertekin, 2006). 1991 yilinda ise LDL’nin peroksidasyonunu engelledigi
saptamistir (Marcness vd., 1991). PON1; HDL tipleri ile apolipoprotein Al ve klusterin
(apolipoprotein J) araciligiyla etkileserek toplam HDL’nin ¢ok kiiciik bir bdliimiine
katildiklar1 kromotografik ¢aligmalarla gosterilmistir (Mackness vd., 1996). Daha sonraki
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yillarda yapilan c¢alismalarda, gesitli kardiyovaskiiler hastaliklarda lipoproteinler ve lipit
peroksidasyonu arasindaki iligkisi incelenerek PON1 aktivitesi belirlenmistir. Enzimin
genetik yapist ve aminoasit dizisi belirlenmeye yonelik ¢alismalar yapilmistir (Negre-

Salvayre vd., 2006; Aslan vd., 2007; Yildiz vd., 2008).

2.7.1.6.2 Paraoksanazn isimlendirilmesi

Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Uluslararasi Nomenklatiir Komitesi tarafindan
paraoksanaza iki farkli enzim kodu (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1.) verilmistir. Fakat 1990’1
yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak sadece fenolik esterleri degil
bunun yanisira fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi tespit edilmis ve EC
3.1.8.1 enzim kodu ile tanimlanmistir. Farkli reaksiyonlardaki substratlar ile iliskili olarak
PONI1’e; organofosfat hidrolaz, paraoksonaz, A-esteraz, organofosfat esteraz, esteraz B1,
esteraz E4, paraokson esteraz, pirimifosmetilokson esteraz, OPA anhidraz, organofosforoz
hidrolaz, fosfotriesteraz, paraokson hidrolaz, OF, organofosfordz asit anhidraz gibi ¢esitli

isimler verilmistir (Richter vd., 2009).

2.7.1.6.3 Paraoksanaz gen ailesi ve polimorfizmleri

Insanlarda ve farelerde ayn1 kromozom iizerinde yerlesmis olan PON geni, birbirine komsu
tic farkli yaptya (PON-1, PON-2, PON-3) sahiptir. Insanlarda 7. kromozomun uzun
kolunda, farelerde ise 6. kromozom iizerine yerlesen PON genlerinin, q 21.3 bolgesinde

bulunduklar: bildirilmistir (Sekil 2.11 ve 2.11) (Marsillach vd., 2008).
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Dokulardaki sentezi ve dagilimlar1 birbirinden farklilik gosteren bu ii¢ ayrt PON
proteininin aminoasit dizileri arasinda yaklasik %60 oraninda homoloji bulunmaktadir
(Aviram ve Rosenblat, 2004; James ve Deakin, 2004). PON1 ve PON3’iin daha ¢ok
karaciger, bobrek ve plazmada bulundugunu, PON2’nin ise karaciger, bobrek, kalp, beyin,
testis dokularinda 6zellikle endotel tabakasinda yer aldig1 ve aortik diiz kas hiicrelerinde de
varligi immiinohistokimyasal c¢alismalarla tespit edilmistir (Marsillach vd., 2008). PON1
geninde 55. (metiyonin/lI6sin, M/L) ve 192. (arjinin/glutamin, R/Q) pozisyonlarda olmak
tizere iki genetik polimorfizmin bulundugu molekiiler ¢alismalarla gosterilmistir. Losin
yerine metiyonin ge¢mesi ile olusan (PON1-L55M) 55. pozisyondaki polimorfizm, enzim
aktivitesinde 6nemli bir degisiklige yol agmamistir (Aslan vd., 2007). 55. pozisyondaki
polimorfizme gore daha ¢ok calisilmis olan PON1-Q192R polimorfizminde 192.
pozisyonda arjinin bulunan homozigot bireylerin (R genotipi) serumunda paraoksonu
hidroliz eden aktivite yiiksek, glutamin bulunan homozigot bireylerde (Q genotipi) aktivite
daha diisiik, heterozigot bireylerde ise orta diizeyde aktivite tespit edilmistir (Aslan vd.,
2007; Cherki vd., 2007). Q alloenzimi olan PON1’in HDL’si, Q alloenziminin lipit
peroksitleri metabolize etme aktivitesinden dolayi, bakirla indiiklenen oksidasyona karst
LDL’yi korumada daha etkilidir (Cherki vd., 2007). PON1-192 RR genotipinin koroner
kalp hastaliginda yiiksek siklikla bulunmasi, koroner kalp hastaliklari ile PON1-Q192R
polimorfizmi arasindaki iligkiyi ortaya koymustur. Bu durum PON1-Q192R gen
polimorfizminin aterosklerozda &nemli bir risk faktorii olabilecegi varsayiminm
gliclendirmektedir (Schmidt vd., 1998; Aubo vd., 2000; Ikeda vd., 2001). PON1-L55M
polimorfizmi ile koroner kalp hastalig1 arasindaki iliski daha az ¢alisilmis ve yine celigkili
sonuglar elde edilmistir (Agachan vd., 2004, 2005). Ancak yapilan caligmalarin ¢ogunlugu
genetik kapsamlidir ve PONT’in niteligi yani incelenen bireylerdeki PON1 aktivitesi ve
konsantrasyonu net bir sekilde 6l¢iilmemistir. 311. pozisyonda sistein-serin (C311S) ve
148. pozisyonda alanin-glisin degisimi (A148G) olmak tizere PON2’de iki tip polimorfizm
mevcuttur. Enzimin katalitik aktivitesi i¢in 311. pozisyonda sisteine ihtiya¢ duyulur.
Sistein varliginda okside lipitlerin kolaylikla hidroliz edilebildigi disiiniilmektedir. Sistein-
serin degisikligi ile katalitik aktivitede meydana gelen azalmalar sonucu, oksidatif hasarin
gideriminde enzim yetersiz kalmaktadir. PON3’iin polimorfizmleri ile ilgili literatiirde
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir (Aviram ve Rosenblat, 2004; Zhang vd., 2006).
Koroner kalp hastaliginda; yaygin cevresel faktorler, PON1-M55L ve PON1-Q192R
polimorfizmleri gibi genetik faktdrlerden ziyade, diisiik seviyeli PON1 aktivitesinin daha

fazla sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Zhang vd., 2006). PON enzim ailesi biitiin bu
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Ozelliklerinden dolay1 detoksifikasyon mekanizmasinda énemli rollere sahiptirler. PON’un
koruyucu etkisi, aterosklerozu onlemekle kalmaz ayni zamanda oksidatif stres kaynakli

patolojik durumlarda da 6nemli rol oynar (Aviram ve Rosenblat, 2004).

2.7.1.6.4 Paraoksanazin yapisi, etki mekanizmasi ve substratlar

PON1’in yapisindaki karbonhidrat iiniteleri 4 farkli konumda proteine bagli bulunarak
toplam agirhigin yaklasik %15’ini olusturur (Memisogullart ve Orhan, 2010). PONZ1’in
aminoasit dizilimi incelendiginde, 16sin igeriginin yiiksek oldugu buna karsilik, kringle
yapisina Sahip olacak sekilde sistein icermedigi goriiliir. Enzimin yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerini kazanmasinda 42, 284 ve 353. pozisyonlarda yer alan sisteinlerin rolii oldugu
belirlenmistir. PON1’in 284. pozisyondaki sistein serbest iken, 42. ve 352. pozisyonlardaki
sisteinlerde disiilfit baglar1 bulunur. Substrat taninmasi ve baglanmasi igin serbest haldeki
sistein onemlidir (Du vd., 1999; Aviram vd., 1999). Enzimin maksimum aktivite
gdsterebilmesi igin kalsiyum gereklidir. U¢ boyutlu yapida p-tabakalarin merkezinde 7.4
A aralikl iki adet kalsiyum iyonu bulunmaktadir (Sekil 2.13).

Sekil 2.13. Paraoksonazin ii¢ boyutlu yapisi (a) p-kirmali tabakalar ve (b) hidrofobik bolgelerin
(H1, H2, H3) B-kirmal1 tabakalara gore pozisyonu (Bilen, 2009).

Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyumdur, eger enzimin yapisindan uzaklastirilirsa, geri
doniisiimsiliz denatiirasyon meydana gelmektedir. Digeri ise katalitik aktivitede rol alan

kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu bir su molekiilii araciligiyla fosfat iyonunun oksijeni ile

33



etkilesmektedir. PON1’in organofosfat bilesiklerine kars1 hidrolitik aktivite gosterebilmesi
icin kalsiyuma ihtiya¢ duyulurken, lipid peroksitlerinin birikimini 6nlemede kalsiyuma
ihtiyag duyulmadigi bildirilmektedir (Du vd., 1999; Bayrak vd., 2005). Karacigerde
sentezlendiken sonra dolasima gegen PONI1, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla
HDL lipidleri ile kolayca etkilesebilir (Sekil 2.14) (Goswami vd., 2009).
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Sekil 2.14. Insan serum paraoksonazinin yapisi (Du vd., 1999).

Yenidogan ve prematiire bebeklerde PON1 aktivitesi yetiskinlerde goriilen seviyenin yarisi
kadardir. Bu seviye dogumdan bir yil sonra erigkin diizeyine ulasilir, ancak ileri yaslarda
PONI aktivitesinin azaldig1 yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. PON1 geninin kodlama
ve promotor bdlgelerinde ¢ok sayida polimorfizme sahip olmasi ve bireyler arasindaki
beslenme farkliliklarindan dolayr serum PON1 diizeyi ve aktivitesi degiskenlikler
gosterebilmektedir. Proaterojenik diyet PON1 aktivitesi ve konsantrasyonunda énemli bir
azalmalara sebep olurken, flavonoidler enzim aktivitesini %20 oranina kadar
arttirmaktadirlar (Bayrak vd., 2005). Paraokson (o,0-dietil- o-p-nitrofenil fosfat), PON1’in

aktivite tayininde de en c¢ok kullanilan substratlardan biridir. PON1 aktivitesi
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spektrofotometrik olarak, PON1’in hidrolitik aktivitesiyle agiga ¢ikan p-nitrofenol veya
fenoliin konsantrasyonunun belirlenmesi ile tayin edilebilmektedir. Ayrica PON1’in
arilesteraz aktivitesinin tayininde bir aromatik karboksilik asit ester olan fenil asetat da
kullanilmaktadir. Plazma ve karaciger dokusu PON1 aktivitesi EDTA varliginda inhibe
olmaktadir. Bu nedenle aktivite tayini heparinli plazmada ve tercihen serumda yapilmalidir
(Demirdégen, 2010). Antioksidan ve antiinflamatuar etkileri son yillarda giincellik
kazanan PONL, antiaterojenik aktiviteye de sahiptir (Precourt vd., 2011). Bu enzimin her
zaman plazmada HDL ile birlikte bulunmasi, HDL’nin antiaterojenik etkilerine 6nemli
katkilar saglamaktadir. Peroksidasyona ugramis lipidler bu enzim tarafindan metabolize
edilerek lipid peroksitlerin LDL ve HDL’de birikimi 6nlenir. Bundan dolayi, HDL’nin
LDL’yi oksidasyona kars1 koruyucu etkisinden PON1 sorumludur (Aviram ve Rosenblat,
2004). PONT1’in lipid peroksitlerine karsi etkisinin yanisira H2Oz’e karsida etkili oldugu
bilinmektedir. Aterojenez olusumunda arter duvarlarinda {retilen reaktif oksijen
metabolitlerinden olan hidrojen peroksit, oksidatif kosullarda daha giiglii reaktiflere
doniiserek LDL oksidasyonuna yol agar. PON1’in okside LDL’deki kolesteril linoleat
hidroperoksitlerini ve hidroksitleri indirgemesi ile peroksidaz benzeri aktiviteye sahip
oldugu diisliniilmektedir (Aviram vd., 1999; Negre-Salvayre vd., 2006). PON2, hiicre
iginde olusan hidrojen peroksitlerin etkisini azaltarak LDL oksidasyonunun 6nlenmesinde
antiaterojenik rol oynadig: disiinilmektedir. PON2, PON1’den sonra tanimlanmis ve
PON1’e gore lizerine daha az aragtirma yapilmis olmasma ragmen, endotel ve vaskiiler
hiicrelerde antioksidan aktivite gostermesi ile biiyiik ilgi odagi olmustur (Aviram ve
Rosenblat, 2004). Statin gibi laktonlar1 hidroliz edebilme yetenegine sahip olan PON3;
PONT gibi karacigerde sentezlenir ve serumda HDL ile birlikte bulunur. PON1’in aksine
PON3’lin arilesteraz aktivitesi yok denecek kadar azdir ve PONI aktivitesine sahip
degildir. Bakirla indiiklenen oksidasyon sonrasinda, tavsanlarda serum PON3’iin LDL’yi
korumada PON1’den daha etkin oldugu bildirilmistir. Bu sonuglara gére PON1 ve
PON3’iin kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesinde Onemli roller istlendikleri
diigiiniilmektedir (Marsillach vd., 2008). PON1,; lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitleri
ve kolesterol ester peroksitlerinin yapisinda bulunan O ve P arasindaki ester baglarim
hidrolize debilme yetenegine sahiptir. Bundan dolay1 oksidayona ugramis lipoproteinlerin
ve kolesterol esterlerinin HDL bagmli PON1 icin fizyolojik bir substrat oldugu
diisiiniilmektedir. Insan arter duvarinda yapilan hiicre kiiltiirii arastirmalarinda PON1’in
okside 1-palmitil-2-arasidonoil-sn-glisero-3-fosforilkolin iizerindeki fosfolipidleri hidroliz

ederek HDL’nin LDL’yi oksidasyondan koruma mekanizmasini ortaya koymaktadir.
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Enzim bu aktivitesini paraoksonu hidroliz edebilme o&zelliginden bagimsiz olarak
gerceklestirmektedir (Cao, 1999).

2.7.1.6.5 Paraoksanaz, oksidatif stres ve hipertansiyon arasindaki iliski

Kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli bir risk faktdrii olan hipertansiyon oksidatif stresle
dogrudan iligkilidir. Hipertansiyon gibi patolojik durumlarda vaskiiler duvarda ROS
tiretimi artmaktadir (Harrison vd., 2007; Saravanakumar vd., 2011). Vaskiiler diiz kas
hiicreleri, endotel hiicreler ve fibroblastlarda devamli olarak ROS iiretimi gerceklesir.
Oksidatif stres ile dogru orantili artis gosteren ROS yapimi (6zellikle O~ anyonu) NO
biyoyararlanimini azaltir ve endotelyal hiicrelerde fonksiyon kaybina yol agar (Schmitt vd.,
2009). Endotel disfonksiyonuna bagli gelisen hipertansiyonda en 6nemli faktorlerden biri
NO biyoyararlaniminin azalmasidir. Endotelyal hiicrelerde meydana gelen hasar sonucu
O tiretiminde artis ile oksidatif stres meydana gelir. ROS iiretiminin artig1 ile bozulan
redoks dengesi (Ward vd., 2004) vaskiiler tonusu etkilemekle kalmaz; platelet aktivasyonu,
16kosit adezyonu, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu ve adezyon molekiilii sentezi gibi
onemli mekanizmalar1 da aktiflestirebilir. Bu mekanizmalarin aktif hale gelmesi,
hipertansiyonda hedef organ hasarinin patogenezinde 6nemli rol oynar (Conti vd., 2007,
Schmitt vd., 2009). Fizyolojik sartlarda organizmadaki O konsantrasyonu SOD
aktivitesine bagli olarak oldukg¢a diisiik diizeylerde olabilir. Arteriyal hipertansiyon gibi
patolojik durumlarda, bu radikallerin iiretiminde artis olabilecegi gibi SOD aktivitesinde de
bir azalma meydana gelebilir ve kuvvetli hiicre hasar1 olusturabilen oksidan etkili
peroksinitrit (ONOQO) iiretimi artar (Tai vd., 2005). Ortamda artan ROS ile vazodilator
etkili NO, toksik bir radikal olan ONOO-’e déniistiiriilir. ONOO-, hiicresel proteinlerin,
lipitlerin ve LDL’nin oksidasyonuna yol acarak vaskiiler fonksiyonlara zarar verebilir
(Napoli vd., 2006; Harrison vd., 2007). Vaskiiler hiicrelerde ROT olugsmasina neden olan
bir¢ok enzim sistemi vardir. Bunlardan en onemlileri; NADH/NADPH oksidaz, ksantin
oksidaz (XO) ve NOS dur. nNOS’un hem L-arjinin hem de NOS kofaktori
tetrahidrobiopterin (BH4) yoklugunda ROS iiretebildigi gosterilmistir. Ayrica BH4’iin de
enzimatik olmayan yolaklarla Oz~ iirettigi ve bununda NOS’un NO iiretme yetenegini
azalttig1 belirlenmistir (Harrison vd., 2007). PON1 toksikolojik ¢alismalarda oldukga fazla
ilgi gérmesine ragmen, HDL’nin antioksidatif 6zellikleri {izerindeki etkisi ilgili de son
yillarda dikkat cekmektedir. PON1, organofosfatlarin hidroliz edilme aktivitesinin yanisira

LDL oksidasyonu ve lipoprotein peroksidasyonunu engelleyen antioksidan aktivitelere de
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sahiptir. Bu enzimin lipit peroksitlerini hidroliz etme aktivitesi ile ateroskleroz gelisimi de
Onlenebilmektedir. Aterosklerozun baslangic ve gelisim evreleriyle ilgisi olan LDL
oksidasyonu, anti-aterosklerotik etki gosteren HDL bagimli PONI1 aktivitesi ile
engellenebilmektedir (Aviram ve Rosenblat, 2004; Yildiz vd., 2008). LDL oksidasyonu
sonucu arteryal duvarda meydana gelen kopiik hiicre olusumu aterosklerotik olaylarin
baslamasma yol a¢maktadir (Aviram ve Rosenblat., 2004). Ozet olarak, NO ve Oy
arasindaki meydana gelen reaksiyonlar hipertansiyonda ortaya g¢ikan endotelyal
disfonksiyonun en 6nemli sebebi olarak diisiiniilebilir. Serbest radikal siipiiriiciiler ve
antioksidan ajanlar hipertansiyonun olusum siirecinde otaya ¢ikan oksidatif strese bagli Oz~
tiretimini engelleyerek endotelyum bagimli vazodilatasyon bozulumlarini iyilestirip

inflamasyon ve yliksek kan basincini azaltabilir.

2.7.2 Enzimatik olmayanlar

Enzimatik olmayan sistemde vitaminler, polifenoller, proteinler ve bazi mineraller yer
almaktadir. Gidalar enzimatik olmayan antioksidanlarin temel kaynagini olustururlar.
Antioksidanlar besin degerine sahip olmanin yanisira fenolikler; kanser ve ¢esitli kalp
damar hastaliklarinin 6nlenmesinde rol oynayarak antimutajenik, antiallerjik, antiaging
etkiler de gosterebilmektedirler (Kavak, 2010).

2.7.2.1 Fenolik bilesikler ve biyolojik ozellikleri

Bitkilerin ¢ogu mekanizmalar1 esnasinda sekonder metabolit olarak ¢ok sayida fenolik
maddeler tretmektedirler. Bitkisel gidalarda farkli ozellikte ve miktarlarda fenolik
bilesikler bulunmaktadir. Gida bileseni, tat, koku ve renk olusumu gibi 6zelliklerinin
yanisira antimikrobiyal ve antioksidan etkiye sahip fenolik bilesikler meyve ve sebzelerde
bol miktarda bulunmaktadir (Nizamlioglu ve Nas, 2010). Fenolik bilesikler, bitkinin
normal gelisimi esnasinda stres kosullarina karsi siirekli olarak sentezlenmektedir.
Kimyasal yapilar1 ve biyolojik fonksiyonlari bakimindan ¢esitliligi c¢ok fazla olan
flavonoidler, fenoliklerin en 6nemli grubunu olusturmaktadir (Gonzalez ve Rodriguez,
2011). En biyiik polifenol grubunu olan flavonoidler, difenilpropanlar ile benzer bir
yaptya sahip olup bitkilerde genellikle glikozit formunda bulunurlar (Giiven vd., 2010).
Farkli smiflandirmalar mevcut olmasma karsin flavonlar, flavononlar, flavonoller,

isoflavonoidler, antosiyaninler ve flavanlar olmak iizere genel olarak 6 temel flavonoid
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smifi bildirilmektedir (Perez-Vizcaino ve Duarte, 2010). Yillardir bitki pigmentleri olarak
bilinen flavonoidlerin biyolojik aktivitelerine iligkin ilk ¢aligma 1936 yilinda Rusznyak ve
Szent-Gyorgyi tarafindan yapilmistir (Giiven vd., 2010). Fenolik bilesikler miikkemmel H*
ve e donorleridir. Fenolik bilesikler serbest radikallere e vererek onlarim olumsuz
etkilerini ortadan kaldirabilir ve lipid peroksidasyonu gibi olduk¢a hasarlayici olan zincir
reaksiyonlarini sonlandirabilirler (Boots vd., 2008). Son yillarda saglik iizerindeki etkileri
on plana ¢ikan polifenoller; 6zellikle siiperoksit, lipid alkoksil ve peroksil yikimi, demir ve
bakir selasyonu, o-tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarina ek olarak; vazodilator,
immiinstimiilan, antiallerjik, 6strojenik, antiviral etkileri de s6z konusudur. Fosfolipaz-AZ2,
siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile antiinflamatuar &zellik

gostermesiyle de insanoglunun dikkatini gekmeyi basarmigtir (Cimen, 1999).

2.7.2.2 Propolis

Insanlarin saglikli beslenmesinde onemli olan ar iiriinlerinden propolis, tip alaninda
alternatif dogal bir iiriin olarak da kullanilmaktadir (Banskota vd., 2000). isci arilar
tarafindan bitkilerin filiz ve tomurcuklarindan toplanan propolis; bitki reg¢ineleri, bitki
salgilar1 ve arilarin salgiladiklar1 enzimlerle biyokimyasal olarak degisime ugratilarak
tiretilen bir maddedir (Burdock, 1998). Propolisin rengi toplandig: bitkinin kaynagina bagl
olarak sar1, yesil ve koyu kahverengiye kadar degisim gosterir (Koru vd., 2007). Eter,
Kloroform, aseton, distile su ve diger organik ¢oziiciilerde kismen, %95’lik etil alkolde
biiyiik 6l¢iide ¢oziinebilen propolis, %70°1ik etil alkolde ekstrakte edilerek tibbi alanda
kullanilabilir (Nakajima vd., 2007). Propolis, eski Yunanca’da pro (6n, giris) ve polis
(sehir) anlamina gelip, bal arilarinin kovan savunmast ile ilgili kullanilan bir terimdir. Eski
caglarda ilk kez Yunanllar tarafindan kesfedilen propolis dogal bir antibiyotik olarak
kullanilmistir. Arilar tarafindan kovan ve diger yasam alanlarinin i¢ kismina bir tabaka
seklinde uygulanan propolis; kovanin delik ve cgatlaklarinin kapatilmasinda, peteklerin
tamir edilmesinde, peteklerin  birbirlerine  yapistirlmasinda, petek  gozlerinin
parlatilmasinda, kovan girisini daraltmak, ¢esitli ar1 hastaliklarindan kolonin korunmasinda
ve hastalik etmenlerinin énlenmesinde kullanilir (Sforcin, 2007). Propolisin yogun olarak
toplandig1 bitki cesitleri bolgeye ve mevsime gore degismektedir. Bal arilari igin; Pinus
spp (Cam) regineleri, Betula spp (Hus), Popolus spp (Kavak ve tiirleri), Aesculus
hippocastonum (At kestanesi), Salix spp (Sogiit), Alnus spp (Kizil Agag ), Abies spp
(Koknar), Prunus spp (Erik), Ulmus spp (Kara Agac), Quercus spp (Mese), Froxinus
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excelsior (Disbudak) tiirleri dnemli propolis kaynaklaridir (Bankova vd., 1992; Kolankaya
vd., 2002). Mikroorganizmalara kars1 aktivite gostrebilmesi propolisin en 6nemli biyolojik
ozelliklerindendir. Bu sayede kovan i¢inde olusan mantar ve bakterilerin daha diisiik
diizeyde kalmasi saglanmaktadir. Bu agidan propolis eski zamanlardan giiniimiize kadar
farmakolojik 6zelliklerinin yanisira bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olmasindan dolayi
insanlar tarafindan kullanilan dogal bir ar1 iirtiniidiir (Popova vd., 2005). Propolisin tiim bu
0zellikleri uzun yillardan beri bilim adamlarmin dikkatini ¢ekmis ve son 40 yilda pek ¢ok
arastirmaci propolisin kimyasal kompozisyonu, biyolojik aktivitesi, farmakolojik ve tedavi

edici ozellikleri lizerine arastirmalar ve yayinlar yapmuistir.

2.7.2.3 Propolisin yapisi, fonksiyonlar: ve biyolojik 6zellikleri

Antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar, sitotoksik,
immiinomodiilator, antiiilser, lokal anestetik, antitiimor, antikarsinojenik, antihipertansif,
immiinostimiilatér gibi biyolojik aktivitelere sahip olan propolisin halk tibbinda,
apiterapide, biyokozmetik, veteriner hekimlik, dis¢ilik, kozmetik ve bitkisel {iretim
alanlarinda yararli etkilerinden dolay1 liretimi bazi iilkelerde 6nem kazanmistir (Bankova
vd., 2000; Banskota vd., 2001). Propolisin kimyasal bilesimi ¢ok karmasik bir yapiya
sahiptir. Yapilan kromatografik incelemeler sonucunda igerisinde yiizlerce farkli bilesen
tespit edilmistir. Iceriginin %50’sinden fazlasim fenolik (flavonoidler, flavonlar,
flavononlar ve flavonoller) ve bununla ilgili bilesikler (fenolik asitler ve esterleri,
kumarinler, ketonlar vd.), kafeik asit esterleri (benzil ester, sinamik asit benzil ester ve
kafeik asit fenetil ester) olusturmaktadir (Hepsen vd., 1996). Propolisin antibakteriyel etki
gosteren aktif bilesenleri; pinocembrin, galangin, kafeik asit fenil ester ve ferulik asittir.
Antifungal etkisini pinosembrin, pinobanksin, kafeik asit fenil ester, benzil ester,
sakuranetin ve pterostilben ile antiviral etkisini ise kafeik asit fenil ester, lutseolin ve
kuersetin ile gosterir (Marcucci, 1995; Bankova, 2005). Son yillarda yapilan
aragtirmalarda propolisin yapisinda bazi mineral maddeler de tespit edilmistir. Bunlardan
bazilar1; Kalsiyum (Ca), Magnezyum (Mg), Potasyum (K), Sodyum (Na), Demir (Fe),
Bakir (Cu), Cinko (Zn) ve Mangan (Mn) olarak belirlenmistir (Castaldo ve Capasso,
2002). Kimyasal kompozisyonu toplanildigi bolgenin ekolojik yapisina bagli olarak
degisiklik gosteren propolis, 0zellikle farkli ekosistemlerde bulunan farkli bitki Grtiisiine
gore degiskenlik gosteren icerigi hakkinda heniiz net bir bilgi verilememektedir

(Kujumgiev vd., 1999). Propolisin igerigindeki biyoflavonoidler, serbest radikal siipiiriicii
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Ozellikleri olan antioksidan molekiillerdir. Flavanoidlerin kalp-damar sistemi iizerine
olumlu etkileri oldugu, kan dolasimini diizenledigi, kilcal damar ¢atlamalarini azalttigi,
yaslanmaya ve toksik maddelere karsi koruyucu oOzellik gosterdigi, Kardiyovaskiiler
hastaliklarda 6nemli olan LDL’yi oksidasyondan korudugu belirlenmistir (Kolankaya vd.,
2002). Propolisin bir diger 6nemli bileseni sinamik asit ve tiirevleridir. Bunlar gram (+) ve
gram (-) bakterilere kars1 giliclii antibiyotik 6zellik gostererek yaralarin iyilestirilmesinde
olumlu sonuglar verdigi ortaya konulmustur (Hepsen vd., 1996; Sforcin, 2007).
Antiinflamatuar etkili propolis; trombosit agregasyonunu onleyerek, prostoglandin ve
l16kotrienler gibi ekizonoidlerin sentezini inhibe edip, inflamasyona yol agan histamin gibi
medyatorlerin salinimint engellemektedir (Hepsen vd., 1996). Bagisiklik sistemini 6nemli
derecede giiclendiren propolis antibadi salgilayip ilaglarin etkilerini arttirarak hastaliklarin
onlemesinde o6nemli bir role sahiptir. Bobrek fonksiyon bozuklugu, idrar yollari
enfeksiyonlari, kanser, damar sertligi hastaliklari, diyabet, nefes darligi, parkinson,
hipertansiyon ve akciger hastaliklari gibi olumsuz durumlara karsi propolisin terapotik
etkiler gosterebildigi bildirilmistir (Kumova vd., 2002). Sonug olarak, propolisin 6zellikle
giiclii antiinflamatuar, antioksidan ve antineoplastik etkileriyle topikal ve sistemik
uygulamalar sonucu birgok patolojik durumun tedavisinde kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

2.7.2.4 Kefeik asit fenil ester (CAPE)

Son yillarda baz1 dogal maddelerin tedavi edici 6zelliklerine yonelik artan biiyiik bir ilgi
vardir. Dogal bir ar iriinii olan propolis bu ilginin merkezi konumundadir. Propoliste
yaklagik 300 cesitten fazla bilesen tespit edilmistir (Giilgin vd., 2010). Bu bilesenler
arasinda en etkili olan ve miktarca bol bulunan CAPE [Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl)
acrylate] dir (Sforcin, 2007). Fonksiyonel iki OH™ grubu bulunduran CAPE, elektronlar
aktif bir sekilde alip verme Ozelligine sahip olup bu sayede oksitleyici ve rediikleyici
ozellik gosterir. Ayrica, aromatik ve alifatik yapidaki uzun karbon zincirlerine bagli olarak
lipofilik karaktere de sahiptir. Boylece molekiiliin kolayca hiicre membran yapilarindan
gecmesi ve etki edecegi bolgeye ulasmasi saglanir (Sekil 2.15) (Widjaja vd., 2008). CAPE;
ornitin karboksilaz, 5-a rediiktaz, proteaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, HIV-1 integraz
gibi enzimlerin potansiyel inhibitérii (Son vd., 2001) olmakla birlikte bir transkripsiyon
faktorii olan Niikleer Faktor Kappa B’nin aktiflesmesini de inhibe etmektedir (Sforcin ve
Bankova, 2011).
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Sekil 2.15. Kafeik asit fenetil ester’in kimyasal yapis1 (Widjaja vd., 2008).

Etil asetat, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve etanolde tamamen ¢6ziinebilen, molekiil agirlig:
284.31 g/mol olan liyofilize formdaki CAPE’nin kimyasal formiilii Ci7H1604 olarak
belirlenmistir (Akyol vd., 2011).

2.7.2.5 CAPE’nin yapisi, fonksiyonlari ve biyolojik ozellikleri

Yapisinda fenol gruplari ihtiva eden CAPE; antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, immiin
uyarict ve karsinostatik, hasar onleyici reperfiizyon, antikanser ozellikleri ile propolisin
biyolojik olarak en aktif bilesenlerindendir (Giliney vd., 2007). Birgok bitkisel kaynakdan
elde edilen propolis Orneklerinin benzer kalitatif kompozisyonlara sahip olmalarinin
aksine, CAPE ornekleri biiyiik oranda farkliliklar gostermektedir. Toksik etkiye sahip
olmayan CAPE; oksijenden tiirevlenen serbest radikallerin siipiiriilmesinde 6nemli bir
etkiye sahiptir (Widjaja vd., 2008). Sentetik bir madde olan CAPE ile in vitro ve in vivo
aragtirmalar yapilmistir. Li ve arkadaslari; insanda koroner arter endotel hiicrelerinde
okside LDL aracili NF-kB artis1 iizerine CAPE’nin etki ederek iskemiye bagli hasari
onledigini gostermislerdir (Li vd., 2000). Yilmaz ve arkadaslari; streptozosin ile
olusturulan diyabet modelinde sigan karaciger dokusunda CAPE’nin serbest oksijen
radikallerini siipiiriicli etkisini gostermislerdir (Yilmaz vd., 2004). Notrofil veya ksantin
dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen reaktif oksijen
tiirlerininin in vitro kosullarda 10 pumol/kg konsantrasyonda CAPE tarafindan bloke
edildigi bildirilmistir (Ozyurt vd., 2001; Atik vd., 2006). Lipid peroksidasyonunu
engelleyen CAPE’nin tirozin kinaz, siklooksigenaz ve lipooksijenaz aktivitesini baskiladigi
da gosterilmistir (Ozen vd., 2004). Spesifik olarak NF-xB’nin olusumunu inhibe eden
CAPE, reaktif oksijen tiirlerininin olusumunu engelleyerek basta Tiimor Nekrozis Faktor

alfa (TNF-a) olmak iizere bir¢ok inflamatuar yolagin isleyisini de onlemektedir. Ayrica
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CAPE’nin inflamatuar hiicrelerde apoptozisi onledigi de belirtilmistir (Albukhari vd.,
2009). Barsaklarda kanser olusumunu baskilayan CAPE, potansiyel koruyucu 6zellikleri
ile kemoterapik etki de gosterebilmektedir (Biray vd., 2006).

2.7.2.6 Polen

Polen ¢icekli bitkilerin erkek cinsiyet hiicreleri olup, disi organin tozlagmasini
saglamaktadir. Cigek tozu olarak da adlandirilan polenler bitkilerin ¢igeklenme dénemleri
boyunca goriilmekte sari, kirmizi, mor, yesil ve siyaha kadar degisen farkli renklerde
olabilmektedir. Polinasyon igin ¢igekli bitkilerin arilara, arilarin da yasamlarin
stirdlirebilmeleri i¢in besinsel ihtiyaglarini karsilamada ¢igeklere ihtiyaglart vardir. Yapilan
arkeolojik aragtirmalarda bu iki canli grubunun birlikte evrimlestigini gosteren kanitlar
bulunmustur (Baydar ve Giirel, 1998). Arilar, nektar ve polen toplamak igin yiizlerce
cicegi ziyaret etmektedir. Topladiklar1 nektari karbonhidrat kaynagi olarak, polenleri ise
protein kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Bu nedenle, polenin bitkisel zenginligi ve
kalitesi arilarin gelisim siireglerinin yanisira ¢ogalmalarinda da temel faktordiir. Bal
arilarinin polen kaynaklar1 bulunduklar: dogal floradir. Floranin polen degeri ise bolgede
bulunan polenli bitki tiirlerinin gesitliligi, yogunlugu ve ¢igceklenme siiresinin uzunlugu ile
iligkilidir (Erdogan ve Dodologlu, 2005). Arilar polen toplamak i¢in araziye ¢iktiklarinda
oncelikle midelerini bal ile doldururlar daha sonra kovandan c¢ikarak c¢igeklerin erkek
organlart iizerine konup viicutlarina bulasan c¢igek tozlarini orta bacaklarindaki firca
benzeri organ ile toplarlar ve agizlarindan c¢ikardiklar1 bal ile nemlendirerek arka
bacaklarindaki polen sepetlerine yerlestirirler (Ozcan vd., 2003; Erdogan ve Dodologlu,
2005). Arilar tarafindan yapilan bu aktivite; floranin polen degeri, polen taneciklerinin
morfolojik yapist ve icerdigi kimyasal bilesenler ile iklimsel kosullar gibi gevresel
faktorlerle de yakindan ilgilidir. Farkli bir¢ok iilkede yapilan palinolojik ¢alismalarda,
arillarin polen kaynagi olarak kullandiklar1 bitki tiirleri tespit edilmeye calisilmis ve
aragtirmalar sonucunda her floranin bal arilarma degisik tiirlerden polen kaynagi

sundugunu ortaya koymuslardir (Baydar ve Giirel, 1998).
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2.7.2.7 Polenin yapaisi, fonksiyonlari ve biyolojik ozellikleri

Insan metabolizmasi igin ¢ok degerli besin maddelerini igeren polen, yiiksek derecede
protein ve karbonhidrat kaynagi olmasmin yanisira zengin vitamin ve mineral madde
deposudur (Human ve Nicolson, 2006). Polen, sadece arilarin kulugka donemlerindeki
besinlerinin saglanmasi i¢in 6nemli olmakla kalmayip, ayn1 zamanda geng¢ arilarin doku
gelisimlerini tamamlamalar1 i¢cin de oldukc¢a Onemlidir. Arilar, poleni yasli larvalarin
beslenmesinde ve geng¢ larvalari besleyen geng is¢i arilarin  beslenmesinde de
kullanmaktadirlar (Bayram vd., 2004). Biitiin polenler ayni derecede besleyici Ozellik
tasimadigi i¢in bal arilart polenlerin karisimini toplayip kullanmaktadir. Tek bir ¢esit polen
genellikle beslenme icin yeterli olmamaktadir. Polenlerin protein igerikleri %10-36
arasinda degismektedir. Bal arilarimin gelisimlerini saglayabilmeleri ig¢in gerekli olan
aminoasitlerden histidin ve arjinin bal arilar1 igin esansiyel olup mutlaka disardan polen
veya uygun bir protein kaynagindan alinmak zorundadir. Polen igerisinde en fazla bulunan
aminoasitler 16sin (%7.1) ve lisin (%6.4) olup, en az triptofan (%1.4) ve metiyonin (%1.9)
dir (Erdogan ve Dodologlu, 2005). Polen igerigi vitaminler bakimindan da oldukca
zengindir. Provitamin A, B1 Vitamini, B2 Vitamini, B3 Vitamini, B5 Vitamini, B6
Vitamini, B12 Vitamini, C Vitamini, D Vitamini, E Vitamini, Biyotin, K Vitamini ve folik
asit ihtiva ettigi bilinmektedir (Saric vd., 2009; Baltan vd., 1993). Ar polenin yapisinda
bulunan flavonoidler ve fenolik bilesikler; giiclii antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflammatuvar, antikarsinojen, vazodilator, antiallerjik, antiviral, kalp ve damar
hastaliklarinda  anjiyogenezde etkili, c¢evresel kontaminantlara karsi koruyucu
fonksiyonlara sahip olma gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterirler (Kroyer ve Hegedus,
2001; Saric vd., 2009). Ayni1 zamanda polenin igeriginde bulunan flavonoidler; fosfolipaz
A2, fosfolipaz C, lipooksijenaz, tirozin ve serin-treonin protein kinazlar gibi allerjik ve
inflamatuvar cevaplari kapsayan pek ¢ok enzim sistemini de etkilerler (Medeiros vd.,
2008). Mineral ve iz element bakimindan oldukg¢a zengin olan polen igeriginde; kalsiyum,
fosfor, demir, bakir, potasyum, magnezyum, manganez, silis, siilfiir, sodyum, nikotinamid,
iyot, klorin, bor ve molibden bilinen mineraller arasinda yer alip, iz elementlerden ise
aliminyum, titanyum, ¢inko ve nikel bulunmaktadir. Bunun yanisira ¢esitli madensel
tuzlar, karotenoidler, steroidler, esansiyel yag asitleri ve hormon benzeri biiylime
faktorleri, diastaz, fosfataz ve amilaz gibi degerli enzimler ile renk pigmentleri de tespit
edilmistir (Baltan vd., 1993; Erdogan ve Dodologlu, 2005). Polenin etanolik ekstraktinin

insan viicudunda lipid seviyesini ve aterosklerotik plak olusumunu azalttigi, trombosit
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agregasyonunu ise in vivo ve in vitro olarak inhibe ettigi rapor edilmistir. Kardiyovaskiiler
hastaliklar1 olan insanlar {izerine yapilan ¢aligmalarda; diyetle alinan polenin yapisinda
bulunan poliansatiire yag asitlerinin (PUFA), kanin yogunlugunu azalttigi, trigliserit ve
kolesterol diizeylerini dusiirdiigii belirlenmistir (Campos vd., 1997). Bir ¢alismada,
polenin su ve etanol ekstraktinin antioksidan aktivite gostererek siiperoksit radikali,
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek lipit
peroksidasyonunu onledigi rapor edilmistir (Nagai vd., 2002). Campos ve arkadaslari farkli
floralardan toplanan polenlerin serbest radikal temizleme aktivitesini inceleyerek fenolik
asit tiirevlerince zengin olan polen tiirlerinin sadece flavonoid igeren tiirlere gore ¢ok daha
etkin radikal temizleyici aktivite gosterdigini rapor ettiler (Campos vd., 2003). Eraslan ve
arkadaslar1 pestisit uygulamas: ile sicanlarda olusturduklari oksidatif hasarlar1 farkli
dozlarda polen takviyesi ile giderdiklerini bazi biyokimyasal analizlerle gotermislerdir
(Eraslan vd., 2009). Fenolik bilesikler igeren polen, serbest radikal siipiiriici ve
antioksidan aktiviteleri bu etken maddelerle ortaya koymuslardir. Sinnamik asit
tirevlerinin en etkin fenoliklerden oldugu ve eksikliklerinde antioksidan aktivitenin
kaydadeger bir sekilde azaldigi bildirilmistir (Leja vd., 2007).

Verilen bu bilgiler dogrultusunda; bir stres faktorii olan hipertansiyon doku ve
organlarda serbest radikal iiretimi ve oksidatif hasar olusturabilir. Stres ile birlikte ortaya
cikan olumsuz durumlar endojen ve ekzojen antioksidanlar ile giderilebilir. HDL bagimli
ve endojen kaynakli PONT1’in 6nemli 6zelliklerinden biri, flavonoid i¢eren antioksidanlarin
etkisiyle aktivitesinde %20 oraninda bir artis meydana gelebilmesidir. Bu ¢alismada, deney
hayvanlarinda olusturulan hipertansiyonun meydana getirdigi oksidatif hasarn PON1
tarafindan giderilebilecegi, ekzojen olarak yapilacak propolis, CAPE ve polen takviyesiyle
PONL1 aktivitesinin arttirilabilecegi disiiniilmektedir. Bu arastirma ile hipertansiyon
tizerine terapotik ajanlarin fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin incelenmesi ile insanlarda
hipertansiyon ve bunun sonucu meydana gelebilecek doku ve organlardaki

disfonksiyonlarin azaltilmas1 hedeflenmistir.
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BOLUM III. MATERYAL ve METOD

3.1 Propolis Ekstraksiyonunun Hazirlanmasi

Ham propolis Balikesir Ili’nin Kocaavsar Koyii'ndeki ari ¢iftliginden temin edildi.
Toplanan propolisler %70’1lik 100 mL etil alkol icerisine 30 g propolis eklenerek ekstrakte
edildi. Isiktan korunmak suretiyle oda sicaklifinda karistiricili tabla yardimiyla 36 saat
boyunca karistirildi. Elde edilen heterojen karisim, 2 kez filtre kagidindan siiziiliip
evoporasyonla alkolii tamamen ugurulduktan sonra kurutularak toz haline getirildi ve
kullanilincaya kadar 4°C’de 1s1iktan korunarak saklandi (Mani vd., 2006). Yapilan literatiir
aragtirmalart sonucunda siganlara uygulanan propolis dozu 200 mg/kg/glin olarak

belirlendi (Banskota vd., 2001; Kolankaya vd., 2002).

3.2 Kafeik Asit Fenil Ester (CAPE) Temini ve Saklama Kosullar:

Kimyasal formiilii C17H1604, molekiil agirligt 284.31 g/mol olan toz haldeki CAPE’nin
Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen bu iiriin -20 °C’de tutulmustur. Etil asetat,
dimetilsiilfoksit (DMSO) ve etanolde tamamen ¢oziinmektedir. Calismamizda seyreltik etil
alkol igerisinde ¢oziindiiriliip kullanilmistir. Literatiir arastirmalari sonucunda si¢anlara
uygulanacak CAPE dozu 50 pM/kg/giin olarak belirlendi (Ozer vd., 2004; Parlakpmar vd.,
2005).

3.3 Polen Ekstraksiyonunun Hazirlanmasi

Arilarin kovanlarina takilan polen tuzaklar1 yardimiyla elde edilen ar1 poleni Balikesir
[li’nin Kocaavsar Koyii’'ndeki ar ¢iftliginden temin edildi. Ar1 poleni; Marghitas ve
arkadaslarinin belirledigi metoda gore oda sicakliginda etil alkolde 1 saat ekstrakte edildi
ve bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Daha sonra sonikatorde 15 dk bekletildi. Bu islem sonrasina
filtre islemi gergeklestirildi ve bunu takiben vakum altinda kurutuldu. Kuru ve toz haline
getirilen polen ekstrakti deneysel calismada kullanilana kadar 4°C’de 1siktan korunarak
muhafaza edildi (Marghitas vd., 2009). Literatiir verilerine gore deney hayvanlarina

uygulanacak polenin dozu 100 mg/kg/giin olarak belirlendi (Eraslan vd., 2009).
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3.4 Deney Gruplarimin Hazirlamis1 ve Uygulamalar

Arastirmada ¢alisma materyali olarak kullanilan sicanlar Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkez’inden (FUDAM) temin edilmistir. 220-250 g agirhiginda Spraque-
Dawley tiirli erkek siganlar (n=35), standart sartlarda (12 saat giinisig1, 12 saat karanlik,
havalandirmali, 21-22 °C’deki sabit sicakliktaki odalarda), ferah ve rahatca hareket
edebilecekleri kafeslerde gruplandirilarak barindirilmigtir.

HT olusturmak i¢in L-NAME (NOS inhibisyonu) 4 hafta boyunca verilmis, 2. haftanin
sonunda 2 hafta siire ile propolis, CAPE ve polen uygulamasi yapilmistir. L-NAME
(Cayman Chemical Company), deneklere intraperitonal (i.p.) olarak uygulanmistir. Tim
gruplarda deneklerin su alimi1 serbest birakilmistir. Deneklerin agirlik degisimleri
elektronik tart1 ile deney baslangicinda (0. giin), ortasinda (14. giin) ve bitiminde (28. giin)
dlgiilmiistiir. Bu calismanin tiim prosediirleri ve ¢alisma protokolii Firat Universitesi
Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonetmeligine uygun olarak gerceklestirilmistir. Deneylerde
35 adet Spraque-Dawley tiirii erkek siganlar kullanildi ve her bir grupta 7 sigan olacak
sekilde toplam bes grup olusturuldu (Sekil 3.1).

KONTROL i |
HIPERTANSIYON (HT)
HT + PROPOLIS . \
HT + POLEN 5 .
HT + CAPE
0.GUN 14.!UN 233{’1"

] Serum Fizyolojik (0.5 cc, I.P.)
L-NAME (40 mg/kg. I.P)

e Propolis (200 mgi/kg. Gavaj)
] Polen (100 mg/ke, Gavaj)
el CAPE (50 pM/kg, I.P)

Sekil 3.1. Deneysel gruplar ve doz uygulamalari
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Grup |: Kontrol Grubu (n=7),

Bu gruptaki sicanlara 15 giin siire ile intraperitonal (i.p.) olarak 28 giin boyunca 0.5 mL %

0,9 1zotonik NaCl ¢ozeltisi enjekte edildi.

Grup I1: Hipertansiyon (L-NAME) grubu (n=7),

4 hafta (28 gilin) boyunca 40 mg/kg/giin dozda L-NAME serum fizyolojik igerisinde

¢ozdiiriilerek deney hayvanlarina i.p. olarak enjekte edildi.

Grup I11: Hipertansiyon (L-NAME)+Propolis grubu (n=7),

Deney hayvanlarina 4 hafta (28 giin) boyunca 40 mg/kg/giin dozda L-NAME i.p. olarak
verildi. 2. haftanin (14. giin) sonunda 200 mg/kg/giin olarak belirlenen propolis dozu

distile suda ¢oziilerek gavaj ile uygulandi.

Grup IV: Hipertansiyon (L-NAME)+CAPE grubu (n=7),

4 hafta (28 giin) boyunca 40 mg/kg/giin dozda L-NAME deney hayvanlarina i.p. olarak
uygulandi. %1°lik etil alkol igerisinde 50 uM/kg dozda hazirlanan CAPE 2. haftanin (14.

giin) sonunda i.p. olarak sicanlara enjekte edildi.

Grup V: Hipertansiyon (L-NAME)+Polen grubu (n=7),

Siganlara 4 hafta (28 giin) boyunca 40 mg/kg/giin dozda L-NAME i.p. olarak verildi. 2.
haftanin (14. giin) sonunda 100 mg/kg/giin olarak belirlenen polen dozu distile suda

¢oziildii ve gavaj ile esit dozlarda uygulandi.

3.5 Kan Basmna Olciimii

Siganlarda kan basinci 6l¢iimii indirekt dlgme (tail-cuff) yontemiyle kuyruk arterlerinden
yapildi. Bu yontemde, deney hayvaninin kuyruguna takilan halka seklindeki basing
probuyla alman sinyaller, toplama sistemi MAY BPHR 9610-PC (TAIL-CUFF Indirect

Blood Pressure Recorder, Ankara, Tiirkiye) {initesi yardimiyla bilgisayara aktarildi ve

47



Ol¢timler Looger paket programiyla gizdirilen basing traseleri tlizerinden yapildi. Kan
basincinin daha iyi dlgiilebilmesi i¢in kuyruktaki arterlerden gecen kan akiminin kisa bir
stireligine kesilmesi i¢in havayla sisirilebilen halka seklindeki cuff adi verilen bir manset
kullanildi. Kisa siireli bir basing elde edilecek sekilde sisirilen mansetin otomatik olarak
yavasca sonmesiyle kan akiminin tekrar baslamasi saglandi. Bu sirada, yine halka
seklindeki basing probuyla belirlenebilen nabzin basing degeri saptandi. Kuyruk
arterlerindeki nabzin daha kolay algilanmasi i¢in hayvanlarin kuyruklarina her kan basinci
Ol¢timiinden once 1s1 islemi uygulandi ve kuyruk arterlerinin genislemesi saglandi. Soluk
alip-verigini engellemeyen, i¢ sicakligt 37°C’ye kadar c¢ikarabilen genis¢e bir kutuda
(MAY TWCO. Tail Warming Controller, Ankara, Tiirkiye) 5-10 dakika bekletilen
hayvanlar 6lgtime alindi. Periyodik Ol¢iimler sirasinda her sigan i¢in en az bes basing
trasesi kaydedildi ve belirlenen degerlerin ortalamasindan o giinkii kan basinci degeri

hesaplandi (Bunag ve Butterfield, 1982).

3.6 Diseksiyon Islemi

Deney hayvanlarina uygulama islemleri bitimindeki son kan basinci dlgtimleri (28. giin)
yapildiktan sonra siganlar dekapite edilerek onceden hazirlanmis biyokimya tiiplerine kan
numuneleri alindi. Deney hayvanlart sirt {istii yatirilarak hizli bir sekilde abdomen ve
torakslari orta hattan agildi. Bu islem esnasinda hayvanlarin i¢ organlarinin zarar
gormemesi igin bilyiik bir hassasiyet gosterildi. Diseksiyon islemiyle birlikte siganlarin
bobrek ve kalp dokulari alinarak izotonik (%0,9) NaCl’de yikama islemi yapildi ve
analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edildi.

3.7 Doku ve Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

3.7.1 Kalp ve bobrek dokularimin homojenizasyonu

Daras1 alinan ependorf tiiplerinin igerisine doku ornekleri konularak agirliklar kaydedildi.
Tartim islemi tamamlandiktan sonra 2 mM fosfat tamponu (pH=7.4) igerisinde dokularin
homojenizasyonu gergeklestirildi. Bu islemden sonra homojenat 4000 rpm’de 5 dk
santriflij edildi. Santrifiigasyon islemi tamamlandiktan sonra PON1 aktivitesi, TAS, TOS,
ADMA ve NF-kB analizlerinin yapilacagi siipernatanlar otomatik pipet yardimiyla
ependorf tiiplere aktarildi.
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3.7.2 Kan numunelerinin hazirlanmasi

Dekapite edilen si¢anlardan biyokimyasal analizler i¢in 2 mL kan alindi. Kan alimi
esnasinda kanin hemoliz olmamasma dikkat edildi. Alinan kan 6rnekleri 3500 g’de 5

dakika boyunca santrifiij (CN-180 NUVE) edilerek serum kismi ayirild.

3.8 PON1 Aktivitesinin Tayini

PON1 aktivite dlgiimleri Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay® ticari kitleri kullanilarak
yapildi. PON1 aktivitesi 6l¢iimleri tuzla uyarilmis aktivite i¢in ortamda NaCl varliginda ve
bazal aktivite i¢in NaCl olmadan spektrofotometrik yontemle gerceklestirildi. Enzim
aktivitesi hidroliz sonucu ortamda meydana gelen p-nitrofenol’un 37 °C’de ve 412 nm’de
absorbansi olgiilerek belirlenmistir. PON1 aktivitesi i¢in 1 iinite=1 mikromol p-
nitrofenol/mL  serum/dk olarak tanimlanmis olup birimi U/L olarak belirlenmistir
(Eckerson vd., 1983).

3.9 Total Antioksidan Seviye (TAS) Olgiimii

Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay Diagnostics® kiti ile calisilan total antioksidan
kapasite tayin yontemi tam otomatik olup, ortamdaki etkili serbest radikallere karsi
viicudun total antioksidan kapasitesini hesaplamaya yardimci olan bir metoddur. Bu
reaksiyonun Ol¢iimii spektrofotometrik olarak yapilmaktadir. Birimi mmol Trolox Eqv./L
olarak belirlenmistir (Erel, 2004).

3.10 Total Oksidan Seviye (TOS) Ol¢iimii

Total oksidan seviye olciimii Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay Diagnostics® Kiti
kullanilarak yapildi. Gelistirilen bu yontem tam otomatik kolorimetrik esaslara dayanan bir
yontemdir. Doku numunelerinde bulunan oksidanlarin miktartyla dogru orantili olan rengin
siddeti, spektrofotometre yardimiyla oOl¢iilmustir. Birimi umol H20. Eqv./L olarak
belirlenmistir (Erel, 2005).
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3.11 Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Oksidatif Stres Indeksi (OSI), olgiimleri yapilan Total Oksidatif Seviye (TOS)/Total
Antioksidan Seviye’nin (TAS) birbirine oranlanmasi sonucu hesaplandi ve birimi AU
olarak belirlendi (Erel, 2004; Erel, 2005).

3.12 ADMA Analizi

ADMA analizi i¢in ticari olarak (Eastbiopharm) temin edilen “Rat ADMA ELISA” Kkiti
kullanildi. ADMA konsantrasyonunu hesaplanmak icin standart ¢ozeltiler diliie edilerek
standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.2). Sonug¢lar nmol/mL olarak ifade edildi. ADMA standart
grafigini ¢izmek igin standart stok ¢ozelti; 8 nmol/mL, 4 nmol/mL, 2 nmol/mL, 1
nmol/mL, 0,5 nmol/mL konsantrasyon oranlarinda seyreltilerek 5 standart ¢ozelti

hazirlandi. Standart stok ¢6zeltinin konsantrasyonul6 nmol/mL’dir.

8 nmol/mL | Standart no 5 120 pL orijinal standart + 120 puL standart diliient

4nmol/mL | Standartno4 | 120 uL orijinal standart no 5 + 120 pL standart diliient

2nmol/mL | Standartno 3 | 120 pL orijinal standart no 4 + 120 pL standart diliient

1 nmol/mL | Standartno2 | 120 uL orijinal standart no 3 + 120 uL standart diliient

0,5 nmol/mL | Standartnol | 120 pL orijinal standart no 2 + 120 pL standart diliient

Kit icerisindeki ilk 6 kuyucaga kor ve standartlar yerlestirildi. Diger kuyucuklara ise 40 pL
Doku Numunesi + 10 uL ADMA Antibody + 50 pL Streptavidin HRP soliisyonu
pipetlendikten sonra hafifge sallanarak 60 dk boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan alinan plate’deki drnekler 30 kat sulandirilmis yikama soliisyonu (20 mL
yikama soliisyonu + 600 mL distile su) ile 5 kez yikama islemi gergeklestirildi. Daha sonra
tim kuyucuklara 50 pL kromojen A ve 50 pL kromojen B pipetlendi ve 10 dk boyunca
37°C’de inkiibe edildi. En son asamada ise tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyon eklendi
ve 15 dk icerisinde ELISA cihazinda 450 nm’de absorbanas okundu (Topal vd., 2011).
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Absorbans

3.13 NF-xB Analizi

L L L L L L
i 15 1 15 3 35

Standart-Konsantrasyon

Berilar 1
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fix)=3. 1082 ¥ n{x+4.3758; B*=0.0435

Sekil 3.2. ADMA standart grafigi

Bir inflamasyon belirteci olan NF-kB diizeyi, “Rat NF-xB ELISA” ticari kiti kullanilarak

belirlendi. NF-«kB, konsantrasyonunun hesaplanmasi igin standart ¢ozeltiler diliie edilerek

standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.3). Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi. NF-kB standart

grafigi ¢izmek icin standart stok ¢ozeltiden; 12 nmol/mL, 6 nmol/mL, 3 nmol/mL, 1,5

nmol/mL, 0,75 nmol/mL konsantrasyonlarinda seyreltilerek edilerek 5 standart ¢ozelti

hazirlandi. Standart stok ¢ozelti konsantrasyonu 24 ng/mL’dir.

12 ng/mL Standart no 5 120 pL orijinal standart + 120 pL standart diliient

6ng/mL Standart no 4 120 uL orijinal standart no 5 + 120 uL standart diliient
3 ng/mL Standart no 3 120 uL orijinal standart no 4 + 120 uL standart diliient
1,5ng/mL | Standart no 2 120 pL orijinal standart no 3 + 120 pL standart diliient
0,75 ng/mL | Standart no 1 120 pL orijinal standart no 2 + 120 pL standart diliient

Kit icerisindeki ilk 6 kuyucaga kor ve standartlar yerlestirildi. Diger kuyucuklara ise 40 pL.

Doku Numunesi+10 pL. NF-xB Antibody+50 pL Streptavidin @ HRP  soliisyonu
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pipetlendikten sonra hafifce sallanarak 60 dk 37 °C’de inkiibasyona tabi tutuldu.
Inkiibasyondan alinan plate’deki ornekler 30 kat sulandirilmis yikama soliisyonu (20 mL
yikama soliisyonu + 600 mL distile su) ile 5 kez yikama islemi gergeklestirildi. Daha sonra
tiim kuyucuklara 50 pL kromojen A ve 50 pL kromojen B pipetlendi ve 10 dk 37°C inkiibe
edildi. Son asamada ise tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyon eklenerek 15 dk igerisinde
ELISA cihazinda 450 nm’de absorbans okundu (Song vd., 2009).

Y
12 ¢
e
@ 101
o]
|
o
A
<
6 ¢
4__
¢
1__
¢
¢ I
1 05 05 1 15 2 15 3 35 '
21+
Standart Konsantrasyon
_4__
Seeri 1
& ®
f{x)=6.6711¥n(x)+5.5208; F=0.9602

3.3. NF-«kB standart grafigi

3.14 istatistiksel Analizler

Ortalamalar arasindaki farklarin istatistiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢in SPSS
16.0 paket istatistik programi kullanild1. Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda “one-way
ANOVA?” ve gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in Post-hoc test olarak “Tukey”
kullanildi. Elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve P<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM IV. BULGULAR

4.1 Kan Basinclan
Deney hayvanlarinin tail cuff yontemiyle olgiilen ortalama sistolik kan basinglarindaki

degisimler ¢izelge 4.1 ve 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.1 Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME uygulanmig (Grup II, Grup 111, Grup 1V, Grup V) siganlarda

0. ve 14. glinlerdeki ortalama sistolik kan basinglari

Giin 0. giin 14. giin
Gruplar (mmHg) (mmHg)
Grup | (Kontrol) 103,71+3,56 104,75+1,69°
Grup Il (L-NAME) 104,75+1,69 141+1,212
Grup 1 (L-NAME) 106,02+1,99 141,110,532
Grup IV (L-NAME) 104,29+1,82 143,3+0,562
Grup V (L-NAME) 104,29+1,12 143,970,532

a ve b her satirda farkli harflerle gosterilen degerler olmak iizere istatistiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart sapma (n=7) degeri olarak ifade edilmektedir.

Cizelge 4.2 Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup I1), L-NAME+Propolis (Grup I11), L-NAME+CAPE
(Grup 1V Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmis sicanlarin 14. ve 28. giindeki ortalama sistolik kan

basinglari
Giin 14. giin 28. giin
Gruplar (mmHg) (mmHag)
Grup | (Kontrol) 104,75+1,69° 104,29+1,82¢
Grup Il (L-NAME=HT) 141+1,212 154,56+1,592
Grup 111 (L-NAME+Propolis) 141,110,532 122,7+1,67°
Grup IV (L-NAME+CAPE) 143,340,562 129,29+0,97°
Grup V (L-NAME+Polen) 143,97+0,53°2 111,13+1,68°¢

a, b, ¢ her satirda farkli harflerle gosterilen degerler olmak {iizere istatistiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart sapma (n=7) degeri olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 4.1 Kontrol, Hipertansiyon (HT), HT+Propolis, HT+Polen ve HT+CAPE gruplarinin 0, 14 ve 28.

giinlerdeki ortalama sistolik kan basinglarinin grafik ile gosterimi

4.1.1 L-NAME uygulanmasi sonucu kan basincindaki degisimler

14 giin boyunca 40 mg/kg/giin dozda L-NAME uygulanmasi sonucu biitiin gruplarda
(Grup I, Grup I, Grup IV, Grup V) kontrol grubuna gore si¢anlarin sistolik kan
basincinda istatistiksel olarak anlamli artiglar (P<0.05) saptanmustir. Sadece L-NAME
uygulanmig gruptaki sicanlarin sistolik kan basinglar1 0. Giinde 104,75+£1,69 mmHg, 14.
giin 141+1,21 mmHg, 28.glinde 154,56+1,59 mmHg olarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen
verilere gore; 14. giinde kan basincinda meydana gelen artis 0. gline gore istatistiksel
olarak 6nemli (P<0.05) bulunmustur. 28. giine gelindiginde 0. gline gore sicanlarin kan
basincindaki artiglar istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05). Istatistiksel analizler ile edilen
bulgalara gore siganlarda kronik hipertansiyon modeli olusturulmustur (Cizelge 4.1; Sekil
4.1).

4.1.2 L-NAME+Propolis uygulanmasi sonucu kan basincindaki degisimler

Sadece L-NAME uygulanan hipertansif (HT) siganlarin 28. giindeki kan basinci degerleri
154,56+1,59 mmHg iken L-NAME ile birlikte propolis uygulanan siganlarin kan basinglari

122,7+1,67 mmHg olarak belirlenmistir. Sicanlara 14 giin boyunca i.p. olarak verilen L-
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NAME kan basinglarinda anlamli (P<0.05) degisiklikler yaratmistir. Hipertansif model
olusturulan deney hayvanlarina tedavi amacli propolis (14. giinden itibaren 14 giin
boyunca, 100 mg/kg/giin) uygulamasindan sonra 28. giinde o6lgiilen kan basinct
degerlerinde 14. giindeki kan basinci degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli azalmalar

(P<0.05) gozlenmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.1).

4.1.3 L-NAME+CAPE uygulanmasi sonucu kan basincindaki degisimler

Sadece NOS inhibitorii L-NAME uygulanan hipertansif (HT) siganlarin 28. giindeki kan
basinc1 degerleri 154,56+£1,59 mmHg iken L-NAME ile birlikte CAPE uygulanan
sicanlarin kan basinglart 111,13+1,68 mmHg olarak belirlenmistir. 14 giin bounca
uygulanan L-NAME sonunda olusturulan hipertansif deney hayvanlarina CAPE
uygulanmasi (14. giinden itibaren 2 hafta boyunca, 50 uM/kg/giin) sonucu 28. giin dl¢iilen
kan basinci degerleri 14. giiniin 6l¢iimleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

diistisler (P<0.05) tespit edilmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.1).

4.1.4 L-NAME+Polen uygulanmasi sonucu kan basincindaki degisimler

Hipertansif (HT) model olusturmak i¢in siganlara L-NAME uygulamasi yapildiktan sonra
28. giindeki kan basinci degerleri 154,56+1,59 mmHg iken L-NAME ile birlikte CAPE
uygulanan sicanlarin kan basinglar1 129,29+0,97 mmHg olarak belirlenmistir. 14 giin
boyunca NOS inhibitérii (L-NAME) ile olusturulan hipertansif siganlarda, polen
takviyesinden (14.giinden itibaren 2 hafta boyunca, 200 mg/kg/gilin) sonra elde edilen kan
basmct verileri; 14. giine gore, 28. giinde anlamli diigiisler (P<0.05) gostermistir. 28.
gliniin sonunda kan basinci verilerinin 0. giinde yapilan 6l¢im degerlerine yakin oldugu

gozlendi (Cizelge 4.2; Sekil 4.1).

4.2 Kan Serumunda Biyokimyasal Analizler

Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup III), L-
NAME+CAPE (Grup IV Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmis siganlarin 28.

Giiniin sonunda elde edilen kan serumlarindaki PON1 aktiviteleri, TAS, TOS ve OSI,
ADMA, NF-«B diizeylerindeki degisimler ¢izelge 4.3 ve sekil 4.3-4.7°de gosterilmistir.
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Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup III), L-
NAME+CAPE (Grup IV Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmis si¢anlarin 28.
giindeki kan serumu PONL1 aktiviteleri; kontrol grubunda 319,29+16,71 U/L, HT (L-
NAME) grubunda 237,14+12,94 U/L, HT+propolis grubunda 357,71+10,43 UI/L,
HT+CAPE grubunda 298,71+23,53 U/L ve HT+polen grubunda 311,43+37,99 U/L olarak
belirlendi. Bu sonuglara gore, 4 hafta boyunca L-NAME uygulan grupta PON1 seviyeleri
kontrol grubu verileri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli azalmalar
tespit edilmistir. HT-+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda serum PON1
aktiviteleri HT grubu degerleri ile karsilastirildiginda isatistiksel olarak anlamli artislarin
(P<0.05) oldugu belirlenmistir. Propolis, CAPE ve polen takviyesi yapilan gruplar arasinda
PONL1 akiviteleri karsilastirildiginda; istatistiksel olarak en fazla PONI1 aktivitesi artist
propolis ilavesi yapilan grupta goézlendi (Cizelge 4.3; Sekil 4.2).

Siganlarin serum TAS degerleri; kontrol grubunda 2,18+0,03 mmol/L, HT (L-NAME)
grubunda 2,03+0,05 mmol/L, HT+propolis grubunda 2,39+0,04 mmol/L, HT+CAPE
grubunda 2,16+0,05 mmol/L ve HT+polen grubunda ise 2,224+0,02 mmol/L olarak elde
edilmistir. Propolis, CAPE ve polen eklenen deneysel gruplarda TAS degerleri HT grubu
verilerine gore istatistiksel olarak artis (P<0.05) gosterirken, en yiiksek TAS sonuglari
propolis ilave edilen grupta gézlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.3; Sekil 4.3).

Deney hayvanlarinin TOS verileri; kontrol grubunda 12,48+1,62 pmol/L, HT (L-NAME)
grubunda 20,7742,28 pmol/L, HT+propolis grubunda 9,51+1,70 pmol/L, HT+CAPE
grubunda 11,82+1,73 umol/L ve HT+polen grubunda 13,66+1,61 umol/L olarak belirlendi.
Elde edilen degerlere gore, 4 hafta boyunca L-NAME uygulan grupta TOS sonuglari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli artis elde
edilmistir. HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda serum TOS degerleri HT
grubu sonuglar1 ile karsilastirildiginda isatistiksel olarak anlamli azalmalar (P<0.05)
saptanmistir. Propolis, CAPE ve polen takviyesi yapilan gruplar arasinda TOS degerleri
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak en anlamli azalma (P<0.05) propolis ilavesi yapilan
grupta tespit edilmistir (Cizelge 4.3; Sekil 4.4).

Hesaplanan TOS/TAS oran: ile elde edilen OSI degerleri ise; kontrol grubunda 0,57+0,07,
HT (L-NAME) grubunda 1,02+0,130, HT+propolis grubunda 0,45+0,14, HT+CAPE
grubunda 0,54+0,08 ve HT+polen grubunda 0,61+0,07 olarak belirlendi. Elde edilen bu
sonuglara gore; HT grubu OSI degerleri kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak artisin (P<0.05) meydana geldigi tespit edildi. HT+propolis, HT+CAPE
ve HT+polen gruplarindaki OSI sonuglari HT grubu verileri ile karsilastirildiginda
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isatistiksel olarak anlamli azalmalar (P<0.05) gozlendi. Ug¢ ayr1 terapétik ajanin
uygulandig1 gruplarda OSI degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak en onemli
azalmalar (P<0.05) propolis ilavesi yapilan grupta saptandi (Cizelge 4.3; Sekil 4.5).

Deney hayvanlarinin ADMA seviyeleri incelendiginde; kontrol grubunda 3,73+0,24
ng/mL, HT (L-NAME) grubunda 5,77+0,56 ng/mL, HT+propolis grubunda 3,86+0,39
ng/mL, HT+CAPE grubunda 4,20+0,23 ng/mL ve HT+polen grubunda 3,84+0,35 ng/mL
olarak bulundu. Elde edilen degerlere gore, L-NAME uygulan grubun serum ADMA
seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli
artiglarin oldugu belirlenmistir. HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda serum
ADMA diizeyleri HT grubu sonuglan ile karsilagtirildiginda isatistiksel olarak anlamli
azalmalar (P<0.05) oldugu ve kontrol grubu degerlerine yakin oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.3; Sekil 4.6). Sicanlarin serum NF-kB degerleri; kontrol grubunda 4,35+0,73
mmol/mL, HT (L-NAME) grubunda 7,40+0,48 mmol/mL, HT+propolis grubunda
5,27+0,72 mmol/mL, HT+CAPE grubunda 3,32+0,73 mmol/mL ve HT+polen grubunda
ise 5,20+0,75 mmol/mL olarak elde edilmistir. Sonuglara gore; HT grubu NF-«xB seviyeleri
kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak artisin (P<0.05) meydana
geldigi saptanmigtir. Propolis, CAPE ve polen eklenen deneysel gruplarda serum NF-xB
diizeyleri HT grubu verilerine gore istatistiksel olarak azalma (P<0.05) gosterirken, en
diisik NF-xB diizeylerinin CAPE ilave edilen grupta gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.3;
Sekil 4.7).

Cizelge 4.3 Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup I11), L-NAME+CAPE
(Grup 1V Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmig si¢anlarin 28. giindeki kan serumunda PON1
aktiviteleri, TAS, TOS, OSi, ADMA, NF-xB diizeyleri

Gruplar
Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V
(Kontrol) (L-NAME=HT) (HT+Propolis) (HT+CAPE) (HT+Polen)
Parametreler

PONL1 (U/L) 319,29+16,71° | 237,14+12,94° | 357,71+10,43% | 298,71+23,53° | 311,43+37,99°

TAS (mmol/L) 2,18+0,03P 2,03+0,05¢ 2,39+0,042 2,16+0,05° 2,22+0,02°

TOS (umol/L) 12,48+1,62° 20,77+2,28°2 9,51+1,70° 11,82+1,73° 13,66+1,61°

OSi (ratio) 0,57+0,07° 1,02+0,132 0,45+0,14° 0,54+0,08° 0,61+0,07°

ADMA (ng/mL) 3,73+0,24° 5,77+0,56% 3,86+0,39° 4,20+0,23° 3,84:0,35°

NF-kB(mmol/mL) 4,35+0,73¢ 7,40+0,48° 5,27+0,72° 3,32+0,73¢ 5,20+0,75°

a, b, c her siitunda farkli harflerle gosterilen degerler olmak {izere istatistiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart sapma (n=7) degeri olarak ifade edilmektedir.
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4.3 Kalp Dokusunda Biyokimyasal Analizler

Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup IlI), L-
NAME+CAPE (Grup IV Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmis si¢anlarin 28.
giiniin sonunda elde edilen kalp dokusundaki PON1 aktiviteleri, TAS, TOS, OSI, ADMA,
NF-kB seviyelerindeki degisimler ¢izelge 4.4 ve grafik 4.8-4.13’de gosterilmistir.

Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup IlI), L-
NAME+CAPE (Grup IV Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmis si¢anlarin 28.
giindeki kalp dokusu PON1 aktiviteleri; kontrol grubunda 5,71+1,25 U/L, HT (L-NAME)
grubunda 3,14+1,06 U/L, HT+propolis grubunda 4,14+1,06 U/L, HT+CAPE grubunda
3,57£1,71 U/L ve HT+polen grubunda 5,00+0,81U/L olarak belirlendi. Elde edilen
aktivitelere gore, L-NAME uygulan grubun kalp dokusu PONL1 diizeyleri kontrol grubu
verileri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli azalmalarin oldugu
saptanmigtir. HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda olgiilen kalp dokusu
PONI aktiviteleri HT grubu degerleri ile karsilastirildiginda; CAPE ilavesi yapilan grubun
PONI1 aktiviteside anlamli bir degisimin olmadigi (P>0.05), propolis ve polen verilen
gruplarin istatiksel olarak artig (P<0.05) gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.8).
Sicanlarin kalp dokusundaki belirlenen TAS degerleri; kontrol grubunda 2,16+0,04
mmol/L, HT (L-NAME) grubunda 1,99+0,05 mmol/L, HT+propolis grubunda 2,60+0,12
mmol/L, HT+CAPE grubunda 2,20+0,07 mmol/L ve HT+polen grubunda ise 2,15+0,05
mmol/L olarak belirlenmistir. Belirlenen sonuglara gore; HT grubu TAS verileri kontrol
grubu degerleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak azalmalar (P<0.05) oldugu tespit
edildi. Propolis, CAPE ve polen eklenen deneysel gruplarda TAS degerleri HT grubu
verilerine gore istatistiksel olarak artis (P<0.05) gosterirken, en yliksek TAS sonuglari
propolis ilave edilen grupta gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.4; Sekil 4.9).

Sicanlarin TOS verileri; kontrol grubunda 2,26+0,07 umol/L, HT (L-NAME) grubunda
7,28+1,75 pmol/L, HT+propolis grubunda 2,50+0,72 pumol/L, HT+CAPE grubunda
4,92+0,74 umol/L ve HT+polen grubunda 4,16+0,94 pmol/L olarak belirlendi. Elde edilen
degerlere gore, L-NAME verilen grubun TOS degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli artislarin oldugu belirlenmistir.
HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda kalp dokusu TOS sonuglart HT grubu
sonuglar1 ile Kkarsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar (P<0.05)

saptanmuistir.
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Antioksidan (Propolis, CAPE ve polen) ilavesi yapilan gruplar arasinda TOS degerleri
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak en anlamli azalma (P<0.05) propolis ilavesi yapilan
grupta oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.10).

Kalp dokusunda yapilan TOS/TAS oran1 hesaplama degerleri ise; kontrol grubunda
0,09+0,02, HT (L-NAME) grubunda 0,36+0,08, HT+propolis grubunda 0,09+0,02,
HT+CAPE grubunda 0,22+0,03 ve HT+polen grubunda 0,19+0,04 olarak belirlendi. Elde
edilen bu verilere gore; HT grubu OSI degerleri kontrol grubu degerleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak artisin (P<0.05) meydana geldigi saptanmustir.
HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarindaki kalp dokusu OSI degerleri HT grubu
verileri ile karsilastirildiginda isatistiksel olarak anlamli azalmalar (P<0.05) oldugu
belirlendi. Ug farkli antioksidan molekiiliin uygulandigi gruplarda OSI degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak en 6nemli azalmalarin (P<0.05) propolis ilavesi
yapilan grupta oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.11).

Deney hayvanlarinin ADMA seviyeleri incelendiginde; kontrol grubunda 3,11+0,31
ng/mL, HT (L-NAME) grubunda 4,67+0,29 ng/mL, HT+propolis grubunda 3,28+0,43
ng/mL, HT+CAPE grubunda 3,46+0,30 ng/mL ve HT+polen grubunda 2,91+0,33 ng/mL
olarak saptandi. Yapilan analiz sonuglarina gore, L-NAME uygulan grubun serum ADMA
seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli
artiglarin oldugu saptanmistir. HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda kalp
dokusu ADMA diizeyleri HT grubu sonuglar ile karsilagtirildiginda isatistiksel olarak
anlamli azalmalar (P<0.05) oldugu ve kontrol grubu degerlerine yakin oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.12).

Siganlarin kalp dokusu NF-kB degerleri; kontrol grubunda 4,03+1,06 mmol/mL, HT (L-
NAME) grubunda 6,30+0,62 mmol/mL, HT+propolis grubunda 3,80+0,88 mmol/mL,
HT+CAPE grubunda 4,17+0,73 mmol/mL ve HT+polen grubunda ise 2,79+0,83 mmol/mL
olarak elde edilmistir. Sonuglara gore; HT grubu NF-kB seviyeleri kontrol grubu degerleri
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak artisin (P<0.05) meydana geldigi saptanmustir.
Propolis, CAPE ve polen eklenen deneysel gruplarda serum NF-kB diizeyleri HT grubu
verilerine gore istatistiksel olarak azalma (P<0.05) gosterirken, en diisik NF-«xB
diizeylerinin polen takviyesi yapilan grupta gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.4; Sekil
4.13).
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Cizelge 4.4 Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup I11), L-NAME+CAPE
(Grup IV Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulannus si¢anlarin 28. giindeki kalp dokusunda PONI
aktiviteleri, TAS, TOS, OSI, ADMA ve NF-kB diizeyleri

Gruplar
Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V
(Kontrol) (L-NAME=HT) | (HT+Propolis) (HT+CAPE) (HT+Polen)
Parametreler
PONL1 (U/L) 5,71+1,258 3,14+1,06° 4,14+1,06° 3,57+1,71°¢ 5,00+0,812
TAS (mmol/L) 2,16+0,04° 1,99+0,05¢ 2,60+0,122 2,20+0,07° 2,15+0,05°
TOS (numol/L) 2,26+0,07¢ 7,28+1,752 2,50+0,72°¢ 4,92+0,74° 4,16+0,94°
OSI (ratio) 0,09+0,02¢ 0,360,082 0,09+0,02°¢ 0,22+0,03° 0,19+0,04°
ADMA (ng/mL) 3,11+0,31¢ 4,67+0,292 3,28+0,43P 3,46+0,30P 2,91+0,33¢
NF-kB(mmol/mL) 4,03+1,06° 6,30+0,622 3,80+0,88° 4,17+0,73° 2,79+0,83°

a, b, ¢ her siitunda farkli harflerle gosterilen degerler olmak {izere istatistiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart sapma (n=7) degeri olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 4.8 Kalp-PON1 seviyeleri Sekil 4.9 Kalp-TAS seviyeleri Sekil 4.10 Kalp-TOS seviyeleri
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Sekil 4.13 Kalp- NF-kB seviyeleri

Sekil 4.11 Kalp-OSi seviyeleri  Sekil 4.12 Kalp-ADMA seviyeleri

4.4 Bobrek Dokusunda Biyokimyasal Analizler

Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup III), L-
NAME+CAPE (Grup IV Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmis siganlarin 28.
giiniin sonunda elde edilen bdbrek dokusundaki PON1 aktiviteleri, TAS, TOS, OSI,
ADMA, NF-kB seviyelerindeki degisimler ¢izelge4.5 ve grafik 4.14-4.19°de gosterilmistir.
Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup II), L-NAME+Propolis (Grup III), L-
NAME+CAPE (Grup IV Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmis siganlarin 28.
giindeki bobrek dokusu PONI1 seviyeleri; kontrol grubunda 9,00+1,73 U/L, HT (L-NAME)
grubunda 4,57+1,61 U/L, HT+propolis grubunda 6,00+4,08 U/L, HT+CAPE grubunda
11,28+1,38 U/L ve HT+polen grubunda 5,00+2,70 U/L olarak tespit edildi. Elde edilen
PONL1 aktivite sonuglarina gore, L-NAME verilen grubun bobrek dokusu PON1 seviyeleri
kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P>0.05) anlamli bir
degisim olmadig1 belirlenmistir. HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda
Olgiilen bobrek dokusu PONI aktiviteleri HT grubu degerleri ile karsilagtirildiginda;
propolis ve CAPE ilavesi yapilan gruplar HT grubuna gore anlamli artis (P<0.05)
gosterirken, polen takviyesi yapilan grubun PONI aktivitesinde istatistiksel anlamli

degisimlerin olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Cizelge 4.5; Sekil 4.14).
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Deney hayvanlarinin bobrek dokusundaki olgiilen TAS degerleri; kontrol grubunda
3,33+0,10 mmol/L, HT (L-NAME) grubunda 3,05+0,09 mmol/L, HT+propolis grubunda
3,81+£0,11 mmol/L, HT+CAPE grubunda 3,45+0,16 mmol/L ve HT+polen grubunda ise
3,53 +0,20 mmol/L seklinde saptanmustir. Belirlenen verilere gore; hipertansif (HT) sigan
grubu TAS degerleri kontrol grubu sonuglari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
azalmalar (P<0.05) oldugu saptandi. Propolis, CAPE ve polen takviyesi yapilan deneysel
gruplardaki TAS degerleri HT grubu verilerine gore istatistiksel olarak artis (P<0.05)
gosterirken, en yiikksek TAS sonuglar1 propolis eklenen grupta gozlenmistir (P<0.05)
(Cizelge 4.5; Sekil 4.15).

Sican bobrek dokusu TOS verileri incelendiginde; kontrol grubunda 10,47+1,32 umol/L,
HT (L-NAME) grubunda 17,69+2,07 umol/L, HT+propolis grubunda 6,23+1,60 pmol/L,
HT+CAPE grubunda 12,73+1,74 umol/L ve HT+polen grubunda 12,38+2,03 pmol/L
olarak belirlendi. Belirlenen sonuglara gére, L-NAME uygulanan deneysel grubun TOS
degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) artislarin
meydana geldigi belirlenmistir. HT+propolis, HT+CAPE ve HT+polen gruplarinda bobrek
dokusu TOS sonuglart HT grubu sonuglart ile karsilastirildiginda isatistiksel olarak anlamli
azalmalar (P<0.05) oldugu tespit edilmistir. Antioksidan (Propolis, CAPE ve polen)
takviyesi yapilan gruplar arasinda TOS verileri karsilastirildiginda; istatistiksel olarak en
anlamli azalma (P<0.05) propolis eklenen grupta oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.5; Sekil
4.16).

Bobrek dokusunda yapilan TOS/TAS orani degerleri ise; kontrol grubunda 0,31+0,04, HT
(L-NAME) grubunda 0,58+0,08, HT+propolis grubunda 0,16 +0,04, HT+CAPE grubunda
0,37+0,06 ve HT+polen grubunda 0,35+0,06 olarak saptanmistir. Elde edilen bu sonuglara
gdre; L-NAME verilen grubun OSI degerleri kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak artis (P<0.05) oldugu tespit edilmistir. HT+propolis, HT+CAPE ve
HT+polen gruplarindaki bobrek dokusu OSI degerleri HT grubu verileri ile
karsilastirildiginda isatistiksel olarak anlamli azalmalar (P<0.05) oldugu belirlendi. Farkli
antioksidanlarin uygulandigi deneysel gruplarm OSI degerleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak en 6nemli azalmalarin (P<0.05) propolis ilavesi yapilan grupta oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.5; Sekil 4.17).

Deneysel gruplarda belirlenen  ADMA diizeyleri incelendiginde; kontrol grubunda
3,13+0,23 ng/mL, HT (L-NAME) grubunda 4,95+0,29 ng/mL, HT+propolis grubunda
3,5440,36 ng/mL, HT+CAPE grubunda 4,33+0,31 ng/mL ve HT+polen grubunda
3,68+0,21 ng/mL olarak bulundu. Yapilan analizlere gore, L-NAME uygulanan grubun
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serum ADMA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05)
anlamli artislarin oldugu saptanmistir. HT+propolis, HT+CAPE ve HT-+polen gruplarinda
bobrek dokusu ADMA diizeyleri HT grubu sonuglar ile karsilagtirildiginda; propolis ve
polen ilavesi yapilan gruplarda isatistiksel olarak anlamli azalmalar (P<0.05) g6zlenirken,
CAPE takviyesi yapilan grubun bobrek dokusu ADMA diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisimin olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir (Cizelge 4.5; Sekil 4.18).

Sicanlarin kalp dokusu NF-kB degerleri; kontrol grubunda 3,46+0,77 mmol/mL, HT (L-
NAME) grubunda 6,83+0,41 mmol/mL, HT+propolis grubunda 4,12+0,80 mmol/mL,
HT+CAPE grubunda 2,83+0,84 mmol/mL ve HT+polen grubunda ise 5,25+0,56 mmol/mL
olarak elde edilmistir. Elde edilen verilere gore; L-NAME uygulanan NF-«kB diizeyleri
kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak artisin (P<0.05) meydana
geldigi belirlenmistir. Propolis, CAPE ve polen ilave edilen deneysel gruplarda bobrek
dokusu NF-kB seviyeleri HT grubu degerlerine gore istatistiksel olarak azalma (P<0.05)
gosterirken, en diisik NF-kB diizeylerinin CAPE ilavesi yapilan grupta oldugu
gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.5; Sekil 4.19).

Cizelge 4.5 Kontrol (Grup 1) grubu ve L-NAME (Grup I1), L-NAME+Propolis (Grup I11), L-NAME+CAPE
(Grup 1V Grup), L-NAME+Polen (Grup V) uygulanmig si¢anlarin 28. giindeki bobrek dokusunda PON1
aktiviteleri, TAS, TOS, OSi, ADMA ve NF-xB diizeyleri

Gruplar
Grup | Grup Il Grup HI Grup IV Grup VvV

(Kontrol) (L-NAME=HT) | (HT+Propolis) (HT+CAPE) (HT+Polen)

Parametreler
PONL1 (U/L) 9,00+1,732 4,24+1,61¢ 6,00+4,08" 11,28+1,382 5,84+2,70°
TAS (mmol/L) 3,33+0,10° 3,05+0,09¢ 3,81+0,112 3,45+0,16° 3,53 £0,20°
TOS (nmol/L) 10,47+1,32° 17,69+2,072 6,23+1,60° 12,73+1,74° 12,38+2,03°
OSi (ratio) 0,31+0,04° 0,58+0,08° 0,16 +£0,04° 0,37+0,06° 0,35+0,06°
ADMA (ng/mL) 3,13+0,23° 4,95+0,292 3,54+0,36° 4,330,312 3,68+0,21°
NF-kB(mmol/mL) | 3,46+0,77° 6,830,412 4,12+0,80° 2,83+0,84¢ 5,25+0,56°

a, b, ¢ her siitunda farkli harflerle gosterilen degerler olmak flizere istatistiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart sapma (n=7) degeri olarak ifade edilmektedir.
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BOLUM V. TARTISMA ve SONUC

Calismada L-NAME ile olusturulan kronik NOS inhibisyonun ve propolis, CAPE ve polen
uygulamalarinin siganlarda kan basinci ile kan, kalp ve bobrek dokularinda PON aktivitesi
TAS, TOS, OSI, ADMA, NF-kB seviyeleri iizerine etkileri incelenmistir. Son yillarda
yapilan hipertansiyon caligmalarinda en ¢ok kullanilan hipertansif model kronik NOS
inhibisyonuna bagli olusturulan kan basinci artisidir. Bu modelin olusumda L-arjinin
analoglar1 olan L-NAME, L-NNA ve L-NMMA kullanilmaktadir. NOS inhibitorlerinin
farkli tiirleri, kullanilan farkli dozlari, farkli uygulama siireleri ve verilis yollar ile deney
hayvanlarinin cinsiyeti ve yasi farkli kan basinci bulgularmin elde edilmesine sebep
olmustur. Bundan dolayt hem NOS inhibisyonuna bagli olusan hipertansiyonun
mekanizmasi hemde c¢esitli endojen vazoaktif sistemlerin hipertansiyona olan etkilerinin
tam olarak agiklanabilmesi zorlasmistir. Siganlarda kronik hipertansiyon modeli
olusturmak i¢in en uygun L-NAME’in 10-50 mg/kg/giin dozlarmin 4 hafta boyunca
intraperitonal yolla enjekte edilmesinin yeterli olabilecegi literatiirde bildirilmistir
(Bergamaschi vd., 2002; Majithiya vd., 2005; Moran vd., 2009). Bizim ¢alismamizda da,
sicanlarda hipertansif model olusturmak i¢in L-NAME’in 40 mg/kg/giin dozu uygulandi.
Organizma i¢in gerekli olan besin maddelerin ve oksijenin tasinmasinda gorevli olan
kardiyovaskiiler sistem, metabolizmanin atik {irlinlerinin uzaklastirilmasinda yani
homeostazinin diizenlenmesinde 6nemlidir. Sistemin diizgiin ¢alismasi igin bazi1 hormon ve
molekiillerin rol oynadigi bilinmektedir. Bu molekiillerden biri de NO’dur (Biilbiil ve
Soylu, 2008). Nitrik oksit kardiyovaskiiler sistem {izerine etkilerini, kalpteki kasilma
giiciinii azaltma ve sol ventrikiiler diastolik hacmini arttirma seklinde gosterir. Bu konu
lizerine yapilan arastirmalar NO seviyelerinin kalp kasilmasinda onemli bir gosterge
oldugunu vurgulamaktadir. Bu etkileri sayesinde NO’in vazodilator O6zelligi tespit
edilmistir  (Saravanakumar ve Raja, 2011). NO’nun endojen olarak sentezi L-arjininin
NOS ile katalizlenmesi sonucu gergeklesir (Tai vd., 2005). L-NAME uygulamasi NOS’un
etkinligini azalttig1 i¢in, kan basincinin diizenlenmesinde 6nemli fonksiyon {istlenen
NO’un endotel hiicrelerinden salinimi ve biyoyararlanimida azalmaktadir. NO saliniminin
engellenmesi, kan basmcinin yiikselmesine katkida bulunan gesitli mekanizmalarida
etkileyebilir (Biilbiil ve Soylu, 2008).

Hipertansif ratlarda seratoninin vaskiiler etkilerini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, NOS
inhibitorii olan L-NAME ratlara 21 giin boyunca igme suyu ile birlikte 30 mg/kg/giin

dozda verilmis ve uygulama sonunda Olgiilen kan basinct degerlerinin kontrol grubuna
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gore anlamh artiglar gosterdigi tespit edilmistir (Moran vd., 2009). Baska bir ¢aligmada
rostral ventrolateral medulla (RVLM) igerisinde lokalize olan anjiotensin II reseporlerinin
roliinii belirlemek i¢in L-NAME (70 mg/kg/giin) ile olusturulan hipertansiyon modelinde 1
haftalik uygulama sonunda 6lgiilen kan basinci degerlerinin kontrol grubuna gére anlamli
olarak arttig1 gosterilmistir (Bergamaschi vd., 2002). Majithiya ve arkadaslari, diyabetik
siganlarda hipertansif model olusturmak igin 4 hafta boyunca 50 mg/kg/giin dozda L-
NAME uygulama sonunda kan basinci degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli artis
gosterdigini belirtmislerdir (Majithiya vd., 2005). L-NAME’in farkli dozlar ile
olusturulan  bircok hipertansiyon modelinde NOS inhibisyonu sonucu NO
biyoyararlaniminin azalmasi ve kan basincinda 6nemli artiglarin ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Colonna vd., 2002; Kawano vd., 2003; Talas vd., 2013). NOS inhibitorlerinin diisiik
dozlar1 ile olusturulan hipertansiyondan ¢ogunlukla sodyum tutulumu sorumlu iken,
yiiksek dozlari ile olusturulan hipertansiyondan ise daha ¢ok total periferik direng artiginin
sorumlu oldugu bildirilmistir (Oktar vd., 2007). Calismamizda intraperitonal (i.p) olarak 28
giin boyunca uygulanan L-NAME (40 mg/kg/giin) ile kronik hipertansiyon olusturulan
sicanlarin 14 ve 28. giinlerde 6l¢iilen kan basinci degerleri kontrol grubuna gére anlamli
artiglar gostermistir. Kan basincinin yiikkselmesi; uygulanan L-NAME ile endotel
hiicrelerdeki NO firetimini diizenleyen NOS aktivitesini engelleyerek vazokonstriksiyona
neden oldugu diisiincesini desteklemektedir.

Fizyolojik sartlarda canli organizmalarda devamli olarak olusan reaktif oksijen iriinleri ile
antioksidan sistem bir denge halindedir. Asir1 ROT iiretimi ya da antioksidan defansin
zayiflamasi, biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol agarak
oksidatif strese neden olmaktadir. Hipertansiyon; sebep-sonu¢ iligkisi tam olarak
bilinmeyen oksidatif stres ile seyreden Klinik tablolardan biri olup asir1 miktarda Oz~
tiretimine yol agmaktadir. Ortamdaki Oz~ iiretimi durdurulmadig: takdirde daha etkili bir
radikal olan membran hasarlar1 ve biyomolekiillerin yapisini bozabilen OH~ olusumu
gerceklesir. Oksidanlarin zararli etkileri endojen ve ekzojen antioksidanlar ile giderilebilir.
Antioksidan maddeler etkilerini, yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerin OH gruplart ile
elektron dondrii olarak yerine getirirler.

Calismada 14 giin boyunca L-NAME uygulanan deney hayvanlarina 14. giinden itibaren
propolis (200 mg/kg/giin), CAPE (50 uM/kg/giin) ve polen (100mg/kg/giin) uygulanmistir.
Uygulamalar sonunda (28. giin) terapotik gruplarda kan basinci degerleri L-NAME

uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (P<0.05).
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L-NAME uygulamasina ilave olarak polen uygulanan grupta kan basinci seviyeleri diger
terapotik madde uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir.
L-NAME olusturulan NOS inhibisyonu vazokonstriksiiyon ile kan basincinda artisa yol
acarken, polen uygulanan grupta artan kan basincinn diger terapdtik gruplara gére anlamli
bir sekilde diismesi, polenin giiglii bir vazodilatér madde oldugu diisiindiirmektedir.

Saravanakumar ve Raja’nin yaptigi calismada 4 hafta boyunca 40 mg/kg/giin dozda L-
NAME uygulanarak hipertansif hayvan modeli gelistirilerek, antioksidan molekiil olan
veratrik asidin farkli dozlar1 (20, 40 ve 80 mg/kg/giin) 4 hafta boyunca uygulanmis ve
siganlarin kan basinglarinda L-NAME grubuna gore 40 mg/kg/giin dozun uygulandigi
grupta anlamli azalmalar bildirilmistir. Kan basicindaki diisiisiin  veratrik asidin
antioksidan 6zelliginden kaynaklandigini ifade etmislerdir (Saravanakumar ve Raja, 2011).
Bir baska ¢alismada, L-NAME (60 mg/L i¢me suyuna karistirilarak, 4 hafta boyunca) ile
indiiklenen hipertansif sigcanlara uygulanan Cudrania tricuspidata’nin suda hazirlanmis
ekstraktinin, plazma NO konsantrasyonu belli seviyelerde tuttugu ve vaskiiler dokularda
koruyucu etkiye sahip oldugu azalan kan basinci degerleri ile ortaya konulmustur (Kang
vd., 2002). Ryu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada L-NAME uygulamasi
sonucu artan kan basincini, Saururus chinensis’in kokiiniin etanolik ekstraktiyla diisiiriip
bu diisiisten ekstraktin inotropik ve vazorelaktant 6zelligi ile ilgili antihipertansif etkinin
sorumlu oldugunu bildirdiler (Ryu vd., 2008). Kadmiyum (1mg/kg/giin) ile olusturulan
hipertansif siganlara 15 giin boyunca intraperitonal olarak CAPE (10uM/kg/giin)
uygulamasi sonucu ylikselen kan basincinin diistiigli, CAPE’nin antioksidan 6zelligi ile
kardiyak hasar1 6nleyerek bu etkisini ortaya ¢ikardigi bildirilmistir (Mollaoglu vd., 2006).
Talas ve arkadaglar1 15 giin boyunca L-NAME ile olusturulan akut hipertansif siganlara,
uygulamanin son 5 giinii gavaj yoluyla propolis verilmesi ile kan basincinda sadece L-
NAME uygulanan gruba gore anlamli diisiisler meydana geldigini ve propolisin vaskiiler
NO diretimini arttiran 6zellige sahip oldugunu belirttiler (Talas vd., 2013). Hipertansif
ajanlara ek olarak uygulanan antihipertansif 6zellige sahip bir¢ok maddenin kullanildig
caligmalarda, kan basincinn bu maddelerle diisiiriilebildigi vurgulanmistir (Simko vd.,
2004; Nguelefack vd., 2009; Ashraf vd., 2013). Sonug olarak, hipertansiyon ve patolojisine
bagli ROT iiretimi ve olusturdugu hasarlarin 6énlenmesinde antioksidan molekiiller oldukca
etkilidir. Bizim galismamizda kullandigimiz dogal antioksidanlardan propolis, polen ve
kimyasal olarak temin edilen CAPE’nin yiikselen kan basincini diisiirdiigii ve polenin kan

basincin1 kontrol degerlerine istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yaklagtirmasi sonucu,
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propolis ve CAPE’den daha etkili bir vazodilator ve antihipertansif oldugunu ortaya
koymaktadir.

Hipertansiyonlu hastalar normal bireylere gore yiliksek morbidite ve mortalite oranina
sahiptirler. Hipertansiyon patolojisi ile serbest radikal hasar1 arasinda yakin iliski oldugu
cesitli calismalarla bildirilmistir. Serbest radikal saldirilarina kars1 organizmanin verdigi ilk
savunma cevabi endojen antioksidan sistemleri ile gergeklestirilir (Yildiz vd., 2008).
PON1; LDL’nin oksidasyonunda rol oynayan proinflamatuvar molekiilleri yikarak
vaskiiler hastaliklar ve ateroskleroz riskini azaltmaktadir. Bireyler arasinda PON1
aktivitesi farkliliklar gosterebilmektedir. Bu farkliliklarin  PON1 geninin kodlama
bolgesindeki iki polimorfizm (192. pozisyonda Glisin—Arjinin ve 55. Pozisyondaki
Metiyonin—Losin) tarafindan etkilendigi ileri stirilmektedir (Goswami vd., 2009).

Bu calismda NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansif siganlara uygulanan propolis,
CAPE ve polen’nin kan, kalp ve bobrek dokularindaki PON1 aktivitesinde meydana
getirdigi degisimler ortaya konmustur. Calismada L-NAME verilen sigan grubunun serum,
kan ve kalp dokularindaki PON1 seviyelerinde kontrole gére anlamli (P<0.05) azalmalar
oldugu saptanmustir. Literatiir arastirmalarinda kalp ve bobrekteki PON1 aktivitesinin
serum PONI aktivitesine gore diisiik seviyelerde oldugu vurgulanmaktadir (Aviram ve
Rosenblat, 2004). Bizim c¢alismamizda da kalp ve bobrek dokularindaki PON1
aktivitelerinin serum PONI1 seviyelerine gore daha diisikk diizeylerde elde edilmesi
aragtirmamizin sonuglart ile uygunluk gostermektedir. Yildiz ve arkadaglarinin dipper ve
non-dipper hipertansiyon hastalarinda yaptiklari ¢aligmada PON1 aktivitesi 6l¢iilmiistiir.
Non-dipper hastalarin PON1 aktivitelerinin saglikli bireylere ve dipper hastalara gore
azaldig1 belirtilmistir. Serum PON1 seviyelerinin azalmasi ile artan oksidatif stresin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir belirte¢ oldugu
diistiniilmektedir (Yildiz vd., 2008). Baska bir ¢alismada beta talasemi hastalar1 ve saglikli
bireylerde yapilan PON1 aktivitesi Olgtimleri ile elde edilen sonuglara gore, talasemi
hastalarinin PON1 seviyelerinin saglikli bireylere gore anlamli olarak azaldigi ortaya
cikmigtir. Azalan PONL1 seviyelerinin oksidatif stres ve anemi ile iliskilendirilerek beta
talasemi hastalarinin aterojenez gelisimine egilimli olduklar1 diigiiniilmektedir (Selek vd.,
2007). Hepatit C ile enfekte olmus hemodiyaliz hastalarinda PON1 ve lipit peroksit
(LOOH) seviyeleri olgiilmiis, kontrole gére anlamli degisimlerin oldugu, fakat PONL1 ile
LOOH arasinda ters korelasyon bulundugu tespit edilmistir (Horoz vd., 2007). Metabolik
sendrom, hipertansiyon, diyabet, dislipidemi ve obezite gibi patolojik durumlar benzer bir

hastalik seyri gostermektedir. Bu tip hastaliklar oksidatif stres ve aterosklerozun artisi ile
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sonlanan durumlardir. Metabolik sendrom modeli olusturulan farelerde artan PON1
aktiviteleri ile LDL’nin oksidasyonu onlenerek proaterojenik etkilerin ortadan kaldirildig:
ve arter plaklarinin miktarinin azaltildig1 gozlenmistir (Mackness vd., 2006). Hipertansiyon
ve patolojisinde PONL1 aktivitiesi ile ilgili degisimlerin arastirildigi calismalara
rastlanmistir  (Uzun vd., 2004; Barath vd., 2006; Chen vd., 2010). Yapilan bu
caligmalardan elde edilen sonuglar bizim bulgularimizla paralellik gostermektedir. Bizim
calismamiz da L-NAME grubundaki si¢anlarin serum, kan ve kalp dokularindaki PONI1
aktivitelerinde kontrol grubuna gore anlamli (P<0.05) azalmalar elde edilmistir.

Oksijen kaynakli radikaller ve lipit hidroperoksitlerinin birikimine sebep olan LDL’nin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelismesinde etkili bir basamak oldugu kabul gérmektedir
(Camuzcuoglu vd., 2009). LDL’nin oksidasyonu; aterosklerotik lezyon gelisimi ve kopiik
hiicre olusumuna sebep olmaktadir. SOD, CAT, GSH-Px ve E vitamini gibi
antioksidanlarin LDL’yi oksidasyondan korudugu ve ateroskleroz olusumunu o6nledigi
gosterilmistir (Houston, 2005). Bu antioksidanlara ilave olarak PON1 de serbest radikal
hasarindan serum lipoproteinlerini oksidasyona karsi korumaktadir (Camuzcuoglu vd.,
2009). LDL’nin oksidasyonunu 6nleyen mekanizmalar son yillarda artan bir ilgiye sahiptir.
PON1’in, serumda HDL kolesterol ile iliskili oldugu bilinmekte ve kesin bir bulgu
olmamasima ragmen, artmig PONI1 aktivitesinin yilksek HDL kolesterol seviyeleri ile
iliskili oldugu rapor edilmektedir (Camuzcuoglu vd., 2009). Ayn1 zamanda ekzojen olarak
uygulanan flavonoid antioksidanlarin PON1 aktivitesini %20’ye kadar arttirabilecegi
bildirilmigtir (Bayrak vd., 2005). Son dénem bobrek yetmezligi; aterosklerozu tetikleyen,
oksidatif stres ve inflamasyon ile sonuglanan bir durumdur. Aterosklerozun Onemli
basamaklarindan olan monosit aktivasyonu ve infiltrasyonu HDL’nin inhibisyonuna ve
LDL’nin oksidasyonuna sebep olmaktadir. Paraoksanazin yapisindaki apoA-1, HDL’ye
baglanmay1 kolaylastirarak PONI1’in gii¢lii bir antioksidan ve antiinlamatuvar etki
gostermesine imkan verir. Moradi ve arkadaslar1 son donem bobrek yetmezligi olan
hemodiyaliz hastalarinin plazma apoA-1 ve antioksidan enzim aktivitelerinde azalmalara
bagli monositlerin aktivasyonunda artis oldugunu bildirdiler. Hemodiyaliz hastalarina 8
hafta boyunca antioksidan kokteyli (E vitamini, C vitamini, B6 vitamini, B12 vitamini ve
folik asit) uyguladiktan sonra PON1 seviyelerinde anlamli bir degisimin olmadigini tespit
ettiler. Bobrek hastalarinda  antioksidan terapinin  hemodiyaliz  hastalarindaki
anormalliklerin 6nlenmesinde etkili olmadigin1 gordiiler (Moradi vd., 2010). Jarvik ve
arkadaglar1 bayan hastalarin diyetlerine dogal antioksidan molekiiller olan C vitamini ve

folik asit eklenmesinin PON1 aktivitesini arttirdigini rapor etmislerdir (Jarvik vd., 2002).
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Bir baska c¢alismada Jesup ve arkadaslar1 LDL oksidasyonunun endojen lipofilik
antioksidan yapili bilesiklerin (E vitamini, beta-karoten ve likopen vb.) diizeylerinde
azalmalardan sonra basladigini bildirmislerdir (Jessup vd., 1990). Sicanlarda CCls ile
deneysel olarak olusturulmus karaciger hasari sonucu plazma paraoksonaz ile arilesteraz
enzim diizeyleri lizerine soy izoflavonlarin etkilerini arastirmak i¢in yapilan ¢alismada; soy
izoflavonlarin antioksidatif ozellikleri ile birlikte CCls’tin meydana getirdigi oksidatif
hasar1 6nlemede paraoksonaz gibi antioksidan 6zellige sahip enzimlerin aktive edilmesinde
etkili oldugu bu ¢alismada vurgulanmistir (Ustiindag vd., 2005). L-NAME ile olusturulmus
hipertansif siganlara uygulanan propolis, CAPE ve polen; serum PONL1 aktivitelerinde
onemli artislar (P<0.05) meydana getirmistir. Kalp dokusu PONL1 seviyeleri L-NAME
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken (P<0.05), antioksidan takviyesi
yapilan gruplar HT grubu ile karsilastirildiginda; CAPE ilavesi yapilan grubun PONI1
aktivitesinde anlamli bir degisimin olmadigi (P>0.05), propolis ve polen verilen gruplarin
PONL1 diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli artis (P<0.05) gosterdigi belirlenmistir.
Bobrek dokusu HT grubu PONT seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir
(P<0.05). Propolis, CAPE ve polen ilavesi yapilan gruplarin PONT1 aktiviteleri, HT grubu
ile karsilastirildiginda anlamli artiglar (P<0.05) g6zlenmistir. Bu sonucun; art iiriinlerindeki
300°den fazla fenolik bilesikler ve biyoflavanoidlerin yarattigi sinerjik etkiden
kaynaklandigi diistiniilmektedir. Cesitli patolojik durumlarda PONL1 aktivitesinde meydana
gelen azalmalarin antioksidan takviyesi ile arttirilabildigi bazi arastirmalarla ortaya
konulmustur (S6zmen vd., 2001; Negre-Salvayre vd., 2006; Kili¢ vd., 2007; Deakin vd.,
2011).

Viicudun genel antioksidan/oksidan durumu, total antioksidan seviye (TAS) ve total
oksidan seviye (TOS) durumun 6l¢iimii ile kolay bir sekilde degerlendirilebilmektedir
(Kurban vd., 2010). Toker ve arkadaslar1 hipertansif ve normotansif hastalarin TAS ve
TOS degerlerini Olgerek hipertansif hastalarin normotansiflere gore TAS degerlerinde
azalmalarin oldugunu, TOS degerlerinde ise anlamli artislarin meydana geldigini tespit
etmiglerdir. Bu calismada hastalarin kan basinglar ile TAS ve TOS sonuglar1 arasinda
anlaml1 bir iliskinin olmadigini belirttiler. TOS diizeylerindeki artisin ise hipertansiyon
sonucu olusan oksidatif stresten kaynaklandigini bildirdiler (Toker vd., 2013). Yildiz ve
arkadaglarmin dipper ve non-dipper hipertansiyon hastalarinda yaptiklar1 g¢alismada
okidatif stres belirtecleri olan TAS ve TOS 6l¢iimleri yapilmistir. Non-dipper hastalarin
TAS degerleri kontrole ve dipper hastalara gore azalirken, TOS’un anlamli olarak arttig1

belirtilmistir. TAS degerlerinin azalmasi1 ile artan oksidatif stresin kardiyovaskiiler
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hastaliklarin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir belirte¢ oldugunu one stirmiislerdir
(Yildiz vd., 2008). Bir baska ¢alismada esansiyel hipertansiyonu olan hastlarda TAS, lipit
peroksidasyonu (LP), tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS), NOx ve LP/NOx
orani incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore hipertansif hastlarda TBARS ve NOx’de
anlamli artislarin oldugu, TAS ve TBARS/NOx oraninda ise anlamli bir degisimin
olmadig bildirilmistir. Bu parametrelerin hicbirinin kan basinci degerleri ya da metabolik
parametrelerle anlamli bir iliski igerisinde olmadig1 vurgulanmistir. Hipertansiyon ile
olusan klinik duruma inflamasyonun eslik ettigi ve ayrica artan NOx ve LP seviyelerinin
azaltilabilmesi i¢in tedavi amagli antihipertansif ve antioksidan ajanlar onerilmistir (Caimi
vd., 2010). Calismamizda, hipertansiyon ile meydana gelen oksidasyon sonucu TAS
degerleri ve TOS-OSI degerleri arasinda negetif korelasyon oldugu tespit edilmistir. L-
NAME uygulanan grubun kan, kalp ve bobrek dokularinda TAS sonuglart kontrol grubu
verilerine gore anlamli (P<0.05) olarak azalmistir. Bizim sonuglarimiz yapilan diger
arastirmalarin verileri ile paralellik gostermektedir (Yildiz vd., 2008; Toker vd., 2013)
Plazma antioksidanlar1t TAS’a en ¢ok katki saglayan molekiiller arasinda yer almaktadir.
Plazmada bilirubin, transferrin, seruloplazmin, iirik asit, E vitamini ve C vitamini gibi
molekiillerin yani sira serbest radikal tutucu ozellikleri olan antioksidan molekiiller de
bulunmaktadir (Kiely vd., 1999). Insan plazmasindaki TAS 1 biiyiik ¢ogunlugu albumin,
uirik asit, askorbik asitten olusturmaktadir. Bu ¢ogunlugun sebebi kanda bulunan albumin,
tirik asit ve C vitamini diizeylerinin; bilirubin, glutatyon, ¢esitli flavinoidler, E vitamini ve
A vitamini gibi antioksidan molekiillere gére daha fazla olmasidir (Korkmaz vd., 2001).
Antioksidan savunma sistemleri tek baslarina yaptiklar etkiler haricinde bagka antioksidan
molekiiller ile sinerjik etkiler ve iliskiler ag1 da olusturabilirler. Ornegin; C vitamini ve
glutatyon, E vitamininin rejenerasyonunu saglayarak; {rik asit ise C vitaminin
otooksidasyonunu engelleyerek sinerjistik etki gostermektedir. Bu suretle antioksidan
durumun belirlenmesinde, her antioksidan molekiil i¢in ayr1 dl¢lim yapilmasinin yani sira
cesitli antioksidanlarin ortak etkilerinin 6l¢iimiine dayali yani ‘total antioksidan kapasite’
nin belirlenmesinin daha dogru olacag: diisiiniilmektedir (Polidori vd., 2001). Digiesi ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada; esansiyel arteryal hiperansiyondaki oksidatif
stresin derecesini belirlemek i¢in, plazma malondialdehit, serbest radikal ve diger reaktif
oksijen tiirleri, E vitamini seviyeleri ve TAS degerleri belirlenmistir. Saglikli bireylere
gore hipertansiyon hastalarinda lipid peroksidasyon iiriinleri ve ROT diizeylerinde anlamli
artislarin oldugu bildirilmistir. E vitamini ve TAS degerlerinde anlamli bir degisimin

olmadig1 vurgulanmistir. Bu sonuglar ile hipertansiyon hastalarinin normal antioksidan
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savunma sistemlerine sahip olmalarina ragmen, oksidatif strese normotansiflerden daha
egilimli olduklari, bunun nedeninin ise NO ve prostasiklin inaktivasyonundan
kaynaklanabilecegi ortaya konulmustur (Digiesi vd., 1997). Baska bir calismada
hipertansiyon hastalarinda meydana gelen oksidatif stres ile kan basinci artigi, lipit
peroksidayonu, NO-siiperoksit tiretimi ve TAS degerleri lizerine sarimsagin antioksidan
ozellikleri incelenmistir. Hastalara verilen sarimsagin kan basincini ve lipit peroksidasyon
seviyelerini anlamli olarak azalttigi, vitamin ve TAS verilerinde ise anlamli artislarin
meydana geldigi belirlenmistir. Bu sonuglara gére sarimsagin oksidatif strese karsi etkili
bir antioksidan oldugu, ayrica antihipertansif ve kardiyoprotektif 6zellik gosterdigi de
tespit edilmistir (Dhawan ve Jain, 2005).

Bizim calismamizda da hipertansif siganlara uygulanan propolis, CAPE ve polenin
patolojik durum sonucu firetilen serbest radikallerin olusumu ile artan TOS degerlerini
sadece L-NAME uygulanan gruba gore anlamli bir sekilde disiiriirken, antioksidan
maddelerin uygulanmasi ile TAS degerlerinde artislar meydana geldigi gozlenmistir.
Dokulardaki en ¢ok TAS artiginin propolis ilave edilen grupta saptandigi bunun sebebinin
ise, igerigindeki zengin fenolik bilesik ¢esitliliginden oldugu diisiiniillmektedir. Antioksidan
takviyesi ile TAS degerleri arasinda pozitif korelasyon gézlenirken TOS ve OSI verileri ile
negatif korelasyon saptanmistir. Bu sonuglar hipertansiyon gibi patolojik durumlarda
antioksidan  kapasiteyi arttirmanin, oksidan hasar1 azaltmada Onemli Kkatkilar
saglayabilecegini ortaya koymaktadir.

Endojen NOS inhibitorii olan ADMA’nin endotel disfonksiyonda ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin patojenitesinde bir risk faktorii oldugu bildirilmistir. eNOS un inaktive olmasi
sonucu endojen eNOS inhibitorii olan ADMA’nin plazmada yiiksek seviyelere ulastigi
vurgulanmigtir (Cooke, 2005). NOS aktivitesindeki degisimlerde ADMA’nin 6nemli bir
role sahip oldugu bilinmektedir (Krzyzanowska vd., 2008). NOS aktivitesinin ADMA ile
inhibisyonu sonucu NO sentezi yapilamamakta ve vazodilator etki ortadan kalkarak cesitli
patolojik durumlarin gelismesine sebep olmaktadir. ADMA seviyelerinin arttigi birgok
durum s6z konusudur. Bu durumlardan biride hipertansiyondur. Hipertansif ve normotansif
hastalardaki endotelyum bagimli vazodilasyon ve plazma ADMA seviyeleri arasindaki
iliskiyi arastiran Perticone ve arkadaslari, hipertansif bireylerin plazma ADMA ve L-
arjinin seviyelerinin normotansiflere gore daha yiiksek diizeyde oldugunu bildirdiler. Elde
ettikleri bulgulara gore esansiyel hipertansiflerin L-arjinin ve ADMA seviyelerinin endotel

disfonksiyonu ile zit korelasyon gorterdigini ortaya koydular (Perticone vd., 2005).
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Korandji ve arkadaslar1 tarafindan yapilan arastirmada, fruktoz ile hipertansif yapilan
sicanlarin ADMA seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli artiglar
gosterdigi tespit edilmistir. Bu bulgulara gore, hipertansiyonda ADMA seviyelerininin
artisina oksidatif stres gelisiminin 6nemli katkisinin olabilecegini bildirdiler (Korandji vd.,
2012). Ueda ve arkadaslar1 kronik bobrek hastaliginin (KBH) ilerlemesinde ADMA ’nin
onemli bir belirte¢ oldugunu bildirdiler. Yapilan g¢alismada olusturulan KBH si¢an
modelinde ADMA seviyelerinin; glomeriiler sklerozisde oldugu gibi glomeriiler kapiller
sayisinda meydana gelen azalma ile iliskili olabilecegini ifade ettiler (Ueda vd., 2009).
Benzer bir calismada, adiponektin salinimi bozuklugu ile insiilin direncinin esansiyel
hiprtansiyona yol agabilecegi, edotel disfonksiyonu ile iliskisi olan insiilin direncinin de
ADMA seviyelerinde artiga sebep olabilecegi bildirilmistir (Zizek vd., 2013). Pulmoner
arteriyal hipertansiyon (PAH) ile ortaya ¢ikan konjenital kalp hastaliklar1 (KKH) 6nemli
bir mortalite ve morbidite sebebidir. Calismada PAH ile olusan KKH ve PAH ile
iligkilendirilmemis KKH olan bireylerdeki hemodinamik bulgular ve plazma homosistein,
ADMA, NO seviyeleri arastirilarak; homosistein ve . ADMA diizeylerinin PAH-KKH
hastalarda kontrol grubuna gore artis goserdigi tespit edilmistir (Sanli vd., 2012).
Hipertasiyonun yol a¢tig1 cesitli patolojik durumlarda farkli dokularda meydana gelen
disfonksiyonlarin ADMA seviyelerini arttirdigr ile ilgili benzer bulgulara rastlanmaktadir
(Wilcken vd., 2007; Schuster vd., 2012; Serna vd., 2013). Bizim g¢aligmamizda da L-
NAME uygulanan deney hayvanlarinin ADMA seviyeleri serum, kalp ve bdbrek
dokularinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak artig (P<0.05) gdstermistir. Yapilan
calismalarin sonuglari ile bizim bulgularimiz arasinda paralellik s6z konusudur (Perticone
vd., 2005; Korandji vd., 2012; Schuster vd., 2012).

Yaptigimiz ¢aligmada NOS inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon sonucu yiikselen
ADMA diizeylerinin, antioksidan aktivitelere sahip olduklari bilinen propolis, CAPE ve
polen uygulamasi ile azaltilabilecegi disiiniilmiistiir. Elde edilen bulgular uygulanan
antioksidan maddelerin ADMA seviyelerinde HT grubuna gore anlamli azalmalarin
oldugunu (P<0.05) gdstermistir. Schmitt ve arkadaslarinin ADMA metabolizmasi,
oksidatif stress ve hiperhomosisteinemi arasindaki baglantiy1 gosterdikleri bir caligmada,
kardiyovaskiiler risk belirteci olan ADMA seviyelerinin B vitamini ve antioksidanlar ile
diistiriilebilecegi tizerine bir hipotez olusturulmustur. Elde ettikleri istatistiksel verilerle,
kardiyovaskiiler hastaliklarda antioksidan takviyesinin ADMA seviyelerinin azaltilmasinda
yeterli bir strateji olmadig: tespit edildi (Schmitt vd., 2007). Bu ¢alismanin sonuglari bizim

calismamizin verileri ile uygunluk gostermemekle birlikte, bunun sebebinin uygulanan
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antioksidanlarin niteligi, dozu, siiresi ve igerigi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bagka bir ¢alismada Goralczyk ve arkadaslar1 kardiyovaskiiler hastaliklarda mevye, sebze,
cay ve kahve tliketiminin ADMA ile iligkisini aragtirmislar, sonug¢ olarak; sebze ve ¢ay
tilketiminin ADMA seviyeleri ile zit korelasyon gosterdigi, meyve tiikeminin ADMA
seviyelerinde herhangi bir istatistiksel degisime sebep olmadigi, kahve tiiketiminin ADMA
diizeyleri ile pozitif korelasyon gdsterdigini bildirdiler. Asir1 ¢ay ve sebze tiikketiminin orta
yastaki saglikli insanlarda ADMA seviyelerinde azalma meydana getirdigini ortaya
koymuslardir (Goralczyk vd., 2011). Bu azalmanin sebebi olarak; c¢ay ve sebze’nin
icerigindeki fenolik bilesiklerin miktarinin fazla olmasi ve elektron dondrliigii listlenerek
olusan oksidatif stresi ortadan kaldirabildigi gosterilebilir. Bu aragtirmanin sonuglari da
bizim ¢alismamizin verilerini destekler nitelikte olmaktadir. Jabecka ve arkadaslar
hipertansiyonlu hastalarin endotel fonksiyonlarin1 gelistirmek igin yeni ve etkili bir strateji
olarak hastalara ekstra olarak L-arjinin uygulamasi yaparak ADMA ve TAS degerlerini
belirlediler. Hastalara verilen L-arjinin ile TAS ve plazma arjinin-sitriilin seviyelerinin
arttigin1 saptamislardir. L-arjinin takviyesi ile 28 gilin sonra yapilan dl¢ciimlerde ADMA
seviylerinde azalmalar tespit edilmistir. Bu sonuglar, L-arjinin Konsantrasyonlarinda
artiglarla NO biyosentezinin sitimiile edilmesi ve buna paralel olarak oksidatif stresin
azaltilmasi1 ve antioksidan savunma sisteminin desteklenmesi olarak degerlendirilebilir.
Ayrica L-arjinin takviyesi ile plazma ADMA seviyelerindeki azalma seklinde gézlenen
iliski negatif korelasyonu dogrulamaktadir (Jabecka vd., 2012).

ROT, Niikleer Faktor-kappa B (NF-«xB)'yi aktive ederek kinazlarin etkinliginde degisimler
meydana getirip pek ¢ok doku ve organ hasarina sebep olmaktadir (Salminen vd., 2008).
NF-kB proteinleri normal sartlarda sitoplazma igerisinde inaktif halde bulunup; bakteriyel
tiriinlerin artis1, oksidatif stres ve protein sentez inhibitdrleri ile aktiflesebilir. NF-xB’yi
aktiflestiren molekiillerin ¢ogu siiperoksit, hidrojen peroksit ve lipooksijenaz gibi endojen
oksijen tiriinlerinin tiretimini tetikler (Haddad ve Abdel-Karim, 2011). Bir transkripsiyon
faktori olan NF-xB, immiin sistemin korunmasinda, inflamatuvar yolaklarin
diizenlenmesinde ve apoptoziste 6nemli rol oynamaktadir (Cansino vd., 2011).

Leychenko ve arkadaslari, hipertansiyon ve miyokardiyal infarktiisii hipertrofinin
baslamasi ile iliskilendirmislerdir. Vaskiiler endotelyal gelisim faktorlerinin {iretimi
mekanik gerilmenin diizenlenmesinde anjiyogenik bir hareket gostermektedir. Gerilim ile
indiiklenen vaskiiler endotelyal faktorlerinin saliniminin NF-kB aktivasyonu ile iliskili
oldugu bildirilmektedir. Bu bulgular hipertansiyon ve kalp hastaliklarinda inflamasyon

cevabi olarak NF-kB aktivasyonunun arttigini gostermektedir (Leychenko vd., 2011). Bir
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baska c¢alismada, hipertansiyon olusumunda Onemli molekiiller olan anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorleri ve enalapril, AT-Il reseptor inhibitrleri ve losartan
uygulamasi ile sican bobrek dokularinda inflamatuvar cevabin indiiklenerek NF-«xB
aktivasyonu ve oksidatif stresi baskiladigi bildirilmistir. Elde edilen sonuglar enalapril ve
losartanin oksidatif stres ile indiiklenen NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek inflamatuvar
cevabi baskiladigint gostermektedir (Kim vd., 2011). Li ve arkadaslar1 siganlarda aortik
bantlama ile olusturulan hipertrofik kalp modelinde NF-xB aktivasyonunun arttigin
belirttiler. Aym1 ¢alismada adenoviriis aracili gen veya antioksidan tedavisi ile NF-xB
aktivasyonunun  spesifik inhibisyonu sonucu miyosit  hipertrofisi  gelisiminin
azaltilabilecegini de vurguladilar (Li vd., 2004). Hipertansiyonun yanisira farkli patolojik
durumlarda ve ozellikle kanser ¢aligsmalarinda oksidatif stres kaynakli inflamasyon ile
aktive olmus NF-«kB, bu durumlar i¢in 6nemli bir belirteg¢ olarak bir ¢ok arastirmada yer
almaktadir (West, 2010; Himadri vd., 2010; Aras vd., 2010; Sangeetha vd., 2011).
Yaptigimiz calismada da L-NAME ile hipertansif yapilan siganlarda meydana gelen
inflamasyona cevap olarak galisilan tiim dokularda NF-kB aktivasyonu gerceklestigi ve HT
grubunda kontrole gore anlamli artiglarin oldugu saptanmistir. Dolayisiyla ¢alismamizin
bulgular yapilan diger ¢alismalarla da uygunluk gostermektedir (Li vd., 2004; Leychenko
vd., 2011; Kim vd., 2011). Antioksidanlar in vitro kosullarda bir¢ok hiicrede NF-xB
aktivasyonunu onlemektedir. Viicutta endojen olarak iiretilen antioksidanlar da hiicreyi
oksidan hasarina kars1 korurlar (Hekimoglu, 2010).

Moreira ve arkadaglari kismi portal ven ligasyonu ile olusturulan deneysel portal
hipertansif gastropatide NF-kB’nin aktivasyonu ve oksidatif stres {izerine kuarsetinin
etkilerini arastirdilar ve hipertansif siganlarda portal basincin 6nemli sekilde arttigini
gozlediler. Bununla birlikte gastrik mukozadaki SOD aktivitesinin anlamli sekilde
azaldigin tepit ettiler. Hipertansiyonla birlikte NF-xB aktivasyonu artig gosterirken NOS
ve IkB protein seviyeleri azalma gostermistir. Kuarsetin takviyesi ile oksidatif stres ve NF-
kB’nin inhibe edildigi bildirilmistir. Ikb’nin azalmasi ve iNOS protein inhibisyonunun
kuarsetin tarafindan kismen onlendigini de vurgulamislardir. Kuarsetin tedavisi NF-«xB
sinyal yolaklarinin engellenerek hipertansiyon patogenezi ile ilgili olarak ekzojen
zararlarmin iretimini de bloke edebilecegini gosterdiler (Moreira vd., 2004). Song ve
arkadaslar1 da bir agr1 semptomunun gelisimi ile kronik inflamasyonda propolisin etanolik
ekstraktinin  antiinflamatuar etkisini rapor ettiler. Ancak antiinflamatuar etkinin
mekanizmasi tam olarak ag¢ik degildir. L-NAME uygulanmasi ile NOS inhibisyonu sonucu

NO diizeylerinde azalma, NF-xB seviyelerinde ise artis oldugunu gosterdiler. Propolis
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takviyesi ile birlikte NF-kB konsantrasyonlarinda azalmalarin oldugunu tespit ettiler. Bu
sonuglar iNOS’un katalitik aktivitesinin direk olarak inhibisyonu ve iNOS’un promotor
bolgesindeki NF-«kB iizerine hareketi ile iNOS gen ekspresyonunu inhibe ederek
intiinflamatuvar etki gosterebilecegini diistindiirmektedir (Song vd., 2002). Likopen, giiglii
karotenoid antioksidanlardan biridir. Likopen ile kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
kronik hastalik riski arasinda negatif korelasyonun oldugu bilinmektedir. Likopenin; NO,
interlokinler, TNF-a, siklooksijenaz ve NF-xB gibi proinflamatuvar molekiillerin
inhibisyonuna bagl olarak antiinflamatuar etkilerinin oldugu bildirilmistir (Lee vd., 2008;
Herzog vd., 2005).

CAPE, 6zgiil olarak NF-kB’yi ve oksijen radikallerini inhibe ederek inflamatuar yolagin
islemesini onlemektedir. Reaktif oksijen radikalleri, baslica arasidonik asit yolagindan,
ksantin oksidaz sisteminden ve aktive olmus noétrofillerden tretilirler. Serbest radikaller
ayrica hiicre i¢i ve niikleer sinyal yolaklarimi etkileyerek apoptozise yol acabilirler. Bunu
onlemek amaciyla viicutta gesitli antioksidan savunma mekanizmalart bulunmaktadir
(Ozbalc1, 2007). Bizim calismamizda, NOS inhibisyonu ile hipertansiyon olusturulan
sicanlarda meydana gelen inflamasyon ile artan NF-kB diizeyleri; propolis, CAPE ve polen
takviyeleriyle inflamasyon yolaklar1 inhibe edilerek inflamasyonun engellenebildigi
diistiniilmektedir. Terapotik gruplar arasinda en iyi inflamasyon Onleyici ajan CAPE olarak
belirlenmigtir. CAPE; NOS inhibisyonu sonucu ortaya ¢ikan SOD aktivitesindeki
azalmalar1 engelleyerek etkinligini gostermektedir. CAPE, iNOS iizerindeki NF-kB
baglant1 noktalarin1 bloke ederek iNOS aktivitesindeki azalmalar1 engelleyebilmektedir
(Kumbul, 2007).

Hipertansiyon ile meydana gelen kan basinci artisi ¢esitli kardiyovaskiiler ve renal
hastaliklara yol agmaktadir. Calismamizda, L-NAME ile olusturulan hipertansif sicanlara
uygulanan antioksidan molekiiller kan basincinin diismesini sagladi. Yapilan ¢alismada
antioksidan molekiiller arasinda polenin; propolis ve CAPE’ye gore kan basmcinin
diismesinde daha etkili antihipertansif bir molekiil oldugu saptandi. Arastirma sonucunda
hipertansiyon tedavisinde kullanilan ve ¢ok sayida olumsuz fizyolojik yan etkileri ve iilke
ekonomisine olumsuz katkilarindan dolay1, sentetik ajanlarin kullanimina oranla dogal ar1
tirtinii olan polenin kullanimin1 tavsiye edebiliriz. Bu aragtirma, L-NAME ile hipertansiyon
olusturulan siganlara uygulanan propolis, onun en etkili bileseni olan CAPE ve polen
uygulamalar1 sonucu PON1 aktivitelerinde meydana gelen degisimlerin arastirildigr ilk
calismadir. Sonug olarak; lipit metabolizmasindaki degisikliklerin yan1 sira NOS inhisyonu

ve oksidatif stres sonucu gelisen PONL1 aktivitelerindeki azalmalar; hipertansiyon ile
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ateroskleroz iliskisinde, bobrek fonksiyon bozukluklarinin gelisiminde de 6nemli rol
oynamaktadir. PON1 aktivitesinin diisiik seviyelerde tespit edilmesinin hastaligin klinik
seyri ve tedavisi i¢in erken teshis acisindan faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.
Antioksidan takviyesi yapilmadan once hipertansif siganlarin PON1 aktiviteleri ¢alisilan
tim dokularda disiik seviyelerdeyken, antioksidan uygulamalar sonrasinda, antioksidan
molekiillerin PON1 aktivitesinde artisa katki sagladigi gozlenmistir. Hipertansiyonlu
hastalarda PONI1 aktivite diizeyleri incelenerek; hipertansiyonun teshis ve tedavi
prosediiriiniin belirlenmesi i¢in yapilan laboratuar ¢alismalarinin, klinik ¢alismalara 151k
tutacagi distiniilmektedir. Antioksidan savunma sistemindeki aksakliklar, hiicre ve
dokular1 hastalik gelistirmeye daha yatkin hale getirmektedir. Bu durumda, pekcok
hastaligin olusmasi veya olusumunun hizlanmasi ger¢eklesmektedir. TAS olgiimii ile
viicudun antioksidan savunma diizeyi belirlenebilir ve bdylece hastalik risklerinin ve
hastaliklarin 6nlenmesi igin bazi stratejilerin gelistirilmesi ve antioksidan bilesiklerce
zengin besinler alinimi ile bazi hastaliklarin 6nlenebilmesi ve dokularda TAS diizeylerinin
arttirilabilmesi miimkiindiir. Calismamizda, hipertansiyon ile artan TOS seviyelerinin,
uyguladigimiz antioksidan molekiiler ile azaldig1 ve bununla birlikte TAS seviyelerinde de
Oonemli artislarin oldugunu tespit ettik. ADMA’nin hipertansiyon patofizyolojisinde
tetikleyici bir faktor mii, yoksa hastalik tam olarak gelistikten sonra ortaya ¢ikan bir faktor
mii olup olmadigr konusunda tartismalar devem etmektedir. Elde edilen literatiir bilgileri
hem hastalifin patofizyolojisinde rol oynadigi hem de hastalik ortaya c¢iktiktan sonra
tetikleyici bir faktdr oldugu yoniindedir. Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak
tizere kan basincindaki artiglarla ilgili birgok hastalik i¢in de bir belirteg olabilir diisiincesi
yer almakla birlikte bu konularda daha aydinlatici ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
Yaptigimiz ¢aligma ile antioksidan uygulamalarin ADMA seviyelerinin diisiiriilmesinde
etkili oldugu tespit edilmistir. Hipertansiyon olusum mekanizmasinda, ADMA nin yapim
ve yikiminda gorev alan enzimlerin aktiviteleri olgiilerek ADMA’nin rolii daha net
anlagilabilir. Bununla birlikte gelecekte hipertansiyon patofizyolojisi iyice aydinlatildiktan
sonra ADMA seviyelerini diisiiriicli ve risk faktorlerini azaltic1 tedavilerin {izerinde daha
kapsamli arastirmalar yapilabilir. Hipertansiyon ve bazi inflamatuar hastaliklarda genetik
ve cevresel faktorlerin birbirleriyle olan iligkileri, hastalik patogenezinde Snemli rol
almaktadir. Ozellikle genlerin spesifik transkripsiyon faktorleri; genetik ve cevresel
faktorlerle iliskili olarak inflamatuar cevapta 6nemli rol almaktadir. Bir transkripsiyon
faktorii olan NF-xB; enfeksiyona karsi dogal ve kazanilmis immiin cevapla birlikte

inflamatuar yanitta da cok gesitli gen ekspresyonunun diizenlenmesinde anahtar rol
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oynayan bir molekiildiir. Son dénemlerde yapilan c¢alismalar NF-kB’nin aktivasyonunu
inhibe etmek ve NF-«kB inhibitorlerinin gelistirilmesi seklindedir. Hipertansif hastalara
uygulanan antiinflamatuar ilaglarin, etkilerinin spesifik olmadigi ve wuzun siire
kullanimlarinin da immiin sistemin baskilanmas1 gibi yan etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Anti-NF-«xB terapilerinin en 6nemli avantaji, birgok inflamatuar medyatoriin
ekspresyonlarinin es zamanli olarak inhibe edilebilir olmasidir. Bu ¢alisma ile elde edilen
sonuglar; hipertansif siganlara propolis, CAPE ve polen uygulanmasi ile NF-xB
notralizasyonu sonucu daha etkili antiinflamtuar tedavi yontemlerinin gelistirilebilecegi,
antioksidan sistemin gelismesine katki saglayabilecegi, kan baisincinin diisiiriilmesinde
olumlu katkilar gosterebilecegi fikrini ortaya koymakla birlikte hipertansiyon ve
hipertansiyona bagli gelisen hastaliklarin olusumunun ve ilerlemesinin 6nlenmesinde dogal
ar1 triinleri gibi spesifik antioksidanlarin uygulanmasinin saglik agisindan ve ekonomik

olarak daha etkili ve verimli olabilecegini sdyleyebiliriz.
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