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OZET

Metabolik sendrom (MS) insiilin direnci, abdominal obezite, hipertansiyon ve
dislipidemi ile karakterize, kardiyovaskiiler hastalik ve tip 2 diabetes mellitus
riskinin arttig1 bir halk sagligi problemidir. Bu c¢aligmada, metabolik sendrom
olusturulan ratlarda alfa lipoik asit ve koenzim Q10 uygulanmasinin baz1 oksidatif
stres ve endotelyal disfonksiyon belirtecleri iizerine etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir.

Calismamizda Sprague Dawley ratlar kullanilarak 4 grup olusturuldu. Kontrol
grubu; standart rat yemi ile beslendi. MS grubu; 8 hafta igme sularma % 10 fruktoz
katilarak metabolik sendrom olusturuldu. ALA grubu; metabolik sendrom
olusturulduktan sonra 5 hafta i.p. olarak 100mg/kg/giin ALA uygulandi. CoQ10
grubu; metabolik sendrom olusturulduktan sonra 5 hafta i.p. olarak 10mg/kg/giin
CoQ10 uygulandi. Uygulamalarin sonunda ratlar dekapite edilerek biyokimyasal
parametreler i¢in kan 6rnekleri alindi.

Metabolik sendrom grubunda kontrol grubuna gére MDA (%62) ve ADMA
(%164) diizeyleri daha yiiksek, total glutatyon (%15) ve rediikte glutatyon diizeyleri
(%21) daha diisiik tespit edildi. ALA veya CoQ10 uygulanmasiyla metabolik
sendromlu ratlarda MDA (%17,21) ve ADMA (%35,44) diizeylerinin azaldigi, total
glutatyon (%2,5) ve rediikte glutatyon (%7) diizeylerinin arttigi goriildii. Serum
glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA-IR degerleri metabolik sendrom grubunda tedavi
verilen gruplara kiyasla daha yiiksek bulundu. ALA ve CoQI10 tedavisinin lipid
parametreleri lizerine olumlu etkiler gosterdigi goriildii. Aortun histopatolojik
incelemelerinde tedavi gruplarinda perivaskiiler lenfositik infiltrasyonunun azaldigi
tespit edildi.

Sonug olarak, bu ¢alismanin sonuglar1 metabolik sendromda ALA ve CoQ10
desteklerinin oksidatif stresi azaltmada, endotel disfonksiyonu ve insiilin direncini

diizeltmede faydali olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimler: Metabolik sendrom, alfa lipoik asit, koenzim Q10, oksidatif

stres.



ABSTRACT
THE EFFECTS OF ALPHA LIPOIC ACID AND COENZYME Q10
ADMINISTRATIONS ON THE MARKERS OF OXIDATIVE STRESS AND
ENDOTHELIAL DYSFUNCTION
IN METABOLIC SYNDROME INDUCED RATS.

Metabolic syndrome (MS) is a public health problem characterized by
insulin resistance, abdominal obesity, hypertension and dyslipidemia and associated
with increased risk of cardiovascular disease and type 2 diabetes mellitus. In the
present study, we aimed to investigate the effects of ALA and CoQ10
administrations on some oxidative and endothelial dysfunction markers in metabolic
syndrome induced rats.

In our study, 4 groups were formed by using Sprague Dawley rats. The
experimental groups were as follows: control group; this group was fed with standart
diet. MS group; metabolic syndrome was induced by adding %10 fructose to
drinking water for 8 weeks. ALA group; after developing MS, this group received
ALA (100 mg/kg/day) 1.p. for 5 weeks. CoQ10 group; after developing MS, this
group received CoQ10 (10 mg/kg/day) i.p. for 5 weeks. After all administrations, rats
were decapitated and blood samples were obtained for biochemical parameters.

ADMA (%164) and MDA levels (%62) were higher and total glutathione
(%15) and reduced glutathione levels (%21) were lower in the MS group compared
with the control group. ALA or CoQ10 administrations were found to reduce ADMA
(%35,44) and MDA levels (%17,21) and increase total glutathione (%2,5) and
reduced glutathione levels (%7) in the metabolic syndrome induced rats. Serum
glucose, insulin levels and HOMA-IR were increased in the metabolic syndrome
group compared to treatment groups. ALA and CoQ10 treatments were found to
have positive effects on lipid paremeters. Histopathological examination of the aorta
revealed decrease in perivascular lymphocytic infiltration in the treatment groups.

In conclusion, the results of present study indicate that ALA and CoQ10
supplementions in metabolic syndrome can be useful to reduce oxidative stress and
improve endothelial dysfunction and insulin resistance.

Key words: Metabolic syndrome, alpha lipoic acid, coenzyme Q10, oxidative stress
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1. GIRIS

Metabolik sendrom; abdominal obezite, glukoz-insulin metabolizmasi
bozuklugu, dislipidemi ve yiiksek kan basinci ile seyreden ve genellikle Tip 2
diabetes mellitus (DM) ve kardiyovaskiiler hastalik riskiyle karakterize olan 6nemli
bir halk sagligi problemidir. Metabolik sendrom (MS) ayni zamanda protrombotik ve
proinflamatuar bir durumdur (1).

Hiperglisemi, hipertansiyon ve dislipidemi gibi sik goriilen durumlarin
birlikteligine 1988°’de Gerald Reaven tarafindan dikkat cekilmis ve Sendrom X
olarak isimlendirilmistir. Reaven, Sendrom-X’1, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir
risk faktorii olarak kabul etmistir (2). 1989 yilinda, Kaplan ve arkadaslar1 tarafindan
obezite, hipertansiyon, dislipidemi, insiilin rezistans1 veya tip 2 DM’den olusan
benzer bulgular1 tasiyan hastalardaki bu klinik durum “Oldiiren Dértlii” (Deadly
Quartet) olarak tanimlanmistir (3).

Sonraki yillarda sendrom anlagilmaya bagslandiktan sonra metabolik sendrom,
polimetabolik sendrom, insiilin rezistans1 sendromu gibi isimlerle adlandirilmistir
.

1.1. Metabolik Sendrom

1.1.1. Metabolik Sendromun Etiyolojisi

Metabolik sendromun mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Obezite ve
insiilin direnci yaninda yaslanma, proinflamatuar durum, hormonal degisiklikler gibi
diger faktorler de metabolik sendromun sebebi olarak ileri siirtilmiislerdir. Bazi
hipotezlere gore insiilin direnci birincil neden iken, bir bagka hipoteze gore de asil
etken hormonal degisikliklerin neden oldugu abdominal obezitedir. Diger taraftan
genetik nedenler de sendromu tetikleyici olarak goz oniine alinmaktadir (5).

Obezite; hiperglisemi, hipertansiyon, hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi
ve diistik HDL kolesterol diizeylerine neden olur. Bu nedenle obezite, metabolik
sendromun 1iyi bilinen risk faktoridiir. Ayrica yag dokusu; glukoz ve yag
metabolizmasi tizerine etkili olan, insiilin sentezini etkileyen ve insiilin direncine
neden olan tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve plazminojen
aktivatdr inhibitorii-1 (PAI-1) gibi adipokinleri salgilar (6).

Insiilin direnci veya hiperinsiilinemi metabolik sendroma yol acan onde

gelen faktorlerden bir digeridir. Insiilin direnci obeziteyle sikica iliskili olmasina



ragmen obez olmayan insanlarda da goriilebilir. Insiilin lipolizin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadigidan insiilin direnci adipoz dokuda serbest yag asitlerinin
iiretiminin artmasima yol agar (7).

1.1.2. Metabolik Sendromun Tanis1

Metabolik sendrom tanisi i¢in kullanilan ¢esitli tami kriterleri vardir. Bu
kriterler; Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Ulusal Kolesterol Egitim Programi-Yetigkin
Tedavi Paneli III (NCEP-ATP III), Amerikan Klinik Endokrinologlar Birligi
(AACE) ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan tanimlanmistir
(Tablo 1-4) (8, 9).

WHO kriterlerine gore metabolik sendrom tanisi i¢in insiilin direncini
gosteren en az bir kriter ile eslik eden kriterlerden en az ikisinin varligi
gerekmektedir. WHO kriterlerine gore, ATP IlI’ten daha yiliksek kan basinci
degerleri gerekli goriilmiis, bel ¢evresi yerine viicut kitle indeksi (VKI) veya artmis
bel/kalga orani kullanilmistir. Ayrica mikroalbuminiiri ayr1 bir kriter olarak yer

almustir (8) (Tablol).

Tablo 1. Metabolik sendrom i¢in WHO tani kriterleri (8).

Asagidaki Kkriterlerden bir tanesinin varhg ile Asagidakilerden en az ikisinin insiilin
insiilin direnci tanisi direncine eslik etmesi
Tip 2 Diyabet -Kan basmct: sistolik > 140 mm Hg,
diastolik >90 mm Hg veya
antihipertansif tedavi
Bozulmus aglik glukozu -Trigliserid > 150 mg/dl
Bozulmus glukoz toleransi -HDL-K: erkekte < 35 mg/dl,
kadinda < 39 mg/dl
Glukoz uptake’inin incelenen popiilasyondaki en -Viicut kitle indeksi > 30 kg/m” veya
diistik yiizdesinin altinda olmasi bel-kalca oraninin erkekte > 0.9,

kadinda > 0.85 olmasi

-Idrarda albumin atilim oran1 > 20 pg/dk veya
albumin /kreatinin oraninin > 30 mg/g olmasi

Ulusal Kolesterol Egitim Programi-Yetiskin Tedavi Paneli III, 2001 yilinda
yetigkinlerde yiiksek kan kolesterolii tespiti, degerlendirme ve tedavisi raporunu
hazirlamistir. Bu raporda, metabolik sendrom tanisi i¢in tablo 2’de belirtilen bes

kriterden {i¢iiniin varliginin yeterli oldugu bildirilmistir (10).



Tablo 2. Metabolik sendrom i¢in NCEP-ATP III tan1 kriterleri (10).

Risk faktorii Degerler

Abdominal obezite

Erkek > 102 cm

Kadm > 88 cm

Trigliserid diizeyi > 150 mg/dl (> 1,69 mmol/l)
Diisiik HDL-K diizeyleri

Erkek <40 mg/dl (1.04 mmol/l)
Kadm < 50 mg/dl (1.29 mmol/l)
Artmis kan basinci Sistolik > 130 mm Hg veya

Diastolik > 85 mm Hg
Artmis aglik kan glukozu > 110 mg/dL (6.1 mmol/l)

NCEP-ATP III tanmm iizerine Amerikan Klinik Endokrinologlar Birligi
(AACE) insiilin direnci sendromu tanimlamasini gelistirmistir. AACE, metabolik
sendrom tanis1 i¢in gerekli kriterlerin sayismi belirlememis olup klinisyenin
yorumuna birakmustir (8) (Tablo 3).

Tablo 3. Metabolik sendrom i¢in AACE tani kriterleri (8).

Risk faktorii Degerler
Fazla Kilo / Obezite VKI > 25 kg/m?
Trigliserid > 150 mg/dl
Diisiik HDL - K diizeyi Erkek: <40 mg/dl
Kadin: < 50 mg/dl
Kan Basinci > 130/85 mmHg
2 Saatlik OGTT 140 — 200 mg/dl
Diger Risk faktorleri

*  Ailede tip 2 DM, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastalik dykdisii.

*  Polikistik over sendromu

. Sedanter hayat tarzi

o Tleri yas

*  Tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik
i¢in yiiksek riskli etnik gruba dahil olmak.

Son bir tanimlama da Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan
yapilmistir. Bu tanimlamada da 5 6lgiit mevcut olup bel ¢evresi uzunlugu daha asagi
cekilmistir. Bel g¢evresinin erkeklerde 94 cm, kadinlarda 80 cm’den fazla
bulunmasina ek olarak diger 4 faktorden ikisinin varlhigi tan1 koymak icin yeterli

kabul edilmistir (11) (Tablo 4).



Tablo 4. Metabolik sendrom i¢in IDF tani kriterleri (11).

Santral obezite:

Bel ¢evresinin erkekte > 94 c¢cm, kadinda > 80 cm olmasi

Diger kriterler (ek olarak asagidaki en az iki kriterin varhg)

* Artmus trigliserid diizeyi: > 150mg/dl

* HDL-kolesterol: erkekte <40 mg/dl, kadinda < 50 mg/dl

» Artmis kan basinct: sistolik kan basincinin > 130 mm Hg veya diastolik kan
basmcinin > 85 mm Hg olmasi

* Aclik kan glukozu: > 100 mg/dl olmasi

1.1.3. Metabolik Sendromun Prevalansi

Metabolik sendrom prevalansi obezite ve diyabete parelel olarak son yillarda
yiiksek oranda artmustwr. Farkli tanimlarin kullanimi nedeniyle, farkli toplumlarda
farkli caligmalar1 karsilastirmak zordur. Prevalans calisma yOntemi, Orneklerin
karekteristikleri (cinsiyet, yas, irk vs.) ve ¢alisma yilina bagh olarak degisir (12-14).

2001 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde MS prevalansi yetiskinler
arasindaki yasa gore ayarlanmis yaygimligi % 23.1 bulunmus ve kadinlarda daha hizl
olmak {izere artmakta oldugu saptanmistir. Metabolik sendrom prevalansi ile ilgili
ilkemizde yapilan Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Sikligi
Taramast (TEKHARF) calismasinda metabolik sendrom sikligi 30 yas ve {sti
erkeklerde % 28, kadmlarda ise % 45 olarak tespit edilmistir. 2004 yilinda yapilan
diger bir calisma olan Tiirkiye Metabolik Sendrom Siklig1 Arastirmasina (METSAR)
gore 20 yas ve tizerindeki erigskinlerde metabolik sendrom siklig1 erkeklerde % 28.8,
kadinlarda % 41.1 olarak saptanmustir (12-14).

1.1.4. Metabolik Sendromun Tedavisi

Metabolik sendromlu kisiler daha yiiksek kardiyovaskiiler hastalik (KVH)
riski altindadirlar. Bu yiizden tedavide asil ama¢ major risk faktorlerini azaltarak
KVH ve tip 2 diyabetes mellitus gelisme riskini azaltmaktir (15).

Kilo verme, egzersiz ve diyet modifikasyonunu iceren yasam tarzi
degisiklikleri tiim metabolik risk faktorlerini azaltmak icin yapilacak ilk
girisimlerdir. Abdominal obeziteli kisiler viicut agirliklarini %7 - %10 oraninda
azaltarak viicut kitle indeksini <25 kg/m>mn altina diisiirmelidirler. Fiziksel olarak

inaktif kisilerin diizenli olarak orta siddetde giinliik en az 30 dakika aerobik egzersiz



yapmas1 gerekmektedir. Aterojenik diyetlerler degistirilmelidir; doymus yag, trans-
yag ve kolesterol alim1 azaltilmalidir (15).

Yasam tarzi degisikliklerinin yetersiz kaldigi durumlarda farmakolojik tedavi
gerekmektedir. Dislipidemiye yonelik tedavide disiik dansiteli lipoprotein
kolesterolu (LDL-K) diisiirmek birinci hedeftir. Bu amagla statinler kullanilir.
Trigliserid (TG) yiiksekligi ve yliksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-K)
diistikliigii icin fibrat tedavisi diisiintilebilir. Agir kombine hiperlipidemisi olanlarda
statin ve fenofibrat kombinasyonu yapilabilir. Bozulmus aglik glukozu veya
bozulmus glukoz toleransi olanlarda yasam tarzi degisiklikleri tedavinin temelini
olusturur. Metformin ve tiazolidindionlarm insiilin direncini azaltic1 etkileri vardir.
Glukoz tolerans bozuklugu olan obez kisilerde metformin ile Tip 2 DM gelisimi
riskinde azalma saglandigi gosterilmistir. Akarboz kullannmmm Tip 2 DM
gelisiminin 6nlenmesinde etkili olduguna dair 6nemli sonuglar bulunmaktadir (9, 16-
18).

1.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma

1.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis yoriingelerinde en az bir adet eslenmemis elektron
iceren atom veya molekiillerdir. Dis yoriingedeki elektronun ortaklanmasini
saglamak i¢in diger molekiilerle reaksiyona girebilecek sekilde reaktif bir yapi
gosterirler ve bir bagska molekiil ile elektron aligverisinde bulunarak diger molekiilii
kararsiz hale getirirler. Serbest radikaller baslica 3 yolla meydana gelirler:
1-Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan
birinin kaldig1 homolitik boliinme ile;

X:Y->X+Y
2- Bir molekiiliin heterolitik boliinmesi ile;

X:Y->X+Y'
3-Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi veya bir molekiilden tek bir
elektronun kaybu ile;

A+e— A (19, 20).

Biyolojik sistemlerde, c¢esitli metabolik reaksiyonlar esnasinda siiperoksit

anyonu (O,"), nitrik oksit (NO"), peroksil radikali (ROO") ve hidroksil radikali (OH")



gibi cok sayida serbest radikaller siirekli olugsmaktadir (Tablo 5). Bununla birlikte,
oldukca reaktif ozellige sahip olan serbest radikaller, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan mekanizmalarla etkisiz hale getirilirler (Sekil 1). Serbest
oksijen radikallerinin asir1 artisi ve antioksidan sistemlerde yetersizlik sonucu

oksidatif stres olugsmaktadir (Sekil 2) (21-23).

Glugatpan
Rod GSSG
Glutabyon H:0
GsH Perak 0z
NADF‘H Oksidaz
0: 07 —‘\-Hzm

Transpum (

idaz Cu*?

hhyel
NO yElcpe

VAT

NO Sentaz

Sekil 1. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (22)

Tablo 5. Oksijen kaynakli reaktif bilesikler (21).

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit, (O, ") Hidrojen peroksit, (H,O;)
Hidroksil, (OH ) Hipoklordz asit, (HOCI )
Peroksil, (ROO") Singlet oksijen, (‘0,")
Alkoksil, (RO") Ozon, (0O3)

Nitrik oksit, (NO") Peroksinitrit, (ONOO )
Azot dioksit,( NO",) Lipid hidroperoksit, (LOOH)




Denge

Oksidatif stres
Artmms ROT

/ ROT

Oksidatif stres
Azalms AOK

/ ROT

AOK: Antioksidanlar

ROT:Reaktif
Oksijen Tiirleri

Sekil 2. Oksidatif stres olusumu (23).

1.2.1.1. Siiperoksit
Stiperoksit radikali (O;”) (Sekil 3) organizmada en ¢ok iiretilen radikaldir.

Insan viicudundaki pek ¢ok molekiil (6rnegin mitokondriyal elektron transport
sistemi elemanlarinin bir kismi) oksijenle direkt olarak reaksiyona girerek siiperoksit
olusturabilir. Siiperoksit radikali bu sekilde fizyolojik olarak olustugu gibi yabanci
mikroorganizmalar1 6ldiirmek lizere aktif fagositler tarafindan koruyucu amacla da
iiretilebilir. Siiperoksit radikali organizmada en ¢ok iiretilen radikal olmasina karsin

reaktivitesi ¢ok yliksek degildir (20).

Okspen  Siiperoksit

Sekil 3. Siiperoksit radikali olusumu (24).



1.2.1.2. Hidrojen Peroksit
Hidrojen peroksit (H»O), oksijenin enzimatik olarak iki elektronla

indirgenmesi ya da siliperoksitlerin  enzimatik/nonenzimatik  dismutasyonu
tepkimeleri sonucu olusur. Hidrojen peroksidin pK’s1 10.6 oldugundan, nétral ve
asidik kosullarda net yiikk tasimaz, biyolojik zarlari kolayca gegebilir. Hidrojen
peroksidin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, bakir (Cu), demir (Fe) gibi
metal iyonlar1 varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasidir. Hidrojen
peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek
yiiksek oksidasyon diizeyindeki ferril demir (Fe IV ) ve perferril demir (Fe V)
olusumuna neden olur. Bu formdaki reaktif demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere
sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baglatabilir. Belirtilen potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,0O,’nin derhal ortamdan uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki
onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler
(25).

Molekiiler oksijenin iki elektron almasi veya O,  radikalinin bir elektron
almasi1 sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii de iki hidrojen atomu ile birleserek
H,0;’yi olusturur.

02" +¢ +2H — H202

02+ 2¢ +2H — H202

Biyolojik sistemlerde H,O,; iiretimi siiperoksidin siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimi ile dismutasyonu sonucu olusur (25).
SOD
20, T+2H —» H,0,+0;

1.2.1.3. Hidroksil Radikali
Biyolojik sistemlerde iiretilen en gii¢lii reaktiviteye sahip radikaldir. Hidroksil

radikali hidrojen peroksidin gecis metalleri varliginda indirgenme reaksiyonu ile
olusan son derece reaktif bir radikaldir. Bu reaksiyona ‘Fenton Reaksiyonu’ adi
verilir (26).

H.0, +Fe™ — OH +OH +Fe ™ (Fenton reaksiyonu)

Hidroksil radikali ayrica hidrojen peroksidin siiperoksit radikali ile Haber-

Weiss reaksiyonu sonucunda da meydana gelir (27).



H,O,+ O;" - OH + OH + O,  ( Haber-Weiss reaksiyonu)

1.2.1.4. Hipokloroz Asit
Notrofillerdeki primer graniillerde bol bulunan myeloperoksidaz (MPO)

enzimi ile hidrojen peroksit ve klor iyonlarindan hipokloréz asit (HOCI) olusumu
katalizlenir (28).
MPO
H,0,+Cl" — H+HOCI + H,O

1.2.1.5. Singlet Oksijen
Yapisinda ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif

oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik formudur. Singlet
oksijen ('0,), serbest radikal reaksiyonlarmin baslamasma neden olmasi agisindan
Onem tasimaktadir.

Singlet oksijen, oksijenin elektronlarindan birinin digsaridan enerji almasi
sonucu kendi doniis yoniinden ters yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi

ile olusabilir (29).

1.2.1.6. Nitrik Oksit
Nitrik oksit (NO) bir¢ok biyolojik olayda gorev alan ¢ok kisa yar1 dmiirlii bir

serbest radikaldir. Ilk olarak Furchgott ve Zawadzki tarafindan 1980 yilinda tavsan
aortunda saglam endotelde asetilkolin etkisiyle gevseme yaniti olusturan bir
maddenin varlig1 fark edilmistir (30). Bu maddeye ‘endotel kaynakli gevsetici faktor’
ad1 verilmistir. Daha sonra bu maddenin Nitrik Oksit oldugu anlasilmistir. NO
sentezi i¢in kullanilan 6nciil molekiil, L-arjinin, amino asitidir. NO’in arjininden
sentezi Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi ile gerceklesir. Bu reaksiyonda O, ve
NADPH’a ihtiya¢ duyulmaktadwr. Hem, Flavin mononiikleotid (FMN), Flavin
Adenin Diniikleotid (FAD) ve Tetrahidrobiopterin (BH4) bu enzimin koenzimleri
olup, reaksiyon sonucunda Sekil 4’de gosterildigi gibi L-sitriilin ve NO agiga cikar
(31-33).

Nitrik Oksit Sentaz enziminin ii¢ izoformu tanimlanmistir; ndronal NOS (Tip
I NOS, nNOS), indiiklenebilir NOS (Tip II NOS, iNOS) ve endotelyal NOS (Tip 111,
eNOS) (Tablo 6). Endotelyal NOS ve noronal NOS, yapisal NOS olarak da bilinir ve

bunlarin aktiviteleri hiicre i¢i kalsiyumu tarafindan diizenlenir (31, 34).



o e ADMA _
FAD
7O FMN  BH

I'-. s

NO Sentaz

fl
\ \\‘ N_Fq:__-f/

'\-\_\_\_\_\__'_‘_

" Nw-Hidroksi-
i, L-Arjinin

Sekil 4. NO sentezi (35)

Tablo 6. Nitrik oksit sentazin izoenzimleri (36)

NO Salinim Kaynak Regiilasyon Kromozom
izoform
Tip1 Devamli Sinir hiicreleri Kalsiyuma 12
(nNOS) bagiml
Tip I Indiiklendiginde Makrofaj, damar diiz Sitokinler, ve 17
(INOS) kasi1, damar endoteli, oksidanlar

miyokard, endokard, tarafindan

hepatosit, immiin indiiklenme

hiicreler, hava yolu

epiteli
Tip I Devamli Vaskiiler endotel Kalsiyuma 7
(eNOS) hiicreleri, plateletler, bagiml

miyokard ve endokard,
mast hiicreleri,
nétrofiller

Nitrik oksitin yarilanma émrii cok kisadir ve hizla okside olarak nitrit (NO;)
ve nitrata (NOs) doniisiir. Nitrik oksitin agik formiiliinde goriilenen ciftlenmemis
elektronu, azot ve oksijen atomlar1 lizerinde yer degistirerek ‘rezonans stabilitesi’

saglar, reseptorden bagimsiz olarak membranlardan kolayca diffiize olabilir (37).
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Nitrik oksit, endotel bagimli vazodilatasyonu anjiyotensin I ve endotelin gibi
endotel kaynakli vazokonstriktorlerin etkisine karsi koyarak saglar. Ayni zamanda
trombosit agregasyonu ve adezyonu, lokosit adezyon ve infiltrasyonu ile vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder. Yiiksek LDL, kaveolin-1 ve
eNOS arasindaki etkilesimi artirarak NO sentezini azaltwr. Siiperoksit anyonlari
NO’yu cabucak inaktive eder ve NO sentezinde kofaktdr olan BH4’ii ortadan
kaldirirlar (38, 39).

NO bir dizi nitrojen oksitlere doniisebilir (Tablo 7). NO’nun siiperoksit ile
tepkimesiyle olusan peroksinitritden (ONOO"), nitrojen dioksit (NOy’) ile hidroksil
(OH) radikali olusabilir (40, 41).

0, + NO — ONOO®

ONOO+H" —ONOOH

ONOOH — OH" + NOy

Tablo 7. Nitrojen oksitler (41).

Nitrojen dioksit. (NO,*)
Nitroz oksit (N,O)
Dinitrojen trioksit (N>O3)
Dinitrojen tetraoksit N2O4)
Nitrit (NOy")

Nitrat (NO3")

1.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Organizmada olusan serbest radikaller dogal antioksidan sistemlerle ortadan
kaldirilamazlarsa hiicreler i¢cin toksik etki gosterirler. Serbest radikaller hiicrelerin
lipid, protein, DNA, karbonhidrat gibi onemli bilesiklerine etki ederler. Serbest
radikaller, endojen ve ekzojen kaynakli olabilir (Tablo 8) (42, 43).

1.2.2.1. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri
Lipidler, serbest radikal hasarma karsi cok hassas yapilar olup biyolojik

molekiiller i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerine en fazla maruz kalan
molekiillerdir. Hiicre membrani serbest oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona

girebilen coklu doymamis yag asitlerinden olduk¢a zengindir. Membrandaki
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kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iirtinlerini olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin
(PUFA) oksidatif yikimi “lipid peroksidasyonu” olarak adlandirilir (Sekil 5). Bu
sekilde meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Lipid peroksidasyonu
kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde ilerleyerek serbest
radikaller i¢in devamli bir kaynak saglar (44-46).

Tablo 8. Serbest radikal kaynaklar1

Endojen kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri

Oksidan enzimler: ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, galaktoz oksidaz,
siklooksijenaz,

Lipooksijenaz, monoamin oksidaz

Notrofil, makrofaj, monosit, endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlar1

Ekzojen kaynaklar

Iyonize Radyasyon

Hava Kirliligi

Sigara

Giines Is181

Is1 Soku

[laglar

Lipid peroksidasyonu tepkimeleri metal katalistlerin varhiginda, serbest
radikallerin ¢oklu doymamis yag asiti zincirinin alfa-metilen gruplarindan bir
hidrojen uzaklastirmasi ile baslamaktadir. Uzaklasan hidrojen atomu sebebiyle,
karbon atomu iizerinde ortaklasmamis bir adet elektron kalir ki bu da yag asidi
zinciri iizerinde radikal olmasma neden olur. Olusan lipid radikali kararsiz bir
bilesiktir. Molekiil, stabil duruma gelebilmek icin, molekiil i¢i baglarmi tekrar
diizenler ve konjuge dien yapisina doniisiir. Bu konjuge dien, fizyolojik kosullarda
oksijen ile birlesmeye egilimli oldugundan reaksiyon sonucu okside olur ve peroksil

radikalini olusturur (44-46).
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Lipid peroksil radikali, membran yapisinda bulunan diger ¢oklu doymamis
yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusmasma yol acarken,
kendisi de aciga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperokside doniisiir.
Boylece tek bir substrat radikal diger yag asitlerini tetikleyerek birden ¢ok lipid
hidroperoksit olusmasina sebebiyet verir. Boylelikle tek bir baslangic olayi, yag asit
zincirlerinin binlerce lipid hidroperoksit sekline donlismesi ile sonuglanir. Bu
tetikleme olaymim ne zaman sona erecegi ortamda bulunan oksijen ve antioksidan
miktarina baghdir (44-46).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil
bilesikler ile etan, pentan gibi ugucu gazlara donlismesi halinde sonlanir. Bununla
birlikte, ilerleme reaksiyonlar1 zincir reaksiyonlarmi kiran bir antioksidan tarafindan
lipid perokside bir hidrojen atomu verilmesi ile de tamamlanabilir (44-46).

Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu hiicresel komponentlere en c¢ok zarar veren
reaksiyonlardan biridir. Reaksiyon sonucunda malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) gibi {iriinler olusur. Peroksidasyona ugramis olan
poliansatiire yag asidlerinden olusan reaktif bilesiklerden biri olan {i¢ karbonlu MDA
bir ketoaldehitdir (47, 48) (Sekil 6).

Biyolojik 6rneklerde lipid peroksidasyonunun ve serbest radikal aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilan en kolay ve yaygin yontem, MDA’ ’nin tiobarbitiirik asit
(TBA) ile tepkimesidir. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan ve
spesifik olmayan bir yontem olmasina ragmen TBA tepkimesi, MDA iiretiminin 1yi
bir gostergedir. Yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC), serbest MDA

Olciimiinde en giivenilir yontemdir (47, 48).

1.2.2.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri
Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit igerigine gore

degisir. Etkilenme dereceleri igerdikleri aminoasit i¢erigine baglidir. Doymamis bag
ve siilfiir iceren aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenir.
Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglar1 enzim aktivitesindeki
azalma, protein fonksiyonlarmin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein

agregasyonu, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptér aracili endositozun
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bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki artis olarak

siralanabilir (49).

Bagslama:

— — Cok doymamis
vag asitleri (LH)

RH

Lipit radikali (L~ )

llerleme: l
-

Iy “, /..-"" “ “, Dien konjugat
}f i}
—o
Iy Y /‘/ N N, Lipit peroksit

o
radikali (LOO®)
LH
|_-
O —

/ Lipit hidroperoksit
(LOOH)

O—H

Pargalanma drinleri
(aldehitler ve diger karbonil bilesikler,
etan, pentan v.s.)

Sekil 5. Coklu doymamais yag asitlerinin peroksidasyonu (46)
O——CH—CH>—CH—0O0

Sekil 6. MDA’ ni molekiiler yapis1 (48)

1.2.2.3. Serbest Radikallerin Karbohidratlar Uzerine Etkileri
Serbest radikallerin karbohidratlar iizerine onemli etkileri vardir. Glukoz,

mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak siiperoksit
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ve hidrojen peroksidi meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, protein
capraz baglanmalarina yol acgarak bazal zar kalinlasmasma da neden olur. Serbest
radikaller, bu etkilerinden dolay:1 diyabet, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon,
psoriasis, romatoid artrit, kanser gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde onemli rol
oynamaktadir. Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlar1 ile karsilastiklarinda,
glukoz bir enzimin araciligma gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz
glikasyon reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler
oksijene bir elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden olur. Glukoz
ve proteinlerin amino gruplar1 arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan
glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla 6nce shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan
amadori iriinleri olusur. Erken glikasyon {iriinleri (amadori {riinleri) aralarinda
oksidasyonun da yer aldigi ve reaktif oksijen tiirlerinin olustugu bir seri geri

dontistimsiiz reaksiyonla ileri glikasyon son tiriinlerine (AGE) dontistir (50, 51).

1.2.2.4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler Uzerine Etkileri
Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek

hiicrede mutasyona ve 6liime yol acar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girerek degisikliklere neden olur. Hidrojen peroksit hiicre
zarindan kolayca gecerek hiicre cekirdegine ulasir ve DNA hasarma hatta hiicre
Oliimiine neden olabilir. Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi
daha sinirhidir. Stiperoksit anyonu, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bolgeler
iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer (52).

1.2.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri
arasindaki hassas denge korunamadigi takdirde, hiicre hasarina kadar giden bir¢ok
patolojik degisiklik ortaya cikmaktadir. Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar
yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyona karsi korunmasi olmustur. Bunun
sonucu olarak, baslangicta antioksidanlar lipid peroksidasyonunu engelleyen
molekiiller olarak tanimlanmislardir. Giinlimiizde ise antioksidanlarin tanimi
lipidlerin yan1 sira proteinler, niikleik asitler ve karbohidratlar gibi diger hedef

molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir. Bdylece,
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antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren
maddeler olarak tanimlanmakta ve bu tamimla baglantili olarak antioksidanlarin
etkileri farkli sekillerde olabilmektedir (53).
Baslica antioksidan etki ¢esitleri sunlardir:

1.Reaktif oksijen tiirlerinin enzim reaksiyonlar1 araciligiyla veya dogrudan
temizlenmesi,

2.Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3.Metal iyonlarin baglanmasi ve bdylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi,

4.Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

Antioksidanlar, endojen ve ekzojen kaynakli olup enzim veya enzim olmayan

yapida olabilirler (Tablo 9).
Tablo 9. Antioksidanlar (53)

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi  Vitamin C (Askorbik asit)
Stiperoksit Dismutaz Vitamin E (a-tokoferol)
Glutatyon Peroksidaz B-karoten
Katalaz Bilirubin
Glutatyon S Transferaz Melatonin
Glukoz 6 Fosfat Dehidrojenaz Koenzim Q10

Alfa lipoik asit

Urik asit

Glutatyon

Ferritin

Transferrin

Seruloplazmin

Alblimin

Haptoglobin

1.2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.2.3.1.1.Sitokrom oksidaz
Solunum zincirinin bir enzimi olan sitokrom oksidaz asagidaki reaksiyonla

stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.
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40, +4H" +4e —2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda normal bir fonksiyon olup, siirekli devam
ederek yakit maddelerinin oksidasyonunu tamamlar ve bol miktarda enerji liretimi
saglanir (54).

1.2.3.1.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz bir siiperoksit molekiiliinii O, molekiiliine yiikseltgeyip,
diger siiperoksit molekiiliinii H,O;’ye indirger.

SOD
20, 7 +2H — H0,+0;
Insan viicudunda 3 farkli SOD enzimi vardir;
CuZn-SOD: Sitoplazmada lokalizedir. Aktif bolgesinde kofaktér olarak bakir ve
cinko bulunur. Disiilfit kopriisii ile baglanan birbirinin ayni iki alt iiniteden
olusmustur.

EC-SOD: Vaskiiler endotele bagli olarak bulunan ekstraselliiler SOD’un

kofaktorleri bakir ve ¢inkodur.
Mn-SOD: Mitokondride bulunur. Kofaktorii mangandir (22, 55).

1.2.3.1.3. Katalaz

H,0,, biyolojik sistemler i¢in zararhidir ve OH" olusumunu arttrmaktadir. Bu
nedenle olusan H,O,’nin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla hiicre i¢inde
H,0,’y1 yikan enzimlerden birisi katalazdir. H>O,’nin molekiiler oksijen ve suya
dontistimiinii katalizler (56).

Katalaz

2H,0, — 2H,0+ 0,

1.2.3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Rediikte glutatyonu (GSH) yiikseltgerken H2O2’y1 de suya cevirir ve bdylece
membran lipidlerini ve hemoglobini oksidatif strese karst korur. Glutatyon
peroksidaz, E vitamini yetersiz olursa, membrani peroksidasyona kars1 korur.
Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabilir. Ciinki
selenyum bu enzimin bir integral parcasidir. GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1
katalizler (22, 57).

H,O, + 2GSH — GSSG + H,O

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O
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1.2.3.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)

Okside glutatyonu (GSSG) rediikte hale cevirir. Glutatyonun indirgenme
reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha
sonra GSH’m iki sisteini arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek
stiretiyle okside glutatyona aktarilmis olur (22, 57).

GSSG + NADPH + H'— 2GSH + NADP"

1.2.3.1.6. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi
de toksik metabolitlerin detoksifikasyonunu saglayan baska bir antioksidan enzimdir

(22, 57).

1.2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
1.2.3.2.1. Vitamin C

C vitamini bir ketolaktondur. Organizmada bircok hidroksilasyon
reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. O2” ve OH ile kolayca
reaksiyona girerek onlar1 temizler. Tokoferoksil radikalinin alfa-tokoferole
rediiklenmesini saglar (58, 59).

1.2.3.2.2. Vitamin E

Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu a-
tokoferoldiir. Zincir kiric1 antioksidan olarak fonksiyon gosterir. Hidrofobik kismina
hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baglhdir. Bu yilizden lipid peroksidasyonu
sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine a- tokoferolle
birleserek reaksiyon zinciri kirilmig olur.

a-tokoferol-OH + COO * —a-tokoferol-O" + COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O" ‘e doniistiiriilmiis
olur. Bu radikalin ise baska bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir. Sonucta
zincir reaksiyonunu durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran yilizeyinde
askorbik asitle (C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniismektedir (22).

a-tokoferol-O" + Askorbik asit— a-tokoferol + DH Askorbik Asit

1.2.3.2.3. Beta-Karoten

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan beta-karoten, singlet oksijen ve
hidroksil radikalini temizler; peroksi ve alkoksi radikallerinin dokularda

tutulmasimdan sorumludur (60).
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1.2.3.2.4. Glutatyon

Glutatyon hiicre i¢inin 6nemli antioksidan molekiiliidiir ve serbest radikallerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Glutamat, sistein ve
glisinden sentezlenen bir tripeptiddir ve silfidril gruplari acisindan oldukca
zengindir. GSH-Px, GSH-R ve GST gibi enzimlerin fonksiyonu i¢in gereklidir (Sekil
7). Ayrica hiicrenin protein yapisindaki siilfhidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde
tutarak pek cok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. Glutatyon, amino

asitlerin hiicre i¢ine transportunda da rol alir (61).

G-5-5-G
yilkseltgenmis

Glutatyon peroksidaz

NADPH+H 2H~0

2G-5H

+
NADP indirgenmis

Sekil 7. Glutatyonun oksidasyon-rediiksiyon siklusu (62)

1.2.3.2.5. Melatonin

Melatoninin giiclii antioksidan kapasitesi genellikle elektron verme
potansiyeline sahip olma 0Ozelligine baglanir. Melatonin hidroksil radikallerini
notralize eder ve hidroksimelatonin olusur. Ayrica, melatoninin peroksil radikaller,
singlet oksijen ve hidrojen peroksit ile etkilestigi gosterilmistir. Melatoninin
metabolitleri olan 6-hidroksimelatonin, N-asetil-N-formil-5-metoksikinuramin ve N-
asetil-5-metoksikinuraminin serbest radikalleri detoksifiye edebilme 6zelligi vardir.
Melatonin reaktif oksijen tiirleriyle direk etkilesmesine ek olarak glutatyon,
siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin aktivitelerini up-
regiile eder. Buna ek olarak, nitrik oksit sentaz ve lipoksijenaz gibi prooksidan
enzimleri down-regiile edebilir (63).

1.2.3.2.6. Urik asit

Urik asit, pK’s1 5.75 olan zayif bir organik asittir. Fizyolojik pH degerlerinde

monosodyum iirat olarak bulunur. Insanlarda piirin yikimmin son iiriiniidiir. Urik asit
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singlet oksijen ve peroksinitriti temizler ve gecis metalleriyle selat olusturur. Urik
asit peroksinitrit kaynakli protein nitrozasyonunu, lipid peroksidasyonunu ve NOS
sentezinde gerekli tetrahidrobiopterinin inaktivasyonunu onler. Ayrica, iirik asit
LDL’yi Cu™ aracili oksidasyondan korur (64).

1.2.3.2.7. Koenzim Q10 (CoQ10)

Koenzim Q10 (2,3-dimetoksi-5-metil-6-dekaprenil benzokinon) hiicredeki
enerji tretimi swrasinda kilit enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak gorev yapan,
her hiicrede bulunabilen, yagda ¢6zilinen, vitamin benzeri bir bilesiktir. CoQ10 ilk
defa 1957 yilinda Dr. Frederick Crane tarafindan Winconsin’de sigir kalbinin
mitokondrisinden izole edilmistir. Koenzim Q biyolojik dokularda hem rediikte
formda (ubikinol) hem de okside formda (ubikinon) bulunan bir redoks molekiiliidiir
(65-67) (Sekil 8).

Memelilerde ubikinon, yan initelerine 1,4 benzokinon bagli 10 izoprene
sahip ve vitamin K’ya yapisal olarak benzeyen CoQI10 seklinde bulunmaktadir.
Ubikinonlar, yan zincirlerinde yer alan izoprenoid birim sayisina (n) gore farklilik
gosterirler. Yan zincir 10 izoprenoid iinitesinden olusursa, bu yapiya CoQ10 ismi

verilir (65-67).

CH,O

CH,0O
O
Ubkikinon \I//I\
OoOH
CH,O CH,
CH,O .
CH, 10
OH
Ubikinol

Sekil 8. Ubikinon ve ubikinolun yapis1 (68)
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Memeli hiicrelerinde ubikinon sentezi iki metabolik yolla gerceklesir;
poliprenil yan zincirinin sentezi ve 6 karbonlu kinon halkasmin olusumu seklindedir.
Tirozin ve fenil alanin, kinon halkasinin 6nciil amino asitleridir. Bu amino asitler
baz1 basamaklarin sonucunda 4-hidroksi benzoata doniistiiriiliir. Poliprenil yan zincir
ise farnezilpirofosfat olusumu ile sonuglanan ve mevalonat yolu olarak adlandirilan
bir reaksiyon dizisi sonunda asetil CoA’dan meydana gelir. Farnezil pirofosfat
dekaprenil pirofosfata doniistiikten sonra 4-hidroksibenzoat ile birleserek dekaprenil
4-OH benzoat1 ve birkag basamak sonra koenzim Q’yu olusturur. Farnezil pirofosfat,
aynt zamanda kolesterol ve dolikoliin de 6n maddesidir. Koenzim Q sentezi
endoplazmik retikulumda baglar ve golgide tamamlanir. Koenzim Q en ¢ok
mitokondride bulunur. Hayvan hiicrelerinde koenzim Q’un mitokondriye ek olarak
endoplazmik retikulum, golgi, lizozom, peroksizom ve plazma membraninda da yer
aldig1 gosterilmistir (67, 69).

Koenzim Q10 mitokondride solunum zincirinin elektron tastyicisi olarak
gorev alr. CoQIl0 elektron transfer zincirinde yiikseltgenme-indirgenme
tepkimelerinde gorev yapan kompleks I, II ve III olarak isimlendirilen enzim
sistemlerinin aktiviteleri i¢in gerekli bir koenzimdir. Yapisindaki kinon grubu
CoQ10’a elektron tastyicis1 6zelligini kazandirir. Redoks 6zelligi ile elektronlarin
kompleks 1 (nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenaz) ve kompleks II’den
(stiksinat dehidrogenaz) kompleks I1I’e (ubikinon - sitokrom ¢ rediiktaz) tasinmasini
saglar. Bu yiizden, CoQ10 hiicresel enerjinin iretilmesinde 6nemli bir rol oynar (69,
70).

Koenzim Q10’un Antioksidan Fonksiyonu:

CoQ10’un hiicre ve organellerin membranlarinda 6zellikle indirgenmis formu
(ubikinol) yerlesmistir. Ubikinol antioksidan 6zelligi ile lipid peroksidasyonunu
engeller. CoQI10 hiicrenin, tiim intraseluler bdlgelerinde NADH sitokrom-b5
rediiktaz, NADH/NADPH oksidorediiktaz (DT diaforaz), NADPH CoQ rediiktaz
enzimleri sayesinde rediikte halde tutulmaktadir. Endomembrandaki enzimler
ozellikle bir radikal ile reaksiyon sonucu olusan herhangi bir semikinonun bir
elektron ile tekrar rediiklenmesi i¢in 6nemlidir. DT diaforaz herhangi bir kinonu ara
madde olmadan iki elektron transferi ile direk rediikleyebilir. Ubikinol, lipid peroksil

radikallerinin olusumunu engeller (69, 71).
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Membran proteinlerinin oksidasyonu da ubikinol tarafindan onlenebilir.
Selenyum ve alfa-tokoferolun besinsel yetersizligi sonucu olusan oksidatif stres
durumunda, membranlardaki CoQ10 miktarinda yiiksek bir artig gozlenir. Ayni
zamanda membranlarda bulunan DT diaforaz miktar1 da belirgin olarak artar.
Membranlarda CoQ10 yetersizliginde tokoferolun rejenarasyonu ¢ok yavas olur (71).

CoQ10 miyokard hiicrelerinde adenin niikleotid havuzunun tiikkenmesine
engel olarak da ATP miktarinin azalmasma engel olur. Hiicre i¢i kalsiyum
kanallarini stabilize ederek kalsiyum dongiisiinii kontrol eder. Lenfosit ve monositler
iizerine, endotel fonksiyonuna, hiicre sinyali ve gen ekspresyonuna etkisi
bulunmaktadir (67).

CoQ10, vitamin E’den daha giiclii bir antioksidandir ve LDL oksidasyonunu
inhibe eder. CoQ10’un apolipoprotein E geni eksik farelerde lipid peroksidasyon
belirteglerini azalttigit ve tavsanlarda ateroskleroz olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir (72).

CoQ10 antioksidan enzim diizeylerini artirir. CoQ10 uygulanmasinin plazma
SOD seviyelerini ve karaciger GSH-Px ve SOD aktivitelerini artirdigi tespit
edilmistir (73).

CoQ10 destekli diyet alan yash ratlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda
izoprenaline kars1 mezenterik arter gevseme yanitinda diizelme oldugu tespit
edilmistir (72).

CoQ10, NADPH oksidaz gen ekspresyonunu baskilayarak reaktif oksijen
tirlerinin Uretimini azaltir ve serbest radikal reaksiyonlar1 sirasinda lipid
peroksidasyonu {riinlerini temizler. Yapilan bir calismada insan umbilikal ven
endotel hiicrelerinde yiiksek glukoz ile indiiklenen oksidatif strese karsi CoQ10’un
koruyucu etkisi arastirilmistir. Yiiksek glukoza (30 mM) maruz kalan hiicrelerde
apoptozisin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, reaktif oksijen tiirlerinin asiri
iiretimi, protein kinaz C 2 aktivasyonu ve endotelyal nitrik oksit sentaz ekspresyon
artist goriilmiistir. CoQ10 uygulanmast bu degisiklikleri inhibe etmistir. Bu
sonucglara gore, CoQ10’un mitokondriyal kaspaz-3 yolunu inhibe ederek reaktif
oksijen tiirlerine bagli apoptozisi engelledigi ileri siirtilmiistiir. Ayrica, yiiksek
glukoz, interselliiler adezyon molekiili 1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon

molekiili 1 (VCAM-1) upregiilasyonu artrmis ve CoQl0’un bu endotel

22



anormalliklere karsi giliclii inhibitor etkisi oldugu gdosterilmistir. Bu sonuglarla,
CoQ10’un yiiksek glukoza bagli oksidatif stres ile olusan endotel disfonksiyona kars1
koruyu bir etkisi oldugu sonucuna varilmistir (74).

1.2.3.2.8. Alfa Lipoik Asit (ALA)

Alfa lipoik asit (1,2 dithiolan-3 pentanoik asit; 6,8 dithio-oktanoik asit)
yiikseltgenmis formunda intramolekiiler distilfid bagi olusturan, oktanoik asitin bir
disiilfid tiirevidir. Serbest ALA hiicreler tarafindan hizla alinir ve intraseliiler olarak
dihidrolipoik asite (DHLA) indirgenir. Mitokondrisi olan hiicrelerde, ALA NADH
bagimli reaksiyon ile lipoamid dehidrogenaz tarafindan DHLA’ya indirgenir.
Mitokondrisi olmayan hiicrelerde, ALA NADPH yoluyla glutatyon ve tiyoredoksin
rediiktaz ile DHLA’ya indirgenebilir. ALA okside veya rediikte olabilen iki stlfiir
molekiilii icerir (Sekil 9). Bu 6zelligi ALA’ya giiclii bir antioksidan 6zellik yaninda
bazi onemli enzimler i¢in kofaktdr olma 6zelligi saglar. Piriivat dehidrogenaz ve a-
ketoglutarat dehidrogenaz gibi mitokondriyal anahtar enzimlerin kofaktorii olarak
gorev yapar ve piruvatin asetil-CoA’ya oksidatif dekarboksilasyonunda
gereklidir. ALA ve indirgenmis formu DHLA, giicli antioksidanlardir. ALA’nin
onemli bazi fonksiyonlari; reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi, C, E vitaminleri,
glutatyon gibi ekzojen ve endojen antioksidanlarin rejenerasyonu, metal iyonlari
selasyonu, membran lipid peroksidasyonun oOnlenmesi ve okside proteinlerin
onarmmidir.  Antioksidan Ozellikleri nedeniyle, ALA’nin oksidatif stresin
onlenmesinde ve tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir. ALA ve DHLA 0.05-1 mM
konsantrasyonlarinda hidroksil radikal, hipoklorik asit ve singlet oksijeni inaktive
eder, Fe™ ile selat olusturur (75).

Insiilin direncinin oksidatif stres ve endotel disfonksiyon ile iligkili olmasi
nedeniyle alfa-lipoik asitin insiilin direnci goriilen durumlarda faydali oldugu ileri
stiriilmiistiir. Metabolik sendromda alfa lipoik asit tedavisinin kan basincini azalttigi,
insitilin direnci ve dislipidemiyi diizelttigi gosterilmistir (76). Lipoik asitin obez
ratlarda AMP-Aktive Protein Kinazin aktivasyonu yoluyla endotel disfonksiyonu
engelledigi gosterilmistir (77).

Yasli ratlarda ALA  uygulanmasmnimn aortda asetilkoline  bagh
vazorelaksasyonu normale getirdi§i ve yasa baglh nitrik oksit sentaz ve Akt’nin

fosforilasyonunda azalmayr diizelttigi gosterilmistir. ALA’nin endotel seramid
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diizeylerinde azalmaya neden oldugu ve bunun protein fosfataz 2A’nin aktivitesini

azalttig1 rapor edilmistir (78).

S—S
Lipoik asit M OH
0
SH SH
Dihidrolipoik asit > OH
0

Sekil 9. Lipoik asit ve dihidrolipoik asitin yapis1 (75)

ALA ve DHLA’nin NF-kappa B sinyal iletimini diizenledigi, ICAM-1 ve
VCAM-1"m ekspresyonunu downregiile ettigi gosterilmistir (79).

Yagli ratlara ALA uygulanmasmin MDA diizeylerini azalttig1 ve karacigerde
glutatyon diizeylerini arttirdig1 gésterilmistir (80).

ALA in vivo ve in vitro olarak glutatyon diizeylerini artirir. Sistein
kullanilirhig1 glutatyon sentezinde hiz kisitlayic1 faktdr olarak bilinmektedir.
ALA’nin DHLAya doniisiimiinde sistin sisteine indirgenir. Sistein ndtral amino asit
tasima sistemiyle alinir ve glutatyon sentezi i¢in kullanilir (81) (Sekil 10).

Albumin, transferrin, laktoferrin, seruloplazmin enzimatik olmayan diger
antioksidanlar arasinda yer almaktadir.

1.3. Metabolik Sendromda Oksidatif Stres

Metabolik sendromlu hastalar diyabet gelisimi agisindan yiliksek risk
altindadirlar. Lipid hidroperoksitler, konjuge dienler ve isoprostanlar gibi oksidatif
stres belirteglerin diizeylerinin arttig1 diyabetik hastalarda; E ve C vitaminleri,
glutatyon, siliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
parametrelerin azalmasi metabolik sendromda da oksidatif stresin onemli bir rolii
olabilecegini gostermektedir (22, 82, 83).

Artmis  glukoz  diizeyleri; otooksidasyon, oksidatif fosforilasyon,
glikozilasyon ve glukozamin yolaklar1 ile mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (ROT)
iiretimi sonucu oksidatif strese neden olur. Yiikselmis serbest yag asitleri oksidatif

fosforilasyonun mitokondriyal ayrigsmasi ve B-oksidasyon nedeniyle ROT iiretiminde
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artisa neden olarak oksidatif strese neden olabilir. Yiiksek glukoz ve serbest yag
asitleri; hiicresel strese hassas yollarin [(ileri glikasyon son iirlinleri (AGE), AGE
reseptorleri, Protein kinaz C, Poliol yolu, Niikleer Faktor kB, NH2-terminal Jun
kinazlar / Stresle Aktive Protein kinazlar (JNK / SAPK), p38 Mitojenle Aktive
Protein kinaz ve heksozamin yollar1 gibi)] aktivasyonu icin bir sinyal iglevi gorebilir.
Bu yollarmm aktivasyonu insiilin direnci, [B-hiicre ve endotelyal fonksiyon

bozukluklarina neden olur (84).

Ekstraselliiler intraselltiler
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Sekil 10. Lipoik asitin dihidrolipoik asite rediiksiyonu ve sistein biyoyararlaniminda
artma ile hiicresel glutatyon biyosentezinin artis1 (81)

Metabolik sendromda hiperglisemiye bagli oksidatif stres olusabilmektedir.
Hipergliseminin oksidatif stresi artirma mekanizmalar1 poliol yolu aktivasyonu,
fonksiyonel proteinlerin  glikolizasyonu, glukoz otooksidasyonu, oksidatif
fosforilasyon ve eNOS ayrismalaridir. Glukoz oksidasyonu; siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri gibi bir dizi ROT olusturur. Artmis hiicresel glukoz
alimi diagilgliseroliin (DAG) de novo sentezini artirir ve protein kinaz C aktive olur,
pro-inflamatuar sitokinler (NF-kB aktivasyonu ile) ve ROT (NAD(P)H oksidaz
tarafindan) iiretimini indiiklenir. Uzun siireli hiperglisemi endotel reseptorlerine
baglanabilen AGE olusumunu artirir ve bu da reseptor aracilit ROT iiretimini artirir

ve pro-inflamatuvar yollar1 (NF-kB ile) aktive eder (72).

25



Metabolik sendromda glukotoksisite yaninda lipotoksisite de oksidatif hasara
neden olmaktadir. Obezitenin hiperglisemiden bagimsiz olarak oksidatif stres ve
lipid peroksidasyonunu predispoze ettigi konusunda kanitlar vardir. Obezlerde
NADPH oksidaz ekspresyonun daha yiiksek oldugu ve yiikselmis serbest yag asidi
diizeylerinin NADPH oksidaz1 aktive ederek serbest radikal iiretimini artirdigi
gosterilmistir (85).

Aterosklerozun 6nemli bir nedeni olan sistemik oksidatif stresin metabolik
sendromda arttig1 gosterilmistir. Okside diisiik yogunluklu lipoprotein, 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) ve lipid peroksitler gibi oksidatif stres
belirteglerinin metabolik sendromlu ratlarda artmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica
serum 3-klorotirozin ve 3-nitrotirozin diizeylerinin de arttig1 gosterilmistir (86).

MS’de antioksidan enzim aktivitelerinin azalmast ile E ve C vitamini
diizeylerinde azalma sonucu total antioksidan kapasitesinde diisme goriilebilir. MS
komponentleriyle orantili olarak total antioksidan diizeyleri azalir, peroksitler ve
oksidatif stresin diger belirtecleri artar (87).

Asir1  fruktoz alminin oksidatif stresi artwrdigi ¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmistir. Bazi ¢caligsmalarda ratlarda ytliksek fruktozlu diyetin insiilin direnci ve
serbest radikal savunma sisteminde bozukluga yol agtig1 gosterilmistir (88). Asir
fruktoz alimina bagh insiilin direnci ve artmus serbest radikaller endotel hiicreler
iizerinde olumsuz etkilere neden olabilir (89).

Yiiksek fruktozlu diyet ile beslenen ratlarda antioksidan enzimlerin
aktiviteleri ve mRNA sentezinin azaldig1 bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Cavarepe
ve arkadaglarinin yaptig1 calismada yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda karacigerde
ve kalpte katalaz mRNA ve Cu-ZnSOD mRNA ekspresyonun belirgin olarak
azaldig1 gosterilmistir (90).

1.4. Metabolik Sendromda Endotel Disfonksiyon

1.4.1. Normal Endotelyum

Endotelyum, vaskiiler diiz kas ile damar limeni arasinda uzanan bazal
membran lizerinde yerlesmis tek sirali yassi epitel hiicrelerden olusan bir dokudur.
Damar endoteli sadece bir bariyer degildir, ayn1 zamanda otokrin, parakrin ve
endokrin 6zellikleri olan ¢ok fonksiyonlu essiz bir organdir. Endotelin anahtar rolii

damar homeostazisidir (91).
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Cesitli vazodilatdr ve vazokonstriktor ajanlar damar endoteli {izerine olan
etkileri ile damar tonusunu diizenlerler. Nitrik oksit, prostasiklin ve bradikinin damar
duvarmn dilate ederken endotelin, anjiyotensin II ve tromboksan ise konstriksiyona
yol agarlar. Bu ajanlar sadece arter tonusunu diizenlemekle kalmayip ateroskleroza
yol acan diger parametreleri de etkilemektedirler (91).

Endotelyum fiziksel ve kimyasal degisikliklere yanit verir ve vaskiiler tonus,
hiicre adezyonu, diiz kas hiicresi proliferasyonu ve damar duvari inflamasyonunu
diizenleyen bir¢ok faktor salgilar (91, 92) (Tablo 10).

Tablo 10. Normal endotel fonksiyonu ve vaskiiler hemostazi saglamak icin salinan

mediatorler (92)

Vaskiiler tonusu dengeleyenler

* Nitrik oksit

* Prostaglandinler (prostasiklin, tromboksan A2)
* Endotelyal hiperpolarize edici faktor

* Endotelin |

* Anjiotensin II

* C- tip natriiiretik peptid

Koagulasyon siirecini dengeleyenler

* Nitrik oksit

* Doku plazminojen aktivatorii

* Heparin

* Trombomodulin

* Prostaglandin

* Plazminojen aktivator inhibitori 1

* Doku faktorii

* Von Willibrand faktorii

Vaskiiler inflamatuar siireci kontrol edenler
* Monosit kemotaktik faktor I

« Interlokin 1,6 ve 18

e Timor nekrozis faktor
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1.4.2. Endotel disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu (ED) normal endotel fonksiyonunun kaybi ile
karakterize olup prokoagiilan ve antikoagiilan, proinflamatuar ve antiinflamatuar
mediatorler, gevseme ve kasilma faktorleri arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya
cikar. Vazodilator maddelerin biyoyararlanimindaki azalma veya
vazokonstriktorlerde artma sonucunda, endotel bagimli vazodilatasyonda azalma ve
ED meydana gelir. Bu durum proinflamatuar, proliferatif ve prokoagulan ortama yol
acmaktadir (38, 82, 91).

Endotel disfonksiyonu, ateroskleroz gelisiminin Onciisii olarak kabul
edilmektedir. Vasomotor disfonksiyon olarak ifade edilen ED, aterosklerosun yapisal
degisikliklerinden olduk¢a once olusur ve gelecekteki kardiovaskiiler olaylari
ongormeye yardim eden bagimsiz bir faktordiir. (38, 82, 91).

Yas, erkek cinsiyet, sigara igme, yiiksek kolesterol, diisiik HDL-K diizeyi,
hipertansiyon, yiiksek homosistein diizeyi, DM, obezite ED ile iliskili olup, L-arjinin,
Ostrojen, antioksidanlar, diisiik kolesterol ve egzersiz ED’ye kars1 koruyucudur (38,
82,91).

Metabolik sendromun endotel disfonksiyonuna hangi mekanizmayla neden
oldugu tam olarak agikliga kavusturulmamasima ragmen bu hastalarda damar endotel
hasar1 ve kardiyovaskiiler risk artisinin bircok nedeni bulunmaktadir. Metabolik
sendromlu hastalarda endotel disfonksiyonuna katkida bulunabilen en sik metabolik,
hormonal ve hemostatik anormallikler hiperinsiilinemi, hiperglisemi, yag asidi
diizeyleri artisi, hipertrigliseridemi, HDL-kolesterol azalmasi, kiigiik yogun LDL-
kolesterol artis1, apolipoprotein B artisi, doku anjiyotensin II diizeylerinde artis,
plazminojen aktivator inhibitor-1 artisi, C-reaktif protein artist ve oksidatif stres
artisidir (93).

Cesitli calismalarda MS’nin tip 2 diabetes mellitus ve vaskiiler olaylar
riskinin artis1 ile iligkili oldugunu gosterilmistir. Metabolik sendromun biitiin
bilesenlerinin endotel iizerinde olumsuz etkileri vardir. Endotel disfonksiyonu
ateroskleroz patogenezinde rol oynar ve insiilin direnci ve Tip 2 Diyabet riskini
artirabilir (94).

Dislipidemi, hipertansiyon, diyabet ve sigara i¢imi gibi risk faktorleri ile

olusan oksidatif stres, endotel disfonksiyonuna ve damarda inflamasyona yol acar,
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vazodilator etkili maddelerin etkinligi azalir, oksidatif stres daha da artar, diger
biyolojik mediyatorler aktiflesir ve bdylece vaskiiler komplikasyonlara yol acan
cesitli patobiyolojik olaylar baslatilmis olur. Inflamasyonu takiben damar diiz kas
hiicreleri intima tabakasina go¢ ederler, cogalirlar ve hiicre dis1 matriks proteinlerinin
yapimini arttirirlar. Tiim bu olaylar aterosklerotik plaklarin olusumu ile sonuglanir
(38, 82,91).

Nitrik oksitin endotel disfonksiyonu ile iligkili oldugu pek cok calismada
rapor edilmistir (91-95). Bu durum endotelyal NO sentaz (eNOS) enziminin
aktivitesinin azalmasindan veya NO’nun biyolojik aktivitesinde azalmadan
kaynaklanabilir. Serbest oksijen radikallerinin NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit
olusumuna neden oldugu, bu sitotoksik oksidanin da proteinlerin nitrasyonu yoluyla
hiicresel proteinlerin fonksiyonunu bozarak endotel disfonksiyonuna yol agtig:
bilinmektedir. Nitrik oksit azalmasina yol agan bir diger mekanizma eNOS enziminin
endojen kompetitif inhibitorii olan asimetrik dimetilarjinin (ADMA) diizeylerindeki
artistir (96).

1992 yilinda Vallance ve arkadaslar1 insan plazma ve idrarinda endotelyal
nitrik oksit sentazin endojen inhibitorii olarak ADMA’nm varligini tanimlamiglardir.
ADMA, metilarjininler grubunda yer almaktadir. Metilarjininler Asimetrik
dimetilarjinin (ADMA), Simetrik dimetilarjinin (SDMA), N°-Monometil-L-arjinin
(L-NMMA) olmak iizere li¢ sekilde bulunur (95, 96) (Sekil 11).
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Sekil 11. Arjinin ve endojen metilarjininlerin yapisi (97)
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ADMA, nitrik oksit biyosentezinin major inhibitoridir. ADMA ve L-
NMMA sentezi i¢in arjinin rezidiilerini metilleyen, protein arjinin metiltransferaz tip
I (PRMT-I) enzimi gereklidir. Metil grubu vericisi olarak S-adenozil metiyonin
(SAM) kullanilir. Damar duvarinda ADMA olusum hizi, PRMT ekspresyonundaki
degisikliklerle diizenlenmektedir. Protein arjinin metil transferaz tip II (PRMT-II)
SDMA’nmn olusumunda gorevlidir. SDMA, ADMA’nin stereoizomeridir ve NO
sentezi lizerine direkt inhibitor etkisi yoktur (95, 96).

Insiilin direcinin temel mekanizma oldugu metabolik sendromda, ADMA
artiginin  metabolik sendrom komponentleriyle olan yakm iligkisi ADMA’nin
metabolik sendrom patogenezinde 6nemli bir nokta oldugu goriisiinii 6n plana
¢ikarmaktadir. Bununla birlikte, Garcia ve arkadaslar1 tarafindan metabolik
sendromlu hastalarla yapilan ¢ok yeni bir ¢alismada ADMA’nin metabolik sendrom
patofizyolojisinde roliiniin olmadig1 fakat bu sonucun ¢aligsma popiilasyonunun etnik
ve cevresel Ozelliklerine baglh olabilecegi bildirilmistir. Metabolik sendromun
bilesenleri olan hipertansiyon, hiperlipidemi ve obezitede ADMA diizeylerinin arttig1
rapor edilmistir (98). Cesitli deneysel hayvan modellerinde ve insanlarda artmis
ADMA diizeyiyle artmis oksidatif stres ve endotel disfonksiyonu arasinda anlamli
iligkiler saptanmustir (99). Xiong ve arkadaslarmin yaptig1 calismada streptozosinle
diyabet olusturulan ratlarda serum MDA ve ADMA diizeylerinin kontrollere kiyasla
yiikseldigi tespit edilmistir (100).

Endotel hiicre kiiltiirlerinde veya endotel disfonksiyonu olan hastalarda artmis
ADMA diizeylerinin artmis reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Oksidatif stres, ADMA yikiminda gorevli enzim olan Dimetilarjinin
dimetilaminohidrolazin (DDAH) aktivitesini azaltr. Okside LDL, inflamatuar
sitokinler, hiperhomosisteinemi, hiperglisemi, hipertansiyon siiperoksit olusumunu
arttirarak oksidatif stresin artisina neden olur. DDAH enziminin aktif merkezindeki
reaktif sistein rezidiilerinin varligi, bu enzimi siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri
tarafindan oksidasyona veya S-nitrozilasyona uygun hale getirir. Oksidasyon ve S-
nitrozilasyon sonucu enzim aktivitesi azalir. Oksidatif stres etkisiyle DDAH
aktivitesinin bozulmasi ve ardindan artmis ADMA diizeyleri, antioksidanlar
tarafindan inhibe edilebilir. ADMA ile insiilin direnci arasindaki iliski oldukca
komplekstir. Oksidatif stres gibi ¢esitli nedenlerle ADMA diizeylerinin ylikselmesi,
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noronal NOS’u inhibe ederek postprandiyal insiilin duyarhiliini bozmaktadir.
ADMA tarafindan eNOS’un da inhibisyonu, endotel disfonksiyonuna ve
ateroskleroza yol agmakta, boylece vaskiiler degisikliklerin eslik ettigi insiilin direnci
gelismektedir. Insiilin direncine bagli olusan hiperglisemi, hiperkolesterolemi ve
hipertrigliseridemi oksidatif stresi arttirarak, ADMA yikiminda gorevli enzim
DDAH’1 inhibe etmektedir. Tiim bu olaylar sonucunda bir kisir dongii olugsmaktadir
(95-97).

Hiperglisemi, dislipidemi, hipertansiyon, inflamasyon, insiilin direnci ve
yiiksek plazma asimetrik dimetilarjinin konsantrasyonu metabolik sendromda endotel
disfonksiyonun gelisimine katkida bulunur (72).

Insiilin, bir yandan fizyolojik konsantrasyonlarinda NO salinimini arttirarak
vazodilator ve anti-inflamatuvar etki gosterirken 6te yandan hiperinsiilinemi, endotel
ve damar diiz kas hiicrelerine direk etki ile aterosklerozun ortaya ¢ikmasma katkida
bulunur. insiilin direnci ve hiperinsiilinemi endotel fonksiyonlar1 bozarak vaskiiler
hasar gelismesine yol agar. Insiilin direnci, NO aracili vazodilatasyonu bozar. Insiilin
direnci aynt zamanda adipoz dokudan serbest yag asitlerinin salmimini uyararak
reaktif oksijen radikallerinin artisina yol acar. NO biyoyararlanimi azalmasina,
endotelin ve anjiyotensin II artis1 eslik eder. Oksidatif stres, NO biyoyararlanimi
azalmas1 ve dislipidemi beraberligi TNF-a ve IL-1 gibi inflamatuar mediyatorlerin
sentezini arttirir (101).

Insiilin, reseptdriine baglanir ve Insiilin reseptdr substrat tip 1’ (IRS-1)
fosforile eder, fosforile IRS-1 adipoz dokuda insiilin aracili glukoz aliminda ve
endotel hiicrelerinde NO {iretiminde onemli bir rol oynayan PI (fosfatidilinositol)-3
kinazi aktive eder. PI-3 kinazin insiilinle stimulasyonu obez bireylerde azalir ve tip 2
diyabette hemen hemen hi¢ yoktur. Bu secici insiilin direnci artmis vaskiiler diiz kas
hiicresi biiyimesi ve gocii ile mitojenik yolagin artmasma yol acar. Yiikselmis
plazma yag asitleri endotel bagimli NO {iretimini ve vazodilatasyonu azaltir. Santral
obezite ve insiilin direncinde goriilen yiikselmis yag asitleri endotel disfonksiyonuna
NO {iretimini bozarak ve mitotik aktiviteyi artirarak katkida bulunur (85).

Insiilin direnci ve sistolik kan basmci metabolik sendromda endotel
disfonksiyonunun  belirleyicileridir.  Hipertansiyon mekanik hasar, endotel

hiicrelerden artmis serbest radikal iiretimi, NO biyoyararlaniminda azalma veya
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vaskiiler diiz kas hiicrelerine proinflamatuar etki ile endotel fonksiyon bozukluguna
neden olabilir (85).

Adipositler, hepatik C-reaktif proteinin sentezini etkileyen ve in vitro eNOS
sentezini down regiile eden IL-6 ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinleri eksprese
ederek cesitli yollarla endotel disfonksiyonuna katkida bulunur. TNF-a’nin adiposit
ekspresyonu endotel hiicreleri dogrudan etkileyebilir (85).

Endotel fonksiyon testleri

Endotel fonksiyonu 6l¢mek i¢in farkli yontemler bulunmaktadir. Bunlar
arasinda, bazi biyokimyasal belirteclerin Olciimii  ve vaskiiler reaktivite
degerlendirilmesi klinik uygulamada en yaygmn kullanilan yéntemlerdir. Ideal test
gilivenilir, invaziv olmayan, kolayca ulasilabilecek, subklinik aterosklerozu tespit
edebilen, kardiyovaskiiler riski belirleyebilen ve tedaviye cevabi degerlendirebilen
ozelliklerde olmas1 gerekir. Calismalar, endotel bagimli vazoaktivite ile endotelyal
fonksiyonun dolasimdaki belirtecleri lizerine yogunlasmistir. ADMA, endotelin 1,
von willebrand faktorii (vVWF), doku plazminojen aktivator inhibitorii (t-PAI) ve
adezyon molekiilleri iizerinde en ¢ok calisilan belirteglerdir (91).

Bu ¢alismamizda metabolik sendrom olusturmak i¢in ratlara %10’luk fruktoz
icme sularina katilmak suretiyle verilmistir. Fruktoz glikolizin diizenleyici basamagi
olan ve fosfofruktokinaz tarafindan kontrol edilen basamagi by-pass etme yetenegine
sahiptir. Glukoz metabolizmas1 fosfofruktokinaz ile negatif olarak diizenlenirken,
fruktoz siirekli glikolitik yola girer. Bu nedenle, fruktoz kontrolsiiz olarak, agil-
gliserol molekiillere hem acil hem de gliserol saglar. Bu substratlar ve kontrolsiiz
fruktoz metabolizmast sonucunda agiga ¢ikan fazla enerji TG’nin asir1 {iretimini
artiracaktir. Yiksek fruktozlu diyetin lipogenez yolunu up-regiile ederek TG
iretimini artirdigina dair kanitlar vardir. Kronik fruktoz maruziyeti hiperinsiilinemi
ve obeziteye ¢esitli mekanizmalarla neden olmaktadir. Obez ratlarda zayiflara gore
fruktoz tasiyici glukoz transporter 5 (GLUT 5)’in daha fazla eksprese edildigi
gosterilmistir. Ratlar yaslandikca ve diyabetik olduk¢a, GLUT 5’in miktar1 ve
aktivitesi azalmasi ve insiilin direncinin belirginlesmesi fruktoza bagli metabolik
sendromun olusumunda GLUT 5’in olast roliinii gostermektedir. Yapilan bir
calismada 2 hafta %66’lik fruktoz diyeti ile beslenen ratlarda standart diyet ile

beslenen ratlara gore, iskelet kas ve karacigerde insiilin reseptor mRNA ve daha
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sonra insiilin reseptor sayilar1 anlamli olarak daha diisiik tespit edilmistir. Farkli bir
calismada 28 giin fruktoz ile beslenmede insiilin reseptdr yogunlugunda degisiklik
bulunmamus, ancak insiilinin etkisi i¢in gerekli insiilinle uyarilmis otofosforilasyonun
karacigerde % 72 oraninda azalmis oldugu gosterilmistir. Gruplar arasinda IRS
proteinin seviyeleri benzer bulunmus ama fruktoz verilen grupta hem karaciger hem
kasda insiiline bagli IRS 1/2 fosforilasyonunda anlamli azalmalar goriilmiistiir.
Kronik fruktoz maruziyeti heksozamin yolunun en Onemli diizenleyici enzimi
glutamin: fruktoz-6-fosfat amidotransferazin ekspresyonunun artmasma ve
karacigerde asir1 yag asitleri iiretilmesine, iskelet kasmin insiilin direngli hale
gelmesine ve hiperinsiilinemi olusmasia neden olur (102).

Bu calismamizin amaci, yiliksek fruktoz diyeti ile metabolik sendrom
olusturulmus ratlara alfa lipoik asit ve koenzim Q10 uygulanmasmin baz1 oksidatif
stres ve endotelyal disfonksiyon belirtecleri {lizerine etkilerini arastrmak ve bu
etkileri ayrica histopatolojik olarak da gostermektir. Boylece metabolik sendrom
tedavisinde alfa lipoik asit ve koenzim Q10’un etkinligini degerlendirmeyi

amagcladik.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney Hayvanlan

Bu ¢aligma Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nde (FUDAM)
ve Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Calismada,
210-235 gram agirliginda Sprague Dawley cinsi 37 rat kullanildi ve caligma
siirecinde 3 rat ex oldu. Ratlar deney 6ncesi ve deney sirasinda standart sartlarda (22-
24 C° sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda) gruplar halinde 6zel kafeslerde bekletildi.
Ratlarin beslenmesinde Elazig Yem Fabrikasindan temin edilen 8 mm’lik standart rat
pellet yemi ve c¢esme suyu kullanildi. Ratlarin beslenmesinde kullanilan yemin
bilesimi Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Standart rat yemi

Yem Bilesimi

Su (en ¢ok) %12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliiloz (en ¢ok) % 7

Ham kiil (en ¢ok) % 8
HCl’de ¢6zlinmeyen kiil (en ¢ok) % 2
NaCl (en ¢ok) % 1
Mineral karmast* % 1,25
Vitamin karmasi ** %1,25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

* Mineral Karmast: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7), Mangan (10 mg/kg),
Cinko (4 mg/kg).

** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 IU/kg), Vit. D3 (1000 IU/kg), Vit. E (60 mg/kg), Vit. B, (4
mg/kg).

Deney hayvanlarinin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu (10.06.2009 / Toplant1 Say1s1:22; Karar No:
41) onay1 alinarak; ¢alisma standart deneysel hayvan calismalar1 etik kurallarma
uygun olarak yapildi. Caligma stiresi 18 ay olarak belirlendi.

Ratlar 4 gruba ayrildi. Calismada gruplar ve uygulanan metodlar Tablo 12°de
gosterildigi gibi belirlendi:
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ALA hazirlanmasi: ALA (Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO, A.B.D) %0.5 NaOH
iceren serum fizyolojikte ¢ozdiiriiliip HCI ile pH:7.4’e ayarland1 (104, 105).

CoQ10 hazirlanmasi: CoQ10 (abcr GmbH & Co. KG Im Schlehert Karlsruhe —
Germany) zeytinyaginda ¢6ziildi ve intraperitonal uygulandi (106, 107, 108).

Viicut agirh@ takibi: Ratlar ¢alisma siirecinde haftada bir kez olmak iizere hassas
Olcebilen tarti cihazi ile sabah 08.00-09.00 saatleri arasinda tartilarak sonuclar
kaydedildi.

Tablo 12. Rat Gruplar ve Uygulanan Metodlar

Grup 1(Kontrol grubu; n=7):

8 hafta siireyle standart rat yemi ile beslenecek olan ve sonrasinda 5 hafta
intraperitonal 0.5 ml/giin serum fizyolojik uygulanarak dekapitasyonu takiben
almacak 6rneklerin incelenecegi grup.

Grup 2 (MS grubu; n=9):

8 hafta siireyle igme suyuna katilan % 10’luk fruktozlu diyet sonrasi metabolik
sendrom olusturulacak olan ve sonrasinda diyetle birlikte 5 hafta intraperitonal 0.5
ml/gilin serum fizyolojik uygulanarak dekapitasyonu takiben alinacak 6rneklerin
incelenecegi grup (103).

Grup 3 (ALA grubu; n=9):

Metabolik sendrom olusturulan ratlarda diyetle birlikte 5 hafta intraperitonal 100
mg/kg/glin ALA uygulanacak olan ve dekapitasyonu takiben alinacak drneklerin
incelenecegi grup (104, 105).

Grup 4 (CoQ10 grubu; n=9):

Metabolik sendrom olusturulan ratlarda diyetle birlikte 5 hafta intraperitonal
10mg/kg/giin CoQ10 uygulanacak olan ve dekapitasyonu takiben almacak

orneklerin incelenecegi grup (84, 106).

2.2. Orneklerin Ahnmasi ve Hazirlanmasi

Tim bu uygulamalar sonunda ratlar dekapite edilerek, plazma ve serum
ornekleri analizler i¢in uygun olacak sekilde EDTA’W ve diiz biyokimya tiiplerine
almdi. Alman kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek (Heraeus Biofuge
Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany) serum ve plazmalari

ayrildi. Calismada bir¢ok parametreye bakilacagi i¢in, elde edilen serum ve
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plazmalar kiigiik porsiyonlar halinde polipropilen tiiplere konuldu ve analiz yapilana
kadar -20°C’de sakland:.
2.3. Serum Insiilin Diizeylerinin Ol¢iimii
Serum insiilin diizeyleri, rat insiilin ELISA kiti (Millipore, katalog no:
EZRMI-13K, A.B.D) kullanilarak ve kit kullanim klavuzuna uygun olarak c¢alisild.
Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de
okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50 kullanildi.
Test sonuglar1 ng/ml olarak belirtildi. Ol¢iim araligr: 0,2-10 ng/mL, intra-assay CV:
<%1,17-3,22 ve inter-assay CV degeri: < %6,95-9,23°di.
2.4. Malondialdehit Tayini
Lipid peroksidasyonu, lipid peroksidasyonunun plazmadaki son yikim {riinii
olan malondialdehit miktarlar1 tespit edilerek Olgiilmiistiir. MDA diizeyleri, HPLC
cthazinda (Shimadzu 20A prominence) ImmuChrom Kkitleri araciligi ile plazma
orneklerinde tayin edilmistir. Plazma MDA 6l¢iim yonteminde asagidaki basamaklar
takip edilmistir:
1. 1.5 ml reaksiyon tiiplerine 20 mikrolitre numune (plazma), kalibratér ve 1 ml
tiirevlendirme solusyonu eklendi ve iyice karistirilirdi (vorteksde 15 saniye)
2. 95 °C’de 60 dakika inkiibe edildi; Ornekler 2-8 °C’de sogutuldu ve 5 dakika
10.000g’de santrifiij edildi.
3. 500 pl siipernatant 500 pl reaksiyon solusyonu ile karistirilda.
4. 20 pl stipernatant HPLC sistemine kromatografi i¢in enjekte edildi.
5. Sonuglar pmol/l cinsinden ifade edildi. .
Plazma MDA ol¢iimii icin kromotografik kosullar ise;
Kolon: ODS 2 C18 (5 um partikiil boyutu, 125 pX4 mm).
Akim hizi: 0.8-1.0 ml / dak
Floresan tespiti: Eksitasyon 515 nm
Emisyon 553 nm
Enjeksiyon hacmi: 20 pl
Calisma stiresi: 4 dk
Sicaklik: 30 °C
Intra-Assay CV: % 9.0 (0.86 umol/l) [n = 6]
% 6,4 (2,55 umol/l) [n = 6]
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Inter-Assay CV: % 10.9 (0.89 umol/l) [n= 6]

% 7,5 (2,50 umol/l) [n = 6]

Linearite 50 umol/l ‘e kadar

Tespit limiti 0.01 umol/l
Geri kazanim % 95.7

2.5. Glutatyon Tayini

Total ve rediikte glutatyon diizeyleri, HPLC cihazinda (Shimadzu 20A

prominence) ImmuChrom kitleri aracilig1 ile EDTA’ll tam kan 6rneklerinde tayin

edilmistir. Glutatyon 6l¢iim yonteminde asagidaki basamaklar takip edilmistir:

1.

1.5 ml reaksiyon tiipleri icine 100 mikrolitre numune, kalibratér ve 200
mikrolitre diliisyon solusyonu eklendi ve vortekslendi.

Total glutatyon Olglimii i¢in 50 mikrolitre seyreltilmis numune, 100
mikrolitre internal standart, 20 mikrolitre rediiksiyon solusyonu, 100
mikrolitre tiirevlendirme solusyonu karistirildi.

Rediikte glutatyon Ol¢iimii icin 50 mikrolitre seyreltilmis numune, 100
mikrolitre reaksiyon tamponu ve 100 mikrolitre tiirevlendirme solusyonu

karistirildi.

4. Ikikarisim da 60 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

5. Iki karisima da 100 mikrolitre presipitasyon solusyonu eklendi.
6.
7
8

2-8 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

. 200 mikrolitre reaksiyon tamponuna 100 mikrolitre siipernatant eklendi.

. HPLC sistemine reaksiyon i¢in 20 mikrolitre enjekte edildi

Glutatyon ol¢iimii icin kromotografik kosullar ise;
Kolon: ODS C18, 5 um partikiil boyutu, 125 uX4 mm.
Akim hizi: 0,75-1,0 ml/ dk

Floresan tespiti: Eksitasyon 385 nm

Emisyon 515 nm

Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre

Calisma stiresi: 4 dk

Sicaklik: 30 °C
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Analiz sonuc¢larinin hesaplanmasi
Total glutatyon
Ornek konsantrasyonu = Hasta Pik Alani X Kalibratér Konsantrasyonu X F
Hasta Pik Alan Internal Standarti (IS)
F= Kalibratoriin Pik Alan IS’1
Kalibratoriin Pik Alani

Rediikte glutatyon
Ornek konsantrasyonu = Hasta Pik Alan1 X Kalibratér Konsantrasyonu
Kalibrator Pik Alanm
Intra-Assay CV: Total GSH: % 1.2 (551 mikromol/l) [n = 6]
Rediikte GSH : % 1.2 (286 mikromol/l) [n = 6]
Inter-Assay CV: GSH total: % 2.8 (554 mikromol/l) [n = 6]
Rediikte GSH: % 3.5 (271 mikromol/l) [n = 6]
Linearite: Total GSH: 15 mmol/l’a kadar
Rediikte GSH: 15 mmol/I’a kadar
Tespit limiti: Total GSH: 2 mikromol/l
Rediikte GSH: 0,4 mikromol/l
2.6. ADMA, SDMA ve Arjinin Tayini

ADMA, SDMA ve Arjinin diizeyleri, HPLC cihazinda (Hewlett Packard
1100) EUREKA (Italy) kitleri aracilig1 ile plazma orneklerinde tayin edilmistir.

Plazma ADMA, SDMA ve Arjinin 6l¢iim yonteminde asagidaki basamaklar takip

edilmistir:

1. 1.5 ml’lik cam bir tiipe 200 pl Test Soliisyonu, 200 pul Tampon Soliisyonu 1,

200 pl Tampon Soliisyonu 2, 30 ul Baslangic Soliisyonu, 30 pl Tiirevlendirme

soliisyonu konularak 5 saniye karistirild1.

2. 20 °C’ de (oda 1s1s1nda) 20 dk bekletildi.

3. Stabilizasyon soliisyonundan 100ul eklendi ve bu soliisyondan standartlarin

kromatogramdaki yerlerinin belirlenmesi i¢in 100 pl almarak HPLC cihazina enjekte

edildi.

4. Orneklerin Diliisyonu: Orneklerden (numune veya standart) 400 pl alinds,

diliisyon soliisyonundan da 1000 pl aliarak karistirild.
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5. Diliisyon yapilan 6rneklerden 1 ml alinarak 6n kolondan gecirilirdi ve eliient
atildi

6.0n kolonlardan 1.0 ml eliisyon soliisyonu ayiraci gecirildi, eliient topland1 ve 5
sn karistirildi.

7. Orneklerin Tiirevlendirilmesi: 1.5 ml’lik cam veya plastik bir tiipe 200 pl
eliient, 200 pul Tampon soliisyonu 1, 200 pl Tampon soliisyonu 2, 30 pul Baslangic
soliisyonu, 30 pl Tiirevlendirme soliisyonlardan konularak 5 sn karistirildi ve 20 °C’
de (oda 1sisinda) 20 dk bekletildi. Daha sonra Stabilizasyon soliisyonundan 100 pl
eklendi ve 5 sn karistirilarak HPLC cihazinda 100 pl enjeksiyon yapilarak
kromotogramlar degerlendirildi.

ADMA, SDMA ve Arjinin ol¢iimii icin kromotografik kosullar ise;

Kolon: Phenyl column (SPHERISORB 250 mm x 4,6 mm, 5 p).
Akim hizi: 1,0 ml/ dk
Floresan tespiti: Eksitasyon 420 nm
Emisyon 483 nm

Enjeksiyon hacmi: 100 mikrolitre

2.7. Nitrik Oksit Diizeylerinin Olciilmesi

Nitrik oksit 2-30 sn i¢inde nitrit ve daha sonra da nitrata oksitlenir. Nitrik
oksit Ol¢iimii, Cortas ve ark.’nin (109) modifiye metoduna gore spektrofotometrik
yontemle ol¢iildii (109).
Kullanilan Reaktifler:
1) Siilfanilamid: 66.2 ml 3M HCI alinip bir meziir igerisinde hacmi 250 ml’ye
tamamlandi. Bu ¢ozelti igine 2.5 gr siilfanilamid eklendi. Siilfanilamid HCI i¢inde
lyice ¢oziildi.
2) Glisin-NaOH Tamponu: 7.5 gr glisin 100 ml distile suda ¢6ziildii. 3.2 gr NaOH
ise 40 ml distile suda c¢oziildi. Hazirlanan bu NaOH soliisyonu ile glisin
tamponunun pH’1 9.7 ye ayarlandi. Daha sonra ¢ozelti 500 ml’ye tamamlandi.
3) N-Naftiletilen diamin (NNDA): 50 mg NNDA tartildi, 250 ml distile suda
¢ozildi.
4) Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mmol/L’lik NaOH ¢ozeltisi (1.1 gr NaOH, 500

ml distile su)
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5) Bakar siilfat (CuSOy): 5 mmol/L’lik CuSOy4 ¢ozeltisi (250 mg CuSOy4, 200 ml
distile su)

6) Cinko siilfat (ZnSOy) : 75 mmol/L’lik ZnSO4 ¢ozeltisi (10.8 gr ZnSO4, 500 ml
distile su)

7) Kadmiyum Graniilleri: 20-40 mg’lik kadmiyum graniilleri, 810 pl H,SO4 alinip
150 ml distile suya tamamlanarak hazirlanan 0.1 mol/L’lik H,SO4 ¢ozeltisi iginde
muhafaza edildi.

Nitrik Oksit Deneyinin Yapilisi

Deproteinizasyon: Numuneler deproteinizasyon islemine tabii tutuldu. Bu islem i¢in
her bir numuneden 200 pl alinip tizerine 800 pl ZnSO4 ¢ozeltisi ve 1000 pul NaOH
cozeltisi eklendi. Karisim vortekslenip iyice karigmasi saglandi. 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi, 3500 rpm’de 40 dakika santrifiij edildi. Proteinler
coktiiriilerek, siipernatant kismi ayrildi. Bu silipernatantlar deneyin bir sonraki
asamasinda numune olarak kullanildi.

Kadmiyum Graniillerinin Deneye Hazirlanmasi: Kadmiyum graniillerinin
aktivasyonu i¢in 12 saat siireyle 0.1 mol/L’lik H,SO4 icinde muhafaza edilen
kadmiyum graniilleri rejenere edildi. Asitten c¢ikarip deiyonize su ile 3 kere
yikanarak asidi uzaklastirildi. Uzerine 2 ml CuSO, ¢ozeltisi konulup 2 dakika
bekletildi. Glisin-NaOH tamponu ile 3 kere durulandi. Kurutma kagidi kullanilarak
kurutuldu. Nitrik oksit deneyinde kullanmaya hazir duruma getirildi.

Hazirlanmis kadmiyumlu tiiplere 1 ml glisin tamponu, 1 ml numune, 2 ml distile su
eklendi ve 90 dakika inkiibasyona birakildi. 90 dakika sonrasinda tiiplere tablo
13°deki sekilde pipetleme yapildi.

Tablo 13. Nitrat calisma semasi

Kor Tiipu Numune Tiipii
Kadmiyumlu tiiplerden alman - 2
(ml) numune
H >0 (ml) 2.5 2.5
Stilfanilamid (ml) 1 1
NNDA ¢ozelt. (ml) 1 1
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Tipler vortekslendi, 45 dakika oda sicakliginda bekletildi, 545 nm’de kor
tiipline kars1 optik dansiteleri okundu, sonuglar pmol/mL cinsinden verildi.

2.8. Diger Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

Diger biyokimyasal analizler olan serumda glukoz, trigliserit, total kolesterol,
HDL-K, LDL-K ve iirik asit diizeyleri Olympus AU 2700 (Olympus Optical Co. Ltd,
Tokyo-Japan) otoanalizoriinde Olympus marka ticari kitler kullanilarak olgiildii.
VLDL-K diizeyleri ise yine ayn1 otoanalizorde hesaplama ile elde edildi.

Aclik kan sekeri ve insiilin degerleri;, HOMA testi yardimiyla insiilin
direncinin saptanmas1 amaciyla kullanildi. Insiilin rezistansmin tespitinde kullanilan
HOMA-IR i¢in aglik serum insiilin diizeyleri 24,15 sabiti ile aclik serum glukoz
diizeyleri 0,055 sabiti ile ¢arpildi.

HOMA-IR=[ Aglik glukozu (mmol/L) x Aclik insiilini (mU/ml)] / 22,5
2.9. Istatistiksel Analizler
Gruplar arasinda parametrelerin karsilastirilmasinda One-way ANOVA (tek
yonlii varyans analizi) ve Tukey testi kullanildi. Parametreler arasindaki
korelasyonun saptanmasinda Pearson’s korelasyon analizinden yararlanildi. Sonuglar
ortalama =+ standart sapma (+SD) olarak ifade edildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Gruplara ait viicut agirhg: degerleri

Calisma sonunda oOlclilen viicut agirhigi ortalamalart1 MS  grubunda
(362.11£20.03 gr) kontrol grubuna (312.71+6.15 gr) gore anlamli olarak daha
yiiksek bulundu (p<0.0001). Tedavi gruplarindan ALA (345.22+13.31 gr) ve CoQ10
gruplarmin (342.11+12.46 gr) viicut agirhigi ortalamalar1 kontrol grubuna goére
anlamli yiiksek bulundu (p<0.0001). MS grubu ALA ve CoQ10 gruplariyla
karsilastirildiginda viicut agirligi ortalamalar: istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek tespit edildi (sirasiyla p<0.05 ve p<0.01).

Gruplara ait viicut agirligi ortalamalar1 Tablo 14’de gosterilmektedir.

Tablo 14. Gruplara ait viicut agirhig1 ortalamalar1  (gr)

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (MS) (ALA) (CoQ10)
n:7 n:9 n:9 n:9
Ik agairhk  212.57£11.04  218.66+9.65 219.44+15.28 220.55+13.21

Son agirhk  312.71+6.15 362.11+20.03%™¢  345.22+13.31°  342.11+12.46"

1p<0.0001, kontrol ile karsilastirildiginda °p<0.05, ALA ile karsilastirildiginda
p<0.01, CoQ10 ile karsilastirildiginda

3.2. Serum Glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA-IR degerleri

Glukoz diizeyleri, MS grubunda (147.88+8.97 mg/dl) ve tedavi gruplarindan
ALA (115.44+6.98 mg/dl) ve CoQ10 uygulanan gruplarda (109.66+4.58 mg/dl)
kontrol grubuna (98.57+6.42 mg/dl) gore istatiksel olarak anlaml sekilde yiiksek
tespit edildi (sirasiyla p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.005). ALA ve CoQ10 uygulanan
gruplarin glukoz diizeyleri MS grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli olarak diisiik
tespit edildi (»p<0.0001). Ancak tedavi gruplarindan ALA ve CoQ10 grubu arasinda
serum glukoz diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi.

Serum insiilin diizeyleri, MS grubunda (0.93+0.14 ng/ml) kontrol grubuna
(0.41+£.14 ng/ml) gore istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edildi
(»<0.0001). Tedavi gruplarmdan ALA (0.68+0.11 ng/ml) ve CoQIl0 grubu
(0.67£0.12 ng/ml) kontrol grubuyla karsilastirildiginda insiilin diizeylerinin daha
yiiksek (p<0.0001), ancak MS grubu ile karsilastirildiginda insiilin diizeylerinde
anlaml sekilde diisiikliik tespit edildi (p<0.0001). Tedavi gruplarindan ALA ve
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CoQ10 grubu arasinda serum insiilin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmedi.

HOMA-IR degerleri, MS grubunda (8.19+1.69) kontrol grubuna (2.44+0.98)
gore anlamh sekilde yiiksek tespit edildi (p<0.0001). Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda tedavi gruplarmdan ALA (4.67+1.01) ve CoQI10 grubu
(4.41£1.00) HOMA-IR degerleri daha yiiksek bulundu (sirasiyla, p<0.001, p<0.01).
ALA ve CoQ10 grubu MS grubu (8.19£1.69) ile karsilastirildiginda ise HOMA-IR
degerleri anlamli olarak diistik tespit edildi (sirasiyla p<0.001 ve p<0.0001). Tedavi
gruplarmdan ALA ve CoQI10 grubu arasinda HOMA-IR degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamadi (Sekil 12).

Gruplara ait serum glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA-IR degerleri Tablo 15’de
gosterilmektedir.

Tablo 15. Gruplara ait serum glukoz, insiilin diizeyleri ve HOMA-IR degerleri

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (MS) (ALA) (CoQ10)
n:7 n:9 n:9 n:9
Glukoz (mg/dl) 98.57+6.42  147.8848.97° 115.44+6.98*®  109.66+4.58
insiilin (ng/ml) 0.41+.14 0.93+0.14° 0.68+0.11%" 0.67+0.12*"
HOMA-IR 2.44%0.98 8.19+1.69° 4.67+1.01% 4.41%1.00"
p<0.0001, kontrol ile karsilastirildiginda °»p<0.0001, MS ile karsilastirildiginda
p<0.005, kontrol ile karsilastirildiginda 99<0.001, kontrol ile karsilastirildiginda
°p<0.001, MS ile karsilastirildiginda ")<0.01, kontrol ile karsilastirildiginda
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Sekil 12. Gruplara ait HOMA-IR degerleri

3.3. Serum Lipid Diizeyleri

LDL-K diizeylerinin MS grubunda (59.884+3.68 mg/dl), ALA (38.55+6.10
mg/dl) ve CoQ10 wuygulanan gruplarda (34.22+4.43 mg/dl) kontrol grubuna
(28.2843.19 mg/dl) gore anlamli sekilde yiiksek oldugu bulundu (sirasiyla,
p<0.0001, p<0.0001 wve p<0.05). ALA ve CoQl0 grubu MS grubu ile
karsilastirildiginda ise LDL-K diizeylerinde anlamli olarak diisiikliik tespit edildi
(p<0.0001). Tedavi gruplarindan ALA ve CoQ10 grubu arasinda serum LDL-K
diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml farklilik tespit edilmedi.

VLDL-K diizeyleri, MS grubunda (33.97+1.68 mg/dl) kontrol grubuna
(20.48+1.37 mg/dl) gore anlamli sekilde yiiksek tespit edildi (p<0.0001). ALA
(25.26+1.54 mg/dl) ve CoQ10 uygulanan gruplarda (24.82+1.36 mg/dl) VLDL-K
diizeyleri de yine kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu (p<0.0001). ALA ve
CoQ10 grubu MS grubu ile karsilastirildiginda ise VLDL-K diizeyleri anlamli olarak
diisiik tespit edildi (p<0.0001). Tedavi gruplarindan ALA ve CoQ10 grubu arasmda
serum VLDL-K diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi.
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Trigliserid diizeyleri, MS olusturulan grupta (169.88+8.44 mg/dl) ve tedavi
olarak ALA (126.33+7.71 mg/dl) ve CoQ10 (124.11+6.80 mg/dl) uygulanan
gruplarda kontrol grubuna (102.42+6.87 mg/dl) gore anlaml sekilde yiiksek tespit
edildi (p<0.0001). ALA ve CoQ10 grubu MS grubu ile karsilastirildiginda trigliserid
diizeyleri anlamli olarak diisiik tespit edildi (»p<0.0001). Tedavi gruplarindan ALA ve
CoQ10 grubu arasinda serum trigliserid diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edilmedi.

Total kolesterol diizeyleri, MS grubunda (118.22+3.89 mg/dl), ALA
(97.2248.52 mg/dl) ve CoQI10 uygulanan gruplarda (96.00+6.63 mg/dl) kontrol
grubuna (82.57+4.15 mg/dl) gore daha yiiksek tespit edildi (p<0.0001). ALA ve
CoQ10 grubu MS grubu ile karsilastirildiginda ise T-Kolesterol diizeylerinde anlaml1
olarak azalma tespit edildi (»p<0.0001). Tedavi gruplarmmdan ALA ve CoQ10 grubu
arasinda serum T-kolesterol diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmedi.

HDL-K diizeyleri, MS grubunda (25.11+4.13 mg/dl) kontrol grubuna
(34.14+2.79 mg/dl) gore anlamli sekilde diisiik tespit edildi (p<0.0001). Tedavi
gruplarmdan ALA (35.77£5.09 mg/dl) ve CoQ10 grubu (37.11+4.07 mg/dl) ile
kontrol grubu arasinda HDL-K diizeyleri agisindan anlamli bir bulunamadi. ALA ve
CoQ10 grubu MS grubu ile karsilastirildiginda HDL-K diizeyleri anlamli olarak
yiiksek tespit edildi (p<0.0001). Tedavi gruplarindan ALA ve CoQ10 grubu arasinda
serum HDL-K diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi.

Gruplara ait serum lipid diizeyleri Tablo 16’da gosterilmektedir.

Tablo 16. Gruplara ait serum lipid diizeyleri

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (MS) (ALA) (CoQ10)
n:7 n:9 n:9 n:9
LDL-K (mg/dl) 28.28+3.19 59.88+3.68° 38.55+6.10"" 34.22+44 43P
VLDL-K (mg/dl) 20.48+1.37 33.97+1.68" 25.26+1.54*° 24.82+1.36
Trigliserid (mg/dl) 102.42+6.87 169.88+8.44° 126.33+7.71*° 124.11+6.80*°
T-kolesterol (mg/dl) 82.57+4.15 118.22+3.89° 97.22+8.52* 96.00+6.63*
HDL-K (mg/dl) 34.14+2.79 25.1144.13° 35.77+5.09° 37.11+4.07°

p<0.0001, kontrol ile karsilastirildiginda
*»p<0.0001, MS ile karsilastirildiginda
p<0.05, kontrol ile karsilastirildiginda
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3.4. Serum Urik Asit Diizeyleri

Urik asit diizeyleri, MS grubunda (2.59+0.20 mg/dl) ve tedavi gruplarindan
ALA (1.69+0.11 mg/dl) ve CoQI10 grubunda (1.71+£0.08 mg/dl) kontrol grubuna
(1.36+£0.04 mg/dl) gore anlamli olarak yiiksek tespit edildi (p<0.0001). ALA ve
CoQ10 grubu MS grubu ile karsilastirildiginda ise iirik asit diizeylerinde istatiksel
olarak anlamli olacak sekilde azalma bulundu (p<0.0001). Tedavi gruplarindan ALA

ve CoQI10 grubu arasinda serum flrik asit diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli

fark tespit edilmedi (Sekil 13).
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Sekil 13. Gruplara ait iirik asit diizeyleri
3.5. Plazma NO diizeyleri
NO diizeyleri, kontrol grubuna (56.82+10.39 umol/ml) goére MS grubunda
(84.67+£15.93 umol/ml), ALA (71.01£14.12 pmol/ml) ve CoQl0 grubunda
(71.71£6.64 pumol/ml) daha yiiksek bulundu (sirasiyla, p<0.0001, p<0.05 ve p<0.05).
ALA ve CoQI10 grubu MS grubu ile karsilastirildiginda ise NO diizeylerinde
istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.05). Tedavi gruplarindan ALA
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ve CoQ10 grubu arasinda plazma NO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark

tespit edilmedi (Sekil 14).
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Sekil 14. Gruplara ait plazma NO diizeyleri

3.6. Plazma MDA diizeyleri

MDA diizeyleri, MS grubunda (3.21+£0.47 pmol/l) kontrol grubuna
(1.98+£0.47 pmol/l) gore anlaml sekilde yiiksek tespit edildi (p<0.0001). Kontrol
grubuyla tedavi gruplarindan ALA (2.66+£0.88 pmol/l) karsilastirildiginda MDA
diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmesine ragmen (p<0.05), CoQ10
grubuyla (2.52+0.21 umol/l) karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi
(»>0.05). ALA grubu MS grubu ile karsilastirildiginda MDA diizeyleri diisiik tespit
edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. CoQ10 grubu MS grubu ile
karsilastirildiginda MDA diizeyleri anlamli sekilde diisiik tespit edildi (p<0.05).
Tedavi gruplarindan ALA ve CoQIl10 grubu arasinda plazma MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (Sekil 15).
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Sekil 15. Gruplara ait plazma MDA diizeyleri

3.7. Total ve Rediikte Glutatyon Diizeyleri

Total glutatyon diizeyleri, MS grubunda (736.11+£74.70 pmol/l), ALA
(753.66+42.06 pmol/l) ve CoQIl10 (778.66+17.08 pumol/l) uygulanan gruplarda
kontrol grubuna (848.57+£34.23 umol/l) gore daha diisiik bulundu (sirasiyla,
p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.01). ALA ve CoQl0 grubu MS grubu ile
karsilastirildiginda ise total glutatyon diizeyleri yliksek, ancak istatistiksel olarak
anlamli degildi. Tedavi gruplarindan ALA ve CoQ10 grubu arasinda total glutatyon
diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilmedi (Sekil 16).

Rediikte glutatyon diizeyleri, MS grubunda (682.44+£76.61 umol/l) kontrol
grubuna (829.42+35.00 umol/l) gore anlamli sekilde diisiik tespit edildi (p<0.0001).
Tedavi gruplarindan ALA (732.11+38.72 pmol/l) ve CoQ10 grubu (757.88+16.03
umol/l) kontrol grubuyla karsilastirildiginda rediikte glutatyon diizeyleri yine daha
diisiik bulundu (swrasiyla, p<0.0001 ve p<0.01). Ancak ALA ve CoQ10 grubu MS
grubu ile karsilastirildiginda rediikte glutatyon diizeyleri anlamli olarak artmis tespit

edildi (swrasiyla, p<0.05 ve p<0.005). Tedavi gruplarndan ALA ve CoQI10 grubu
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arasinda plazma rediikte glutatyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmedi (Sekil 17).
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Sekil 16. Gruplara ait total glutatyon diizeyleri
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Sekil 17. Gruplara ait rediikte glutatyon diizeyleri
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3.8. Plazma Arjinin, ADMA ve SDMA Diizeyleri

Arjinin diizeyleri, MS grubunda (71.08+8.35 pmol/l) kontrol grubuna
(81.39+6.92 pmol/l) gore anlamli sekilde diisiik tespit edildi (p<0.05). Tedavi
gruplarmdan ALA (74.54£6.08 umol/l) ve CoQI10 grubu (82.54+11.56 pmol/l)
kontrol grubuyla karsilastirildiginda arjinin diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi. ALA uygulanan grup MS grubu ile karsilastirildiginda arjinin diizeylerinde
anlamhi  fark tespit edilmezken, CoQI10 wuygulanan grup MS grubu ile
karsilastirildiginda arjinin diizeyleri anlamli olarak yiiksek tespit edildi (p<0.01).
Tedavi gruplarindan ALA ve CoQ10 grubu arasinda plazma arjinin diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (Sekil 18).

ADMA diizeyleri, MS grubunda (2.51£1.19 pmol/l) kontrol grubuna
(0.95£0.21umol/l) gore anlamli sekilde yiiksek tespit edildi (p<0.0001). ALA
(1.61£0.27 umol/l) ve CoQ10 grubu (1.39+0.30 pmol/l) kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ADMA diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi. ALA
ve CoQIl0 grubu MS grubu (2.51+1.19 pumol/l) ile karsilastirildiginda ADMA
diizeyleri anlamli diisiik tespit edildi (sirasiyla, p<0.01) ve p<0.001). Tedavi
gruplarmdan ALA ve CoQl0 grubu arasinda plazma ADMA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (Sekill9)

MS grubu (0.87£.42 pumol/l), kontrol grubuyla (0.66+£0.14 pmol/1)
karsilastirildiginda SDMA diizeylerinde anlamli fark tespit edilmedi. Yine tedavi
gruplarindan ALA (0.46+0.09 umol/l) ve CoQ10 grubu (0.75+0.24 pmol/l) kontrol
grubuyla karsilastirildiginda SDMA diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi. ALA grubu MS grubu ile karsilastirildiginda SDMA diizeyleri anlaml
diisiik tespit edildi (p<0.005). CoQ10 grubu MS grubu ile karsilastirildiginda SDMA
diizeylerinde anlamli fark tespit edilmedi. ALA grubu CoQ10 grubu ile
karsilastirildiginda SDMA diizeyleri anlamh diistik tespit edildi (p<0.05) (Sekil 20).
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Sekil 18. Gruplara ait plazma arjinin diizeyleri
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Sekil 19. Gruplara ait plazma ADMA diizeyleri
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Sekil 20. Gruplara ait plazma SDMA diizeyleri

3.9. HOMA-IR Degerleri ile ADMA, MDA, NO, Total Glutatyon,
Rediikte Glutatyon Diizeyleri Arasindaki Korelasyon Analizi

Tiim gruplar total olarak ele alindiginda, HOMA-IR ile ADMA, MDA ve NO
arasinda pozitif bir korelasyon bulunurken HOMA-IR ile total ve rediikte glutatyon

diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon tespit edildi ve bu korelasyonlar istatistiksel
olarak da anlamliyd: (Sekil 21-25).
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Sekil 21. ADMA VE HOMA-IR degerleri arasindaki iligki
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Sekil 22. MDA ve HOMA-IR degerleri arasindaki iligki
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Sekil 23. NO ve HOMA-IR degerleri arasindaki iligki
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Sekil 24. Total Glutatyon ve HOMA-IR degerleri arasindaki iliski
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Sekil 25. Rediikte glutatyon ve HOMA-IR degerleri arasindaki iligki

3.10. Tim Gruplarda Aort, Karaciger ve Bobrek Yapisinin
Histopatolojik Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ve diger gruplardan karaciger, bobrek ve damar duvarma ait
ornekler elde edilerek %10 formolde tespit edildi. Daha sonra rutin patolojik
islemlerden gecirilerek elde edilen 4 p kalimlhigindaki kesitler Hematoksilen-Eozin
boyasi ile boyanarak 151k mikroskopide incelendi.

Kontrol grubu (Sekil 26) ile karsilastirildiginda metabolik sendrom
olusturulan ratlarin aort damarlarimin histopatolojik olarak incelenmesinde; yer yer
perivaskiiler lenfositik infiltrasyon, diiz kaslarda hipertrofi ve 6dem goriildi (Sekil

27-29).
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Sekil 27. Metabolik sendrom grubunda aort damar yapisindaki inflamasyonun
histopatolojik goriiniimii (x400).
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goriinimi (x200).

ALA uygulanan grupta perivaskiiler lenfositik infiltrasyonun belirgin olarak
azaldigi hatta yer yer tiimiiyle ortadan kalktig1 dikkati ¢ekti. Yine 6dem daha hafif
derecedeydi (Sekil 30, 31).
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Sekil 30. ALA grubunda MS grubuna gore damar duvarinda lenfositik infiltrasyon

ve 6demde azalmanin histopatolojik goriiniimii (x100)
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Sekil 31. ALA grubunda MS grubuna gore damar duvarinda lenfositik infiltrasyon

ve 6demde azalmanin histopatolojik goriiniimii (x200)
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CoQ10 grubunda ise damar duvarlarinin goriinimii hemen hemen kontrol
grubu ile ayni olarak izlendi. Perivaskiiler ¢ok hafif lenfositik infiltrasyon goriildii
(Sekil 32, 33).

AW o

Sekil 32. CoQ10 grubunda MS grubuna gore damar duvarinda lenfositik infiltrasyon

ve 6demde azalmanin histopatolojik goriiniimii (x100)

Sekil 33. CoQ10 grubunda MS grubuna gore damar duvarinda lenfositik infiltrasyon

ve 6demde azalmanin histopatolojik goriiniimii (x200)
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Karacigerden alinan ornekler de karsilagtrmali olarak 1sik mikroskopisinde
incelendi. Kontrol grubu (Sekil 34) ile kiyaslandiginda metabolik sendromlu ratlarin
karaciger sinilizoidlerinde genigsleme, portal alanda seyrek lenfositik infiltrasyon
goriildii. Damarlarda dilatasyon ve konjesyon belirgin bir 6zellikti (Sekil 35-37).

ANE oL I

Sekil 34. Kontrol grubundan alinan karaciger oOrneklerinin 1sik mikroskopisinde

histopatolojik olarak goriiniimii (x200).

Sekil 35. MS grubunda karaciger siniizoidlerinde genislemenin histopatolojik

goriinimii (x400)
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Sekil 37. MS grubunda karaciger damarlarinda belirgin konjesyon ve dilatasyonun

histopatolojik goriiniimii (x200)
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ALA grubunda kontrol grubuna benzer morfolojik 6zellikler dikkati cekti.
Ancak damarlarda konjesyon belirgindi, damarlarda dilatasyon, siniizoidlerde

genisleme ise metabolik sendrom grubuna gore daha hafifti (Sekil 38, 39).

£ LAY By TR N A TR
Sekil 38. ALA grubunda karacigerde portal alanda lenfositik infiltrasyonun
histopatolojik gortiniimii (x400)
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Sekil 39. ALA grubunda MS grubuna gore karacigerde damarda dilatasyonda ve

konjesyonda azalmanin histopatolojik goriiniimii (x400)
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CoQI10 grubu ratlarin karacigerlerinde portal alanda lenfositik infiltrasyonda

belirgin azalma, metabolik sendromlu rat karacigerlerine gore konjesyon ve siniizoid

genislemesinde bir miktar gerileme saptandi (Sekil 40).

infiltrasyonda belirgin azalma ve metabolik sendromlu rat karacigerlerine gore
konjesyon ve siniizoid genislemesinde gerilemenin histopatolojik goriiniimii (x400)
Ayni gruplara ait ratlarin bobreklerinin incelenmesinde ise; metabolik
sendrom grubunda glomeriillerde konjesyon disinda belirgin bir 11k mikroskopik
bulguya rastlanmadi. ALA ve CoQ10 grubuna ait bobrek kesitleri interstisyel alanda
hafif bir iltihabi infiltrasyon disinda kontrol grubundan farkli degildi.
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Sekil 41. Kontrol grubundan alinan bdbrek Orneklerinin 151k mikroskopisinde

histopatolojik olarak goriiniimii (x200)
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4. TARTISMA

Metabolik sendrom, hiperglisemi, dislipidemi, hipertansiyon ve abdominal
obezitenin bir arada bulundugu multidisipliner metabolik bozukluktur. Tiim diinyada
ve lilkemizde, beslenme aligkanliklarmin degismesi, abdominal obezitenin ve
sedanter hayatin artmast sonucu MS giin gectikge daha ciddi bir sorun haline
gelmektedir. Insiilin direnci bu sendromun cogu komponentinin temelindeki
mekanizmadir ve viicutta asir1 yag birikimi ile birliktedir. Saglikli zayiflama diyeti,
egzersiz, agirlik kaybi, dislipidemiye yonelik tedavi, hiperglisemi ve hipertansiyon
tedavisi uygulanan baglica tedavi yaklagimlaridir. Oksidatif stres metabolik
sendromun komplikasyonlarimin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Bu yiizden
yasam tarzi degisiklikleri ile birlikte antioksidan kullanimi bu sendrom ile iliskili
oksidatif stresi azaltarak olusabilecek komplikasyonlar1 onlemede faydali olabilir
(110).

% 10’luk fruktozlu diyet vererek metabolik sendrom olusturdugumuz ratlarda
metabolik sendrom tami kriterlerine parelel sonuclar elde ettik. Metabolik sendrom
grubunda kontrol grubuna gore total kolesterol, LDL-K, VLDL-K, TG diizeyleri
anlamli olarak yliksek; HDL-K diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken
(»<0,0001), glukoz diizeyleri ve HOMA-IR degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
artis tespit edildi (»p<0,0001).

Metabolik sendromlu insanlarda ve hayvan modellerinde oksidatif stres,
nitrozatif stres, inflamasyonda artis ve endotel fonksiyonunda bozulma gdsterilmistir.
Fujita ve ark.’nin (111) yaptig1 calismada visseral yag birikimi ve metabolik sendrom
ile sistemik oksidatif stres arasindaki iligki arastirilmistir. Sistemik oksidatif stres
belirteci olan 8-epi-prostaglandin F2o’nin (8-epi-PGF2a) idrar konsantrasyonu,
metabolik sendromlu bireylerde 6nemli Olciide yiiksek bulunmustur. Roberts ve
ark.’nm (112) yaptig1 calismada diyete bagli metabolik sendrom olusturulan ratlarda
plazma MDA seviyelerinin arttig1 gosterilmistir.

Bizim calismamizda MS grubunda kontrol grubuna kiyasla oksidatif stres
gostergesi olan MDA diizeylerinin arttigini, total ve rediikte glutatyon diizeylerinin
belirgin olarak azaldigini tespit ettik (p<0.0001). GSH diizeylerinde azalma ytiksek
glukoz diizeylerine bagli olarak poliol yolunda glukozun sorbitole indirgendigi

reaksiyonda gorev yapan NADPH bagiml aldoz rediiktazin asir1t NADPH tiiketmesi
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nedeniyle NADPH bagimli glutatyon rediiktazin aktivitesinin azalmasindan
kaynaklanmis olabilir.

Hiperinsiilinemi ve serbest radikal iiretimi arasindaki iligki ¢esitli
calismalarda gosterilmistir. Urakawa ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, obezlerde
aclik insiilin konsantrasyonu ve 8-epi-PGF2a arasinda anlamli pozitif korelasyon
bulunmustur (=0.487, p<0.01). Shamir ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada Apolipoprotein
E-eksik farelerde insiilin etkisiyle oksidatif stresin azaldigi rapor edilmistir (113).
Sharma ve ark.’nin (114) yaptig1 calismada metabolik sendromlu hastalarda serum
MDA diizeyleriyle HOMA-IR arasinda gii¢lii pozitif korelasyon tespit edilmistir
(r=0.946, p<0.001).

Bizim c¢alismamizda metabolik sendrom grubunda insiilin diizeylerinin ve
HOMA-IR degerlerinin (P<0.0001) kontrol grubuna gore arttig1 tespit edildi.
Calismamizda tiim gruplar total olarak ele alindiginda oksidatif stres belirteci olan
MDA diizeyleri ile HOMA-IR degerleri arasinda yapilan korelasyon analizinde
pozitif korelasyon saptandi ve bu korelasyon istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0.49,
p=0.003). Hiperglisemi ve yiikselmis serbest yag asitleri ROT artigina ve oksidatif
strese neden olur. ROT serin kinaz kaskadlarin aktivasyonuna neden olur. Bu
kinazlar IRS ve IRS proteinlerin fosforilasyonuna yol acar. IRS-1 ve 2 i¢in serin
fosforilasyonunda artma tirozin fosforilasyonunda azalmaya neden olur. Sonucta
fosfotidilinisitol-3 gibi sinyal molekiillerin aktiviteleri azalmasi insiilinin etkisini
azaltarak insiilin direnci olusumuyla sonuglanir.

Hiperglisemi oksidatif stresin artisina neden olabilir. Konukoglu ve ark.’nin
(115) yaptig1 ¢alismada ayn1 yasdaki kadinlarda glukoz yiiklemesi yapildiktan dnce
ve iki saat sonra nitrik oksit, Cu-Zn Siiperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD) aktivitesi ve
tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin diizeylerine bakilmis; plazma NO diizeyleri
diyabetik hastalarda, kontrollere ve bozulmus glukoz toleransi olanlara gére daha
yliksek bulunmustur. NO yiiksekliginin nedeni iNOS indiiksiyonu nedeniyle
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Glukoz yiiklemesi yapildiktan sonra diyabetik ve
bozulmus glukoz toleransi olan hastalarda TBARS diizeylerinin yiikseldigi ve Cu-Zn
SOD aktivitelerinin belirgin olarak azaldigi tespit edilmistir.

Klinik ve deneysel caligmalar endotel disfonksiyonunu, artmis serbest radikal

iretimiyle iliskilendirmistir. NO’nun yarilanma Omrii oksidatif stres altinda
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azalmaktadir. NO siiperoksit anyonlariyla birlesmekte, peroksinitrit meydana
gelmekte ve meydana gelen bu iiriin lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir. ADMA,
NOS aktivitesini inhibe ettiginden NO diizeylerinde bir azalmaya yol acabilmekte,
bunun sonucu olarak da endotel fonksiyon bozukluklar1 gelisebilmektedir. Metabolik
sendromda ve tip 2 diyabette ADMA diizeylerinin arttigin1 gosteren caligmalar
mevcuttur (116, 117). Bununla birlikte Garcia ve ark.’nin (118) yaptig1 caligmada
ADMA’nm metabolik sendromlu kisilerde artmadigi gosterilmistir. Miyazaki ve ark.
(119) ADMA ile metabolik yollar arasinda muhtemel bir iliskiyi ilk belirtenlerdir.
Yaptiklar1 calismada insiilin direnci ile plazma ADMA konsantrasyonu arasinda
pozitif korelasyon bulmuslardir. Lin ve ark. (120) ratlarda insiilin rezistansmnin bir
sonucu olarak artan glukoz seviyelerinin DDAH aktivitesini azaltarak plazma
ADMA seviyelerini artirdigini tespit etmislerdir. ADMA biiylik dl¢iide DDAH ile
metabolize olur ve enzim aktivitesinin azalmas1 ADMA diizeyinin artmasina neden
olur. Korandji ve arkadaslarmin (117) yaptig1 ¢calismada 2 hafta fruktoz (% 60) ile
beslenen ratlarda bizim ¢alismamizla uyumlu bir sekilde plazma ADMA seviyesinin
arttigini gostermislerdir.

Bizim ¢alismamizda MS grubunda kontrol grubuna goére ADMA
seviyelerinin arttig1 tespit edildi (P<0.0001). Arjinin diizeyleri metabolik sendrom
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diistik tespit edildi
(p<0.05). SDMA diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi.
Metabolik sendrom; biinyesinde barindirdigi bozukluklar ve temelinde yatan insiilin
rezistans1 nedeniyle endotel disfonksiyonuna yol agar ve bunun sonucunda da artmis
kardiyovaskiiler risk ile iligkilidir. Dolayisiyla MS’li hastalarda plazma ADMA
seviyelerinin artmasi beklenir.

Zahedi ve ark.’nin (121) 3505 kisiyi igeren calismalarinda metabolik
sendromlu ve diyabetli hastalarda NO metabolitlerinin diizeylerinin arttigi ve bu
artisin insiilinin metabolik sonuglarini etkiledigi hipotezini destekledigi yorumu
yapilmistir. Perreault ve ark.’nin (122) yaptig1 ¢alismada obez farelerde iNOS
indiiksiyonuna bagli olarak kastaki insiilin ile fosfatidilinositol 3-kinaz ve Akt
aktivasyonunun bozuldugu ve insiilin direnci olustugu tespit edilmistir.

Bizim calismamizda Asl ve arkadaslarmin (123) yaptig1 calismaya parelel

olarak NO diizeylerinin MS grubunda kontrol grubuna gore artmis oldugu tespit ettik
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(P<0.0001). NO biyoyararlanimimnin azalmasi endotelde siliperoksit iiretiminin artigi
ile iliskili oldugu gosterilmistir. Siiperoksit hizla endotel iginde NO’yu tutar ve
artmig NO tretimine ragmen biyoaktif NO’da azalma olabilir. Endotelyal hiicrelerde
siiperoksit lreten enzimatik sistemler arasinda NAD(P)H oksidaz ve ayrismis
endotelyal NO sentaz (eNOS) bulunmaktadir. NAD(P)H oksidaz ile f{iretilen
siiperoksit, eNOS’un ayrismasim tetikler. Bazi hastaliklarda NO {iretimi
degismemesine hatta artmasmma ragmen biyoyararlanimi siiperoksit nedeniyle
azalmaktadir (123). Diyabetdeki endotel disfonksiyonunun kismen iNOS ile NO
iiretiminin artmasiyla iliskili oldugunu gdsteren kanitlar vardir. NO temizleyicisi ve
INOS inhibitorleri kullaniminin diyabetde endotel fonksiyonda iyilesmeye neden
oldugu rapor edilmistir. Yeni bir caligmada iNOS knock-out fareler diyabetik
oldugunda endotel disfonksiyona dayanikli olduklar1 gosterilmistir. Bir baska
calismada iINOS geni normal arterlere transfer edildiginde, NO-bagimli gevseme
bozulmus ve endotel disfonksiyon gelistigi tespit edilmistir. Bu sonuglar metabolik
sendromda olusan endotel disfonksiyonununda iNOS’un direk rol aldigmni
disiindiirmektedir (124).

Ford ve ark.’nin (125) yaptig1 calismada metabolik sendromu olan 20
yasindan biiyiik yetiskinlerde vitamin A, C ve E vitaminleri, retinil esterleri,
karotenoidler ve selenyum diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Yas,
cinsiyet, ik veya etnik koken, egitim, sigara igme durumu, fiziksel aktivite, meyve
ve sebze tiikketimi, vitamin ya da mineral kullanimi i¢in diizeltme yapildiktan sonra
metabolik sendromlu grupta kontol grubuna gore retinil esterler, C vitamini ve
karotenoidler diisiik konsantrasyonlarda bulunmustur. Serum lipid konsantrasyonlar1
icin ek ayarlama yapildiktan sonra, E vitamini konsantrasyonlari metabolik
sendromlu grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur.
Sharma ve ark.’nin (114) yaptig1 ¢alismada metabolik sendromlu hastalarda kontrol
grubuna gore diistik antioksidan diizeyi (vitamin A,C, E) tespit edilmistir.

ALA’nin  oksidatif stresi azalttig1 c¢esitli c¢alismalarda gdsterilmistir.
Thirunavukkarasu ve ark.’nm (126) yaptig1 ¢alismada fruktozla beslenen ratlarda
lipid peroksitler, konjuge dien, tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin artiginin ALA
uygulanmastyla azaldigi tespit edilmistir. Arivazhagan ve ark.’nm (127) yaptigi

calismada yasli ratlarda ALA uygulanmasmin okside glutatyon diizeylerini azalttig1
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ve rediikte glutatyon diizeylerini artirdigi tespit edilmistir. Khanna ve ark.’nm (128)
yaptig1 caligmada ratlara 8 hafta 150 mg/kg intragastik ALA uygulanmasmin
karaciger ve kanda total glutatyon diizeylerini artirdig1 gosterilmistir. Cummings ve
ark.’nm (129) yaptig1 ¢alismada fruktozla beslenen ratlarda ALA tedavisinin sadece
fruktoz verilen gruba kiyasla tip 2 DM gelisimini engelledigi ve kandaki GSH/GSSG
oranini artirdig gosterilmistir.

Bizim calismamizda ALA grubunda MS grubuna gore total glutatyon
diizeyleri yiiksek bulundu ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli degildi.
Rediikte glutatyon diizeylerini ise MS grubuna gore anlamli sekilde yiikselmis
oldugunu tespit ettik (P<0.05). Glutatyon, tiyol grubunun 6nemli bir {iyesidir ve
primer hiicre i¢ci antioksidanidir, ayrica 6nemli bir serbest radikal deaktivatoriidiir.
Sistein kullanilirligi glutatyon sentezinde hiz kisitlayici faktor olarak bilinmektedir.
ALA agizdan alindiginda hizla emilir, hiicreye alinir ve ortamda serbest olarak
bulunan DHLA’ye rediikte olur. Daha sonra DHLA sistini sisteine indirger, hiicre
sisteini sistinden 10 kat hizli alir ve GSH’mn biyosentezi hizla meydana gelir. Bu
yolda DHLA’ ’nin indirekt antioksidan aktivitesi gézlenmistir. Diger antioksidanlarla
kombinasyonunda DHLA’nin ubisemikinonu ubikinole semidehidroaskorbati
askorbata ve GSSG’yi GSH’ya rejenere ettigi gosterilmistir. ALA normal ratlarda
tiyol durumu diizeltme yetenegine sahiptir; diyabetik ve normal ratlarda GSH’nin de
novo sentezini ve GSH seviyelerini artirdig1 gosterilmistir. Ayrica, ALA C vitamini
ve E vitaminin geri doniisiimiine katilarak yiliksek seviyelerde kalmasini saglar.
ALA’nin Fenton reaksiyonu ile olusan hidroksil radikallerini azaltmada etkili oldugu
ve ayni zamanda peroksit ve siiperoksit radikallerini de uzaklastirmada etkili oldugu
gosterilmistir (75, 130-133).

ALA’nmm oksidatif stres artis1 nedeniyle olusan insiilin direncini azalttig:
insan ve hayvan modellerinde gosterilmistir. Midaoui ve ark.’nin (134) yaptigi
calismada Sprague-Dawley ratlarin igme sularma % 10 D-glukoz katilmis ve normal
bir diyet veya ALA destekli bir diyet 3 hafta boyunca verilmistir. Oksidatif stres
aortik siiperoksit anyonu olgiilerek degerlendirilmistir. Insiilin direnci ve aortik
stiperoksit anyon artisinin glukoz ile beslenen ratlara ALA verilmesi ile engellendigi
tespit edilmistir. Ayrica, glukozla beslenen ratlarda plazma glutatyon peroksidaz

aktivitesinde azalmanin ALA tedavisi ile engellendigi belirlenmistir. Song ve
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ark.’nm (135) yaptig1 caliymada obez ratlarda oksidatif stresin insiilin direnci ile
iligkili oldugu ve ALA’nmn giiglii antioksidan kapasitesine sahip oldugundan
koruyucu etkilerinin buna bagli olabilecegi ileri siiriilmistiir. Yaptiklar1 ¢alismada
ALA’nin plazma malondialdehit ve 8-hidroksi-deoksiguanozin gibi oksidatif stres
belirteclerini azalttig1 belirlenmistir.

Bizim calismamizda ALA grubunda HOMA-IR degerleri MS grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). ALA’nin HOMA-IR degerlerini diisiirmesi
insiilin duyarliligini artirdigini gostermektedir. Ayrica, ALA grubunda MS grubuna
gore MDA diizeyleri ise diisiik bulundu ancak bu disiikliik istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05). ALA reaktif oksijen tiirlerini notralize eder ve stres-duyarli
kinazlarin aktivasyonunu engelleyerek insiilin direncini azaltir.

Hertzer ve ark.’nin (136) yaptig1 ¢calismada ALA’nin diyabetik hastalarda NO
aracilt vazodilatasyonu diizelttigi gosterilmistir. Bu etkisinin antioksidan 6zellikleri
ile iliskili oldugu degerlendirmesi yapilmistir ¢linkii ALA’nin endotel bagimli
vazodilatasyon etkisi plazma malondialdehit diizeyleriyle pozitif olarak iliskili
bulunmustur. Bununla birlikte, Visioli ve ark. (75) tarafindan yapilan in vitro bir
calismada insan aort endotel hiicrelerinde ALA’nin NO sentezini antioksidatif
ozelliklerinden bagimsiz olarak arttirdig1 ve ALA tedavisiyle hiicresel GSH diizeyleri
ve GSH: GSSG oranlar1 6nemli 6lgiide degigsmedigi gosterilmistir.

Bojunga ve arkaslarmin yaptig1 calismada streptozosinle diyabet olusturulmus
ratlarda, hipergliseminin kalp, aort, siyatik sinir ve bobrek gibi dokularda eNOS
ekspresyonunu azaltigt ve iINOS ekspresyonunu artirdigir gosterilmistir. ALA
uygulamasiyla eNOS ekspresyonunun arttigi ve iNOS ekspresyonu azaldigi tespit
edilmistir (75). Saad ve ark.’nmn yaptig1 ¢aligmada, ALA ile tedavi edilen ratlarda
yiiksek nitrat /nitrit diizeylerinin azaldigi gosterilmistir (137). Bir baska calismada,
ALA’nm izole rat Kupffer hiicreleri ve fare makrofajlarinda lipopolisakkaride-bagli
NO iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (138).

Bizim yaptigimiz calismada ALA grubunda NO diizeyleri MS grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). ALA’nin NO sentezini azaltma
mekanizmalar1 iNOS up-regiilasyonunu engelleyerek ve siilfidril grubu ile NO’yu
direkt temizleyici etkisi nedeniyle olabilecegi daha onceki ¢aligsmalarda belirtilmistir

(139, 140).
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ALA tedavisinin metabolik sendromlu hastalarda endotel fonksiyonu
diizelttigi gosterilmistir ama mekanizmasi henliz tam olarak bilinmemektedir.
Obezitede vaskiiler dokuda lipid birikimi sonucu oksidatif stresde artisin endotel
disfonksiyonuna neden oldugu disiiniilmektedir. ALA’nin obezitede endotelyal
fonksiyonunu Adenozin Monofosfat Aktive Protein Kinazi (AMPK) aktive ederek
diizelttigi ileri siirtilmiistiir. Lee ve ark.’nin (77) yaptig1 ¢alismada kontrol grubuna
gore obez ratlarda endotelyum bagimli vazorelaksasyonun bozuldugu ve endotelde
AMPK aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. Obez ratlara ALA uygulanmasi
bozulmus vazorelaksasyonu diizeltmis ve endotelde AMPK aktivitesini artirmistir.
ALA iki temel mekanizma ile obezitede yararli olabilir: Hipotalamik AMPK
aktivitesini azaltarak gida alimin1 ve enerji harcanmasini regiile eder ve Mitojenle
Aktive Protein Kinaz (MAPK) yolunu aktive ederek adiposit farklilasmasimni bloke
eder (75). Chang ve ark.’nin (141) yaptig1 ¢calismada diyabetik bobrek hastalarinda
ALA’nin ADMA diizeylerini diisiirdiigi belirlenmistir. Mittermayer ve ark.’nin
(142) yaptig1 calismada tip 2 diyabet hastalarinda 3 hafta intravenoz ALA
uygulanmasmin ADMA diizeylerini diistirdiigii, SDMA ve Arjinin diizeylerini
etkilemedigi tespit edilmistir.

Bizim ¢aligmamizda MS grubuna gére ALA grubunda anlamli olarak ADMA
diizeyleri diisiik bulundu (p<0.01). SDMA diizeyleri anlamli diisiik tespit edildi
(»<0.005). Arjinin diizeyleri arasinda anlamli fark tespit edilmedi. Oksidatif stres,
ADMA yikiminda gorevli enzim olan DDAH’nin aktivitesini azaltir. DDAH
enziminin aktif merkezindeki reaktif sistein rezidiilerinin varligi, bu enzimi
stiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri tarafindan oksidasyona veya S-nitrozilasyona
uygun hale getirir. Oksidasyon ve S-nitrozilasyon sonucu enzim aktivitesi azalir.
Oksidatif stres etkisiyle DDAH aktivitesinin bozulmasi ve ardindan artmug ADMA
diizeyleri, ALA tarafindan inhibe edilmis olabilir. Endotel disfonksiyonun bir
belirteci olan ADMA diizeylerinin diismesi ALA’nin endotel disfonksiyonu
engellemede 6nemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Song ve ark.’nin (135) yaptig1 calismada ALA’nin Otsuka Long-Evans
Tokushima Fatty (OLETF) ratlarda tip 2 diyabet gelisimini engelledigi gosterilmistir.
ALA’nm iskelet kaslar1 ve pankreas P hiicrelerinde trigliserid birikimini azaltig1 ve

pankreas B hiicre hasarmi engelledigi gosterilmistir. ALA glukoz metabolizmasini
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kolaylastirir; in vivo ve in vitro glukoz almini artirarak glukoz kullanimini
kolaylastirir. Deneysel ve klinik ¢aligmalar ALA’nin insiilin duyarliligini artirdigmi
gostermistir. ALA tedavisinin insiilin direngli obez farelerde ve tip 2 diyabetik
insanlarda iskelet kasinda insiilinle uyarilmis glukoz kullanimmi artirdig:
gosterilmistir. Ayrica, kiiltiir kas hiicreleri, izole rat diyaframi, normal ve diyabetik
tavsanlarin perfiize preparatlari kullanilarak yapilan bazi caligmalarda, ALA’nin
glukozun transportunu aktive ettigi ve glikolizi uyardigi gosterilmistir (75).

Endotel disfonksiyon belirtecleri arasinda adezyon molekiilleri E-selektin, P-
selektin, VCAM-1, ICAM-1 bulunmaktadrr. Zhang ve akadaslar1 (143) ALA
tedavisinin insan aortik endotel hiicrelerinde TNF alfaya bagh Niikleer faktor
kappaB (NF-kappa-B) aktivasyonunu ve adezyon molekiil ekspresyonunu inhibe
ettigini gostermiglerdir. Bierhaus ve ark. (144) ALA tedavisinin ileri glikasyon son
iirlinlerine bagli NF-kappa-B aktivasyonunu azalttigini tespit etmislerdir. Kunt ve
ark.’nin (145) yaptig1 calismada ALA’nm ileri glikasyon son iirlinlerine bagl
VCAM-1 ekspresyonunu ve monositin endotele baglanmasini azalttig1 gosterilmistir.

Hipertansiyon; mekanik hasar, endotel hiicrelerden artmis serbest radikal
iretimi, NO biyoyararlaniminda azalma veya wvaskiiler diiz kas hiicrelerine
proinflamatuar etki ile endotel fonksiyon bozukluguna neden olabilir. ALA’nin
spontan hipertansif ratlarda (146), yliksek miktarda tuz verilen ratlarda (147) ve
fruktoza bagli-hipertansif Wistar ratlarda (148) yiiksek sistolik kan basmcini
disiirdiigi gosterilmistir. Benzer sekilde diyetlerine % 10 D-glukoz katilarak
hipertansiyon olusturulan Sprague-Dawley ratlarda (134) kan basincinin ALA
tarafindan disiiriildiigi gosterilmistir.

Yapilan calismalarda ALA’nin serum kolesterol ve lipoprotein diizeylerini
diistirdiigti  gosterilmistir. Ford ve ark.’nin (149) yaptig1 calismada ALA’nin
streptozosin ile diyabet olusturulan ratlarda serum trigliserid diizeylerini azalttigi
gosterilmistir.

Bizim ¢alisgmamizda ALA verilen grupta trigliserid diizeyleri MS grubuna
gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.0001). ALA’nm trigliserid diizeylerini
disiirmesi glukoz metabolizmas1 iizerine etkileri ve insiilin direncini azaltmasi
sonucunda lipid metabolizmasinda anahtar enzimleri diizenlemesi ve lipoprotein

lipaz aktivitesini artirmasi nedeniyle olabilir.
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CoQ10 mitokondriyal solunum zincirinde elektron transportuna aracilik eden
onemli bir molekiil olup ayn1 zamanda giiclii bir antioksidandir. Mod1 ve ark.’nin
(84) yaptig1 calismada fruktoza bagli hiperinsiilinemi ve hiperlipidemi olusturulan
ratlarda 3 hafta boyunca 10 mg/kg/giin intraperitonal CoQ10 ile tedavinin yiiksek
glukoz, kolesterol, trigliserid, VLDL-K, LDL-K ve aterojenik indeksde anlamli
diisiise ve HDL-K diizeylerinde anlamli bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Lipid
diizeylerini azaltmasi HDL-K’u artirmasi ve oksidatif stresi azaltmasi nedeniyle
olabilir. Ayrica CoQI10 tedavisinin lipid peroksidasyonunu azalttigi, karaciger
homojenatlarinda siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon gibi antioksidan
parametreleri artirdigi ve yliksek kan basmcini diistirdiigii tespit edilmistir. Singh ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada 36 hafta transgenik diyetle beslenen tavsanlara
koenzim Q10 wuygulanmasinin TBARS, konjuge dien, malondialdehit, total
kolesterol, trigliserid diizeylerini ve aterojenik indeksi diisiirdiigli gosterilmistir (84).

Kunitomo ve ark.’nm (150) metabolik sendromlu ratlar iizerinde yaptig:
calismada 26 hafta % 0.07-% 0.7 CoQ10 ile desteklenmis bir diyetin oksidatif stres
ve metabolik sendromun karakteristik bilesenleri {izerine etkileri arastirilmistir.
Oksidatif stres gostergeleri olarak okside diistik yogunluklu lipoprotein ve 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin ve nitrozatif stres gostergesi olarak olarak 3-nitrotirozin
diizeylerine bakilmistir. CoQ10 uygulanmasi metabolik sendromlu ratlarda olusan
oksidatif ve nitrozatif stres belirteclerinin artigin1 azaltmistir. CoQ10 glukoz ve
dislipidemiye etkisi olmamasina ragmen serum insiilin diizeylerini azaltmistir.
Ayrica CoQ10 mezenterik arter endotel disfonksiyonunu diizeltmistir. Bu bulgulara
gore ekzojen CoQ10 uygulanmasiin MS tedavisi ve profilaksisi i¢in 6nemli olacagi
ve CoQl0’un antioksidan Ozelliklerinin MS’deki kardiyovaskiiler risklerin
engellenmesinde etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Rauscher ve ark.’nin (151) yaptig1 c¢alismada streptozosinle diyabet
olusturulmus Sprague-Dawley ratlara (10 mg/kg/giin, intraperitonal, 14 giin)
koenzim Q10 tedavisinin bozulmus antioksidan durumu diizelttigi gosterilmis ve
diyabete bagli oksidatif etkileri azalttigi belirtilmistir. Tsuneki ve ark.’nin (74)
yaptig1 ¢alismada yiiksek glukoza (30 mM) maruz kalan insan umblikal ven endotel

hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin arttigi ve yiikksek glukozun endotel
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hiicrelerinde ICAM-1 ve VCAM-1 upregiilasyonuna neden oldugu ve COQ10’un bu
anormallikleri diizelttigi gosterilmistir.

Bizim calismamizda da 10mg/kg/giin CoQ10 uygulanan grupta MS grubuna
kiyasla kan glukozu, insiilin, LDL-K, VLDL-K, T-kolesterol, trigliserid diizeylerinde
azalma, HDL-K diizeylerinde anlamli artma tespit ettik (p<0.0001). CoQ10’un
trigliserid diisiiriicli etkisi muhtemelen LDL’ye spesifik antioksidan aktivitesi sonucu
ve hiicresel antioksidan durumu artirmasi sonucu olabilir. Calismamizda CoQ10
grubunda oksidatif stres azalmasimi gosteren MDA diizeylerinde MS grubuna gore
anlamli azalma tespit ettik (p<0.05). Rediikte glutatyon diizeyleri MS grubuna gore
istatistiksel anlamli sekilde yiiksekti (p<0.005). Yine total glutatyon diizeyleri MS
grubuna kiyasla yiiksekti ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Hamilton ve ark.’nin (152) yaptig1 calismada 12 hafta 200 mg/giin CoQ10
verilen diyabetik hastalarda akim aracili dilatasyon (FMD) olarak 6l¢iilen endotelyal
fonksiyonda anlamli diizelmelerin oldugu goriilmiistiir. Endotel disfonksiyonda
diizelmenin CoQ10’un lokal vaskiiler oksidatif stresi azaltmasi1 nedeniyle oldugu ileri
siriilmiistiir. Bir baska calismada CoQ10’un oral uygulanmasi iskemik kalp
hastalarinda FMD’yi ve SOD seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir. CoQ10’un hangi
mekanizmayla ekstraselliiler SOD’u artirdig1 agikliga kavusturulamamistur ancak bu
etki NO’nun artan biyoyararlanimi veya direk gen indiiksiyonu nedeniyle olabilecegi
belirtilmistir (153).

Tiano ve ark.’nin (154) yaptig1 calismada iskemik kalp hastalarinda CoQ10
tedavisinin ekstraseliiler SOD aktivitesini ve endotel-bagimli vazodilatasyonu
diizelttigi gosterilmistir. CoQ10’un bu etkilerini NO’nun oksidasyonununa kars1
koyarak yaptigi ileri siiriilmiistiir. Watts ve ark.’nin (155) yaptig1 ¢aligmada tip 2 DM
hastalarinda 12 hafta 200 mg/giin CoQ10 tedavisinin brakiyal arter disfonsiyonu
diizelttigi ve bunun azalan oksidatif stres sonucunda NO’nun artan endotel salinimi
veya aktivitesi nedeniyle olabilecegi ileri siirtilmiistiir. Bununla birlikte, Jung ve
arkadaslarinin (156) yaptig1 calismada CoQ10’un asir1 NO iiretimini suprese ettigi ve
nitrozatif stresi azalttig1 gosterilmistir. Fouad ve ark.’nin (157) yaptig1 c¢alismada
sisplatine bagli renal hasar olusturulan farelerde CoQ10’un rediikte glutatyon
seviyesini ve SOD aktivitesini artirdigi, ylkselmis TNF-alfa ve nitrik oksit

diizeylerini diisiirdiigii tespit edilmistir.
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Calismamizda CoQI10 grubunda ADMA diizeylerini MS grubuna gore
anlaml olarak diisiik tespit ettik (p<0.001). SDMA diizeylerininde MS grubuna
kiyasla anlamli fark tespit edilmedi. Arjinin diizeyleri MS grubuna kiyasla anlamli
sekilde yiiksek bulundu (p<0.01). CoQ10 grubunda MS grubuna gore NO diizeyleri
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05).

Insiilin iirik asitin bobrek ekskresyonunu azalttigindan metabolik sendromda
goriilebilen hiperiiriseminin hiperinsiilineminin bir sonucu oldugu ileri siiriilmiistiir.
Ancak, hayvan caligmalar1 farkli sebep sonug iligkisi olabilecegini gdstermistir.
Nakagawa ve ark.’nin (158) yaptig1 calismada fruktoz ile beslenen ratlarda
hiperiiriseminin allopurinol veya benzbromaron ile tedavisinin metabolik sendrom
komponentleri olan hiperinsiilinemi, sistolik hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve
kilo alimin1 engelledigi gdsterilmistir. Urik asitin insiilin direncini artirak metabolik
sendroma neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da serum iirik asit
diizeyleri metabolik sendrom olusturdugumuz ratlarda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (p<0,0001). Tedavi gruplarinin serum iirik asit diizeylerine
etkisini inceledigimizde, MS grubuna gore iirik asit diizeylerinde diisiis gorildii
(p<0,0001). Ratlara fruktoz verilmesiyle; fruktokinaz tarafindan fruktozun
fosforilasyonu gerceklesir ve fruktoz-1 fosfatin birikmesi sonucu adenozin trifosfat
(ATP) sentezinin azalmasma ve niikleotidlerin yikimiyla iirik asit artigina neden
olmaktadir.

Endotel disfonksiyon ateroskleroz patogenezinin erken asamasinda olusan
sistemik bir bozukluktur. Calismamizda fruktoz verilerek metabolik sendrom
olusturulan ratlarin aort damarlarimimn histopatolojik olarak incelenmesinde endotel
disfonksiyon gdstergeleri olan perivaskiiler lenfositik infiltrasyon ve 6dem goriildii.
ALA uygulanan grupta perivaskiiler lenfositik infiltrasyonun ve 6demin belirgin
olarak azaldig1 goriildii. CoQ10 grubunda ise damar duvarlarinin goriiniimii hemen
hemen kontrol grubu ile ayni olarak izlendi. Perivaskiiler ¢ok hafif lenfositik
infiltrasyon gorildii. Bu sonuglara gore ALA ve CoQ10’un endotel difonksiyonda
goriilebilen patolojik bulgular1 hafiflettigini soyleyebiliriz.

Metabolik sendrom yayginliginin artmasi1 bu sendromla ilgili arastirma
calismalarinin sayisini artrrmistir. Boliimiimiizde yapilan bir calismada (159) 45 giin

%10 fruktoz verilerek metabolik sendrom olusturulan grupta serum resistin
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diizeylerinin belirgin sekilde arttig1 belirlenmistir (% 73,93; p<0.001). ALA verilen
grupta metabolik sendrom olusturulan gruba gore serum resistin diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu (% 35) tespit edilmistir. Boliimiimiizde
yapilan bir bagka calismada (160) ise metabolik sendromda yag dokudan salgilanan
resistin ve apelinin insiilin direnci olusumunda ya da bu direncin diizenlenmesinde
onemli rol aldig1, ayrica uygulanan tedavilerden resveratroliin serum apelin, resistin,
HbAlc ve lipid diizeylerine olumlu etkilerinin belirgin oldugunu agikca
gosterilmistir.

Tiim bu bulgulara dayanarak sunlar1 sdyleyebiliriz;

Metabolik sendromda serbest radikal iiretiminde artis ve antioksidan
savunmada yetersizlik bulunmaktadir. Dolayisiyla, oksidatif stresi azaltmak bu
sendromun tedavisinde faydali olacaktir. Bizim calismamizda MS’deki patolojik
siireclerin olugsmasinda dnemli etkisi olan oksidatif stresin ve endotel disfonksiyonun
engellenmesinde ALA ve CoQ10 tedavisinin etkili oldugunu tespit ettik. Metabolik
sendromun tedavisinde ALA ve CoQIl10’un tedavide etkinligine dair ileri klinik

calismalara ihtiyag vardir.
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