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1. OZET

Kompleks mekanizmalar ve farkli etiyolojik nedenlere bagli olarak gelisen
NASH tablosunda NO, ADMA, MMP ve adhezyon molekiillerinin etkili oldugu
ve Ozellikle kroniklesme siireci ile komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Biz bu ¢alismada; Tribulus terrestris’in, NASH
gelisimi ve kroniklesme silirecindeki mekanizmalara ve endotel fonksiyonlar
iizerine etkilerini arastirmay1 amagladik.

Calismada 200-220 gr arasinda 35 adet erkek Sprague-Dawley cinsi ratlar
kullanildi. Ratlar her bir grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Grupl;
kontrol gurubu (8 hafta), Grup2; fruktoz ile NASH olusturulan grup (8 hafta),
Grup3; NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris verilen grup (8 hafta), Grup4;
NASH olustuktan sonra standart beslenme (8+6 hafta), Grup5; NASH olustuktan
sonra Tribulus terrestris verilen grup (8+6 hafta) olarak diizenlendi. Calisma
tamamlandiktan sonra ratlar dekapite edilerek alman kan Orneklerinden
numunlerde; serum glukoz, AST, ALT, Total kolestrol, HDL, LDL, ICAM-1,
VCAM-1, MMP-2, MMP-9, NO, ADMA diizeyleri 6l¢iildii ve Tribulus terrestris
bitkisinin bu parametreler iizerine etkileri incelendi. Ratlardan alman karaciger
doku 6rnekleri ve damar 6rnekleri de histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.

MMP-2, MMP-9 ve ICAM-1 diizeyleri NASH olustuktan sonra Tribulus
terrestris bitki eksrakt1 verdigimiz gruplarda anlamli olarak (p<0.05) diisiik tespit
edildi. NO ve ADMA diizeyleri NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris bitki
ekstratt verdigimiz gruplarda anlamli olarak (p<0.05) disiik tespit edilmistir.

VCAM-1 diizeyleri ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi.



Tribulus terrestris bitki ekstrati verdigimiz gruplar, kontrol grubu ve NASH
olusturulan gruplarla kiyaslandiginda ratlara verdigimiz bitki eksraktinin,
karaciger fonksiyon testlerini diizelttigi, ICAM-1, MMP-2, MMP-9, NO ve
ADMA diizeylerini azalttig1, ayrica fruktoz ile olusturulan karaciger hasarinin
histopatolojik olarak geriledigi gozlendi.

Sonug olarak, Tribulus terrestris bitki ekstratinin karaciger ve endotel
fonksiyonlar1 {izerine olumlu etki yapabildigi ve NASH’li hastalarda kullaniminin

yararl olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Nonalkolik staeatohepatit, Tribulus terrestris, nitrik

oksit, asimetrik dimetil arjinin (ADMA), metalloproteinazlar.



2. ABSTRACT

EXPERIMENTAL NONALCOHOLIC STEATOHEPATITIS RATS
ENDOTHELIAL FUNCTIONS OF THE LIVER AND PROTECTIVE

INVESTIGATE THE EFFECTS OF TRIBULUS TERRESTRIAL

In the light of all these data, in the NASH table, occured depending on
complex mechanisms and several aetiologic reasons, NO, ADMA, MMP and
adhesion molecules are thought to be effective and play an important role on
becoming chronic and on development of complication. In this study, we aimed to
research the effects of Tribulus terrestris on NASH progress and on mechanisms
and endothelium functions in the period of becoming chronic.

In the study, 35 male Sprague-Dawley rats about weight of 200-220 g have
been used. The rats were seperated to 5 groups, each of which has 7 rats. Groupl;
control group (8 weeks), Group2; NASH with fructose (8 weeks), Group3; given
Tribulus terrestris during NASH progress (8 weeks), Group4; standard feding
after NASH (8+6 week), Group5; given Tribulus terrestris after NASH progress
(8+6 week) in created. Rats were decapited after the study. Blood samples were
taken, the glucose, AST, ALT, total cholesterol, HDL, LDL, ICAM-1, VCAM-1,
MMP-2, MMP-9, NO and ADMA levels were measured in the serum and the
effects of Tribulus terrestris on these parameters were examined. Liver, tissue and
vessel samples taken from the rats were examined in the point of histopathology.

After the formation of NASH, that we gave the Tribulus terrestris plant

extract groups MMP-2, MMP-9 and ICAM-1 levels significantly different



(p<0.05) were lower. During the formation of NASH, that we gave the Tribulus
terrestris plant extract grops NO and ADMA levels significantly different
(p<0.05) were lower. VCAM-1 levels significantly different between the groups
weren’t observed. We offer Tribulus terrestris plant extract groups, compared with
the control group and created NASH group we give the plant extract to rats, which
corrects liver function tests, ICAM-1, MMP-2, MMP-9, NO and ADMA levels
reduce, also decreased histopathological confimation of fructose induced liver
damage was observed.

Consequently, Tribulus terrestris plant extract have a positive effect on the
liver and endothelial function which can be useful to in the patients with NASH

and it looks like a promising option has been concluded.

Key words: Nonalcoholic steatohepatitis, Tribulus terrestris, nitric oxide,

asymmetric dimethylarginine (ADMA), metalloproteinases.



3. GIRIS

3.1. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastahgi

3.1.1.Tamim ve Onemi

Nonalkolik yagli karaciger hastaligt (NAYKH) bati1 diinyasinda ve
ilkemizde en yaygin kronik karaciger sorunu olarak boy gostermektedir (1).
Karaciger yaglanmasinin kendi basma bir hastalik olarak incelenmesi, 1980
yilinda Ludwig tarafindan histopatolojik incelemeler sonucunda alkolik karaciger
hastaligima benzedigi halde alkol kullanmayan kisilerde goriilen bir hastalik
tablosunun ""Nonalcoholic steatohepatitis (NASH)'' ismi ile tanimlanmasindan
sonra sekillenmeye baslamistir (2). Ilerleyen yillarda, alkole bagli olmayan
karaciger yaglanmalarmmin biiyiik kisminin hepatit bulgularmi igermeyen
yaglanmalar olmasi nedeniyle isimlendirmede karigikliklarin olugsmamasi igin
yeni bir tanimlama olan ""Nonalcoholic fatty liver disease” (NAFLD) / “Alkole
bagh olmayan yagh karaciger hastalhigi’’ kavrami 6ne ¢ikarilarak NASH’ler bu
kavramin alt kategorilerinde degerlendirilmeye baslanmistir (3).

Nonalkolik  yaglh karaciger hastaligi, histopatolojik incelemede
hepatositlerin % 5’ten fazlasinda yag vakuollerinin goriilmesinde veya lipid
miktarinin karaciger agrhigmimn % 5’inden fazla olmasi durumunda karaciger
yaglanmasi ortaya ¢cikmaktadir.

Nonalkolik yagl karaciger hastaligi; temel olarak metabolik sendrom ile
karakterize olan obezite, diyabet, dislipidemi ve insiilin direnci gibi 6zelliklerle

iligkilidir. Asemptomatik yliksek karaciger enzim diizeylerindeki degisiklik,



karaciger yetmezligi ve hepatoseliiler karsinom gibi komplikasyonlarin yani sira
siroza kadar ilerleyen bir hastalik tablosu seyretmektedir (4).
NASH ve basit yaglanma arasinda degisen histopatolojik bulgular1

gosteren karaciger yaglanmalarinin bulunacagi da gozden kagirilmamalidir.

3.1.2. Epidemiyoloji

NAYKH, kronik karaciger hastaligmmin en o6nemli nedeni olarak
gosterilmesinin yani sira alkol, toksinler, hepatotrofik viriisler gibi nedenlerle olan
karaciger hasarini da artirmasi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (5).

NAYKH bir¢ok degisik klinik durum veya hastaliklarla iligkili olabilir.
Dolayisiyla hastaligi primer ve sekonder olarak ayirmak miimkiindiir (6).

1-Primer NASH: Metabolik sendrom ile baglantili olan Tip 2 diabetes
mellitus ve hiperlipidemi gibi durumlarda ortaya ¢ikar.

2-Sekonder NASH: Cerrahi miidahelerinde, sismanlarda hizli bir sekilde
kilo kayiplarinda, total parenteral nutrisyonda ve Wilson hastalig1 ile dstrojenler
ve glukokortikoidler gibi ilag¢larmn kullanildigi durumlarda ortaya ¢ikar. NASH ikKi
gruba ayrilsa da her iki NASH grubu da benzer 6zellikler sergilemektedir (7).

Karaciger yaglanmasi farkli nedenlere bagli olarak gelisebileceginden
dolay1 terminolojik olarak 3 ana sinifta toplanabilir. Bunlar;

A. Alkolik Yagh Karaciger Hastaliklar1

v Alkolik Yagh Karaciger

v Alkolik Steatohepatit

B. Nonalkolik Yagl Karaciger Hastaliklar1 (NAYKH)

v" Nonalkolik Yagl Karaciger ( Non-alkolik Steatoz)



v Nonalkolik Steatohepatit (NASH)

C. Yagh Siroz

NASH; diinya c¢apmda goriilme olasiligi giderek artan, patogenezinde
hayat tarz1 ve genetik faktorlerin dnemli rol aldig1 karmasik bir metabolik durum
olan NAYKH’nm en ciddi formudur. Kronik karaciger hastaligi ve siroza kadar
ilerleme  goOsterebilmesinin  yan1 swra  obezite, diyabet, hipertansiyon,
hiperkolesterolemi ve hiperlipidemiyi kapsayan metabolik ve insiiliin rezistans
sendromu ile kardiyovaskiiler hastaliklarla siki bir birliktelik gostermesi hastaligin

onemi giderek artirmaktadir (8).

Risk Faktorleri

1- Yas: Siroz i¢in yas bir risk faktorii olarak goriilmiistiir. Yasin ne zaman
steatoz siiresince fibrozis icin riskli oldugunu gostermek agisindan
yasin bilinmesi 6nemlidir. Ciinkii ¢cocukluk déneminde hepatosteatoz ve
yetiskin donemde obezite oranlar1 artis gostermektedir. Calismalarda 45
yas Ustlinlin risk faktorii tasidigi one siiriilse de tartismalar devam
etmektedir (9).

2- AST/ALT Oram: Viral hepatitlerde oldugu gibi NAYKH’da da
fibrotik evreyi gosterir (9).

3- Obezite: Hepatik steatoz ve fibrotik karaciger hastaligi igin bir risk
faktoridiir. Lipid yiikli hepatositler, hepatotoksik ajanlar igin kaynak
gibi davranir ve ikinci darbe hasarina daha duyarl hale getirir (9,10).
Gastrik bypass operasyonu olan 100 morbid hastada % 36 oraninda

degisik oranlarda steatohepatit bulunmustur. Bu g¢aligmada obesite



derecesi, steatoz siddeti ve sikligi ile uyumlu bulunmustur. NASH
siklig1 da steatoz siddeti ile orantili bulunmustur. Ratziu ve arkadaslari
VKi>25 kg/m? ve karaciger enzim anormallikleri olan 93 obez hastanin
karaciger biyopsilerinde % 30 oraninda septal fibrozis ve % 10
oraninda siroz tespit edilmistir (9,11).

Diabetes Mellitus: Karaciger hastalig1 tip 2 diyabeti olanlarda siktir ve
NAYKH diyabetiklerde % 75’e kadar goriilebilir. Obez ve diyabetik
kisilerdeki hepatik fibrozis, sadece obez olanlara gore daha c¢ok goze
carpmaktadir. NASH, tip 2 diyabet ve glukoz intolerans: ile iligkilidir
(11,12).

Dislipidemi: Hepatik lipid dengesi NAYKH’da bozuk olabilir. Fakat
bunun yaglanma nedeni mi oldugu ya da yaglanma sonucu mu olustugu
tam olarak belli degildir (10). Hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemi
veya her ikisi NASH hastalarinda % 20-81 oraninda goriiliir. Bir
calismada metabolizma bozukluklar1 klinigine basvuran hastalarin
2/3’linde karaciger enzimlerinde artma ve yaklasik ultrasonografide
yaglanma bulunmustur. Hiperkolesterolemi hastalarinin ¢ogu normal
ultrasonografi bulgularma sahipken, hipertrigliseridemi veya karisik tip
hiperlipidemisi olanlarda risk 5-6 kat fazladir. National Health and
Nutrition Examination Survey Il (NHANES Ill) ¢alismasinda yas,
etnik 6zellikler, VKI ve tip 2 diyabet farkliliklar1 diizeltildikten sonra
trigliserid seviyesi >200 mg/dl olan erkek ve kadinlarda 3 kat ve HDL

<35 mg/dl olanlarda 2 kat fazla risk bulunmustur (13).



Baz1 klinikopatolojik 6zelliklerin NAYKH’da fibrozis ile baglantisi
arastirilmistir. Balonlagsma lezyonu ve Mallory cisimcikleri bagimsiz olarak
sinuzoidal ve periyeniiler fibrozis ile iligkisi bulunmustur. AST/ALT orami ve
balonlagsma lezyonu bagimsiz olarak periportal-portal tip fibrozis ile iliskili
bulunmustur. Balonlagma lezyonu ve Mallory cisimciklerinin hastaligin histolojik

ilerlemesinde fibrozis igin en iyi gostergeler oldugu iddia edilmistir (14).

3.1.3. Prevalans

Amerika ve bati toplumlarinda yapilan goriintiileme yontemleri ve otopsi
calismalarinin sonuglarma gore yetiskinlerin yaklasik % 20-30’unda karaciger
yaglanmasi oldugu ve bunlarin % 10’ unda NASH oldugu bildirilmistir (15).

Yakin zamanda iilkemizde yapilan bir c¢alismada NAYKH siklig1
kadinlarda % 16,5 iken erkeklerde % 23,7 olarak bulunmustur. Onemli bir risk
faktorii olarak da santral obezitenin oldugu belirtilmistir (16). Tablo 1°de degisik
calismalardaki demografik 6zellikler birlikte gosterilmistir (9).

Tablo 1. Degisik NAYKH ¢alismalarindan demografik veriler (9)

Yazar Say1 Yas Kadin Diyabet | Obezite | Hiperlipidemi
) | (%) (%) (%) (%)

Ludwig |20 54 65 50 90 67

Diehl 39 52 81 55 71 20

Lee 49 53 78 51 69 Belirtilmemis
Powell 42 49 83 36 95 81

Bacon 33 47 42 21 39 21

Matteoni | 132 53 53 33 70 92

Angulo 144 51 67 28 60 27




Karaciger hastaliginin diger nedenleri elendikten sonra, aminotransferaz
asemptomatik yiikselme vakalarinin % 90’nin sebebidir (17).

Bunun yani sira, NAYKH k1 hastalarin birgogu normal karaciger testleri
ve lipid profiline sahip olup non-obez ve non-diyabetiktir (18,19). Normal viicut
kitle indeksli (VKI) hastalarda trunkal obezite NAYKH icin 6nemli bir risk
faktorii olarak gosterilmektedir. NAYKH prevalansi zayif vakalarda yaklasik % 2-
3 tahmin edilmekte ancak obez populasyonda % 19’lara kadar yiikselmektedir

(20,21).

3.1.4. Etyopatogenez

NASH’in fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilamamis olsa da en ¢ok kabul
goren hipotez Day ve arkadaslarinin 6ne siirdiigii iki darbe teorisidir (22). Bu
teoriye gore ilk darbede metabolik faktorlere bagli olarak karacigerde yag
depolanmas1 artmakta ve steatoz olusmaktadir. Karacigerde olusan bu yagl
degisim organin ikinci darbeye kars1 duyarliligmi arttirmaktadir. Ardindan ikinci
darbe gerceklesmektedir. Bu da oksidatif stres ve sitokinler araciligiyla olmakta
ve hepatosit hasari, inflamasyon ve sonugta fibrozis gelisimi ile karakterize

olmaktadir (22) (Sekil 1).
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Sekil 1. Karaciger yaglanmasi ve NASH’in patogenezi (23)

NAYKH olusumundaki ilk basamak olan “birinci darbe”  insiilin
direncinin gelisiminde en 6nemli etken oldugu disiiniilmektedir (22). Artmuis
serbest yag asitleri(SYA), insiilin rezistansina yol acar. Bunun yani sira
hepatositlere dogrudan etkileride vardir. SYA’larmn hiicresel toksisiteleri su anki
gorlislere gore oldukca karmasiktir. Ancak, NASH patogenezinde SYA
toksisitesinin iki dnemli mekanizma kabul gérmektedir; birincisi hiicre i¢i asiri
birikimlerin sonucu olusan SYA’larin dogrudan sitotoksik etkileri, ikincisi ise
SYA’larin lipid peroksidasyonlarinin toksik etkilerinden kaynaklanan olaylh

sitotoksik etkidir. Her iki toksik etkiyi deneysel olarak birbirinden ayirmak
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olduk¢a zordur. Dogrudan olan toksik etkiler, yiiksek konsantrasyonlarda

(deterjan etkilerinden dolayr) membranda bozulma olusturmalari, Na*/K" ATPaz

inhibisyonu ve hiicre i¢i Ca*? homeostazinin bozulmasidir (24,25) (Tablo 2).

Tablo 2. Steatohepatitin Patogenetik Mekanizmalari

GORUS MEKANIZMA

ilk Darbe

Steatoz Dolasimdaki insiilin artisi
Lipoliz ve FFA sentezinde artis
-oksidasyonda azalma

Ikinci Darbe

Oksidatif stres CYP2E] aktivite artisi

Genetik modifikasyon

PPARa, CYP2E1/ 3A4 polimorfizmi

Besin deplesyonu

VLDL yapiminda azalma

Sitokin artis1

TNF-0, NF-kf artis

Kuppfer hiicre disfonksiyonu

Endotoksin sensitivitesi,
Fagositik aktivite kaybi,
Artmus fibrojenez

Mitokondri disfonksiyonu

ATP homeostaz degisikligi
UCP-2 artis1
Oksidatif stres artiSi

Hepatosit adaptasyonu

Rejenerasyon siirecinde yetersizlik

Fibrojenez

Stellat hiicrelerde fibrojenik sitokinler

ve biiyiime faktorleri

Serbest oksijen radikalleri (SOR);  mitokondride elektron transport

zincirinden, sitoplazmada ksantin ve aldehit oksidaz enzimlerinin aktivitesinden
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ve endoplazmik retikulumdaki sitokrom P2E1 (uzun zincirli yag asitlerinin o-
hidroksilasyonu) ve sitokrom P4A  (wl-hidroksilasyon) enzimlerinin
aktivitesinden kaynaklanir (26). Serbest oksijen radikallerine bagli lipid
peroksidasyonu, birgok nedene bagli olarak NASH patogenezinde merkezi bir rol
iistlenmeye adaydir. Oncelikle, SOR ve lipid peroksidasyonu NASH’in tipik
histopatolojik 6zelliklerini izah edebilecek kapasiteye sahiptir (27).

Hepatik steatoz ve SOR olusumu arasindaki iliski heniiz anlagilmamuistir.
Hepatik steatozun, karacigerde insiiliin rezistansini artirdigir gosterilmistir (28).
Hepatik steatozda SY A’nin fizyolojik inhibit6rii olan malonil koenzim A’ya olan
ilginin azalmasi ve karnitin palmitoil transferaz enzim aktivitesinin artmasina
bagli olarak mitokondrilere SYA alimi kolaylagsmaktadir. Hepatik SYA
havuzunun tagsmasi ile lipid peroksidasyonunu tetikleyen yeterli miktarda SOR
olusumu artmug pB-oksidasyon ile agiklanabilir (29,30). Nitekim Sanval ve
arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir c¢alismada NASH’de, SYA’larm artmis
mitokondiyal B-oksidasyonun o6nemli bir SOR kaynagi olabilecegini ileri

stirmiislerdir (31).

3.1.5. Histopatoloji

Yaglh karaciger hastaligi, patolojik olarak karaciger hiicrelerinde trigliserid
birikimi  (steatozis) wve ilerleyici nekroinflamatuvar Kkaraciger hastahig
(steatohepatitis) ile sonuglanan gesitli klinik durumlar: ifade etmede kullanilan bir
terimdir. Yaglh karaciger hastaligi genellikle alkolik yagli karaciger hastaligi
(AKH) ve nonalkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) olarak iki ana

etiyopatolojik Kklinik histolojik hasar, alkol suistimaline bagli olusan karaciger
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hasarindan ayirt edilemeyen bulgulara sahiptir. Hepatik steatoz ve steatohepatit
olusturabilecek alkol alim baslangi¢ noktasi tam olarak tespit edilmemis olsa da
genel olarak kadinlarda 20 g/giin ve erkeklerde 40 g/giin alkol alimi1 limit olarak
kabul edilmektedir (32).

Alkolik karaciger hastaliginda oldugu gibi, NAYKH’de de yaglanma
makrovezikiiler genellikle genis bir yayilim gostermektedir. Ancak buna karsin
baskin olarak mikrovezikiiler veya =zone 3 (periveniiler) steatoz da
bildirilmektedir. Nonalkolik steatohepatitte, akut wveya kronik inflamatuar
hiicrelerle lobiiler inflamasyon, balon dejenerasyon, Mallory cisimcikleri ve
fibrozis bulunur (33). Hiicresel yanit baskin olarak nétrofilik, lenfositik olabilir.
Mallory cisimciklerinin varligi degiskendir (% 9-90), genellikle zone 3’te
bulunur. NASH’de farkli agirlikta perisiniizoidal, sentrilobiiler veya septal fibroz
yer alabilir (34).

Karaciger histopatolojisine gore 6ne siiriilen bir NAYKH siniflandirmasi
(35,36):

Tip 1 : Steatoz

Tip 2 : Steatoz + lobiiler inflamasyon

Tip 3 : Tip 2 + balonlagsmis hepatositler

Tip 4 : Mallory hyaline veya fibrozis

Yapilan bir calismada 32 kisilik NAYKH grubunun 9 yillik izlemi
sonucunda; Tipl ve Tip2 grubunda % 3,4, Tip3 ve Tip4 grubunda ise % 24,7
oraninda sirozun ilerledigi bildirilmistir (36).

Steatohepatitteki lobiiler inflamasyonun isareti sintizidlerde ve balonlasmis

hepatositlerin yakininda az sayida polimorfoniikleer hiicre inflamasyonun yer
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almasidir (37). Steatohepatitin aktif oldugu veya diizelme donemlerinde
lobiillerde  ve portal yollarda hafif mononiikler hiicre infiltrasyonu
gozlemlenebilir. Ancak asir1 mononiikleerr infiltrasyonu kronik hepatit C gibi
stiperempoze kronik karaciger hastalik kuskusunu artrmaktadir. NASH’li
cocuklarin karaciger biyopsilerinde steatozis ve lobiiller mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ¢ok sik karsilagilan bir durumdur (38). Lipograniilomlar, hem NASH
hem de AKH’da tanimlanmakla birlikte tani i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir.
Lipograniilomlar, kronik inflamatuvar hiicrelerden, Kupffer hiicrelerinden ve
bazen de steatotik hiicreleri cevreleyen eozinofillerden olugmaktadir. Genis
lipograniilomlarin fibrozis ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir ancak bu

steatohepatitin parenkimal fibrozisi ile karistirilmamalidir (39) (Tablo 3).

Tablo 3. Nonalkolik Yagl Karaciger Hastaliginda Histolojik Lezyonlarin

Derecelendirilmesi ve Evrelemesi (40)

Steatozun Derecelendirilmesi
Derece 1: Hepatositlerin % 33’{inden az1 etkilenmistir.
Derece 2 : Hepatositlerin % 33-66’s1 etkilenmistir.

Derece 3 : Hepatositlerin % 66’sindan fazlasi etkilenmistir.

Steatohepatitin Derecelendirilmesi
Derece 1, hafif:
Steatoz: daha ¢ok makrovezikiiler, lobiillerin % 66’ya varabilen bdliimiinii

etkilemis.
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Balonlagma: Zon 3 hepatositlerde zaman zaman goriiliir.

Lobiiler _enflamasyon: Dagmik ve hafif akut enflamasyon.

(polimorfoniikleer hiicreler) ve kronik enflamasyon (mononiikleer hiicreler)

Portal enflamasyon: Yok veya hafiftir.

Derece 2, orta:

Steatoz: Her siddette olabilir, genellikle karisik makrovezikiiler ve
mikrovezikiiler.

Balonlasma: Belirgin ve zon 3’te belirgin.

Lobiiler enflamasyon: Balonlagsmis hepatositlerle birlikte polimorfoniikleer

hiicreler goriilebilir; periseliiler fibroz; hafif kronik enflamasyon goriilebilir.

Portal enflamasyon: Hafif ile orta sekildedir.

Derece 3, siddetli:

Steatoz: Tipik olarak lobiilerin % 66’sindan fazlasini tutar (panasiner);
yaygin mixt steatoz vardir.

Balonlagma: baskin olarak zon 3; belirgindir.

Lobiiler enflamasyon: Dagmik akut ve kronik enflamasyon;

polimorfoniikleer hiicreler, zon 3’te balonlasma ve fibroz alanlarinda yogunlagmis
olabilir.

Portal enflamasyon: Hafif ile siddetlidir.
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Fibrozun evrelenmesi:

Evre 1: Zon 3 periveniiler, perisiniizoidal veya periseliir fibroz; fokal veya
yaygin

Evre 2: Fokal veya yaygm periportal fibroz

Evre 3: Bridging fibroz, fokal veya yaygin.

Evre 4: Siroz

3.1.6. Klinik Ozellikler ve Tan1

Nonalkolik yagl karaciger hastaligi olanlarin birgogu asemptomatiktir.
Hastalarda tesadiifen hepatomegali veya karaciger fonksiyon test bozukluklari
goriilebilir. Hastalarin ¢ogu teshis konuldugunda karaciger hastaligi ile ilgili
semptom ve bulgu gostermez. Bununla birlikte hastalarin biiyiikk bir kisminda
yorgunluk, kirginlik ve sag iist kadranda hassasiyet veya dolgunluk vardir (41).

Nonalkolik yagli karaciger hastaligt olan hastalarin ¢ogunda siklikla
saptanan tek laboratuar bulgusu alanin transaminaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST) veya her ikisinde birden hafif veya orta derecede artistir.
Bazi hastalarda enzimler normaldir (42). AST-ALT orani genellikle 1’in altinda
olup, fibrozisin ilerlemesi ve siroz gelisimi ile oran 1’in {izerine ¢ikar (43).
Hastalarin yarisina yakininda alkalen fosfataz (ALP) ve/veya y-glutamiltransferaz
(GGT) bir miktar artmis olarak bulunur ve bu artis genellikle 2 katindan daha
fazladir. GGT artisinin, insiilin direncinin duyarli bir ayiraci olduguna dair bazi
deliller vardir. Bu nedenle GGT artisi, NAYKH i¢in erken biyokimyasal bulgular
arasinda bulunur (44). 1/3’ten fazla hastada niikleer antikor pozitif olabilir (45).

Bazi hastalarda artmig ferritin ve/veya transferin satiirasyonu s6z konusudur (11).
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Bir ¢aligmada NAYKH hastasmin 50’sinde karaciger fonksiyon testi anormalligi
saptanmis %26’smda fibrozis, %8’inde ise siroz goriilmiistiir (46). Nonalkolik
yagl karaciger hastaligi populasyonunda hemokromatozis gen mutasyon
heterozigotlugu yiiksek oranda saptanmis olup artmis demir varligi bu hastalarda
prognozu kotii etkilemektedir (47). Asit, varis kanamasi ve hepatik ensefalopati
dekompanse sirozu diisiindiiriir. Sarilik ge¢ evrede olur ve ilerlemis karaciger

yetmezligi gosterir (48).

3.1.7. Tedavi
NAYKH, portal hipertansiyona ve karaciger yetersizligine yol agabilir.
Bazi1 hastalarda ise kusursuz bir ilerleyis gosterir ve steatoz yillarca dengeli bir
sekilde kalir. Bazilarinda ise hi¢ ilerlemez. Bundan dolayr medikal tedavinin
karar1 hastaligin ilerlemesini durdurmayr amag¢ edinmeli ve ileri karaciger
hastaligi gelisme riski olan hastalar1 igine almalidir. Patogenezi tam olarak
aydinlatilmadigi i¢in tedavisi ampiriktir. Genelde refakat eden hastaliklar1 kontrol
etmek ve hepatotoksik ajanlardan kaginma esasina dayanir (48,49,50).
1- Eslik Eden Durumlarin Tedavisi
a) Metabolik ve kalitsal durumlar: Klinik ve epidemiyolojik bilgiler,
obezite ve Tip 2 diyabetin major beraber goriilen hastaliklar ve hastalik
stirecine dayanak hazirlayan durumlar oldugunu gostermistir. Dolayis1
ile bunlarin Oniine gecilmesi ve uygun tedavileri de iyilesmeye veya

hastaligin kontrol altina alinmasina yardimeidir (48,51)
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b) Kilo verme: Karaciger histolojisini normal seyrine getirmek igin

gerekli olan kilo kayb1 derecesi tam olarak belirtilmemistir. Yiiksek
oranda yagl infiltrasyonu olan hastalarda hizli kilo kaybi ve bariz bir
sekilde yag azalmasi portal inflamasyon ve fibrozisi artirir (49,51).
Buna benzer olarak uzun siiren aglik da periseliiler ve portal fibrozis,
safra stazit ve fokal nekroz yapabilir. Bu paradoksal etki, yag
mobilizasyonuna ve artmis SYA diizeylerine bagli olabilir (51).
Asamali kilo kayb1 ortalama 0,45-0,90 kg/ 1 hafta olmali ve toplamda
oncelikle normalin % 30 istiinde olanlar i¢in % 10 kilo kayb1 hedef
alinmalidir (49).

Insiilin direncinin tedavisi: Insiilin direncini diizeltmek icin 2 ¢esit

ila¢ grubu vardir (48);

= Biguanidler ( 6rnek; metmorfin)

= Tiazolidineodionlar ( 6rnegin; rosiglitazon ve pioglitazon)

Biguanidlerin  mekanizmas1 tam  bilinmemekle birlikte  serum

aminotransferzlarda iyilesme yaptigi gosterilmistir, ancak bu konu ile ilgili
histolojik ¢aligmalar azdir. Tiazolidineodionlar, PPAR- vy reseptoriine etki ederek
insiilin duyarlibgmi arttirir. Bu tedavi ile biyokimyasal ve histolojik diizelme

gorilmistiir (52).

d) Lipit diisiiriicii ajanlar: Klofibrat, gemfibrozil ve HMG-CoA rediiktaz

inhibitorleri kullanilmistir. Bu inhibitorler kullanilarak trigliserid
icindeki yag oranini azaltmak amaglanmustir. Antihiperlipidemiklerle az

sayida ¢alisma vardir. Calismalarda kisi sayisi, takip ve biyopsi
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kontrolleri yeterli miktarlarda degildir. Klofibrat ¢aligmalar1 basarisiz
bulunurken, gemfibrozil ve HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri ile olumlu

sonuglar bildirilmistir (50,51).

2- Hepatosit Koruyucu Ajanlar
NAYKH’da bazi ajanlarin kullanilmalar1 sonucunda olumlu sonuclar elde

edildiginden dolayr hepatik koruyucu etkileri olduguna inanilmistir. Bunlar

ursodeoksikolik asid (UDCA), N-asetilsistein, betain, vitamin E ve C, lesitin, B-

karoten ve selenyumdur. UDCA, hepatoksik endojen safra asitlerini hepatoksik
olmayanlarla degistirir, membran koruyucu, sitoprotektif ve immiinolojik etKi
yapar. Betain, S-adenozimetyonin diizeylerini arttirarak etonele bagl trigliserid
depolanmasini engeller. Hepatositlerde glutatyon seviyelerini arttirarak oksidatif
stresi Onleyen ise N-asetilsisteindir. Vitamin E giiclii bir antioksidan olup

membran lipid peroksidasyonunu engeller ve sitokinleri baskilar (51).

3.2. Tribulus terrestris

Coban ¢okerten (Tribulus terrestris) L. Zygophyllaceae familyasindan
Tribulus cinsine bagl olup tek yillik ve Avustralya kokenli bir bitkidir. Coban
cokerten Asya, Afrika ve Amerika’da yetismektedir. Familyanin yeryiiziinde 24
cinsi ve yaklasik olarak 275 tiirii, lilkemizde ise 5 cinsi ve 6 tiirli bulunmaktadir.
Demir dikeni bolgeden bolgeye degisiklik gostermekle beraber ¢arik dikeni, demir
dikeni, demirleyen, demir bitiragi ve deve ¢okerten isimleriyle de anilir (53)

(Sekil 2).
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Sekil 2. Tribulus Terrestris (Coban Cokerten)

Coban ¢okerten bitkisinin yapisinda glikozit, alkaloid, re¢ine, tanen, azot,
peroksidaz, diastaz, flavonoidler, karbonhidratlar, protein, fruktoz, siikroz ve
sterodial saponinler (¢ogunlukla furostanol:protodioscin ve protogracilin) yer alir
(54). Yapilan son ¢alismalarda ¢oban ¢okerten bitkisinde 20°nin iizerinde saponin
tanimlanmigtir. Steroidal saponinlerin viicuttaki DHEA (steroid hormon) diizeyini
arttirarak testosteron seviyesinde artisa yol agtigi bilinmektedir (55). Testosteron
ve diger androjen hormonlar kaslarda protein sentezini arttirirlar (56).

Coban c¢okerten bitkisinden elde edilen ekstraktlar, insanlarda kas
fonksiyonlarmin arttirmakta kullanilmakta ve ticari olarak yaklagik 108 preparati
piyasada kas giiclinii, viicut dayanikligmi ve fiziksel performansi artrmada
yardimet {iriin olarak satilmaktadir (53).

Demir dikeni bitkisinin diger Ozellikleri ise, kemikleri kalinlastirmasi,

giiclendirmesi ve karaciger tarafindan belirli hormonlar1 tiretmek i¢in kullanilan
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temel yag asitlerinin emilimini kolaylastirmaktir. Demir dikeni geleneksel tipta,
anti-inflamatuar (iltihap giderici), anti-artrit (eklem iltihabmi giderici), bagisiklik
sistemini  gliclendirici, bobrek tasi Onleyici ve kuvvet verici olarak
kullanilmaktadir (57).

Deri hastaliklari, karaciger hastaliklari, diyabet, koroner arter hastaligi,
hipertansiyon, hiperlipidemi, nefrolitiyazis, mantar enfeksiyonlar1 ve seksiiel islev
bozukluklar1 gibi bir¢ok hastaliklarda bu bitki kullanilmaktadir. Kardiyovaskiiler
alanda ilk basta 6zellikle bobrekte anjiyotensin doniistiiriicii enzim aktivitesini
azaltarak vazodilator etkiyle tansiyon regiilasyonunu yaptigina dair sicanlarda
yapilan ¢alismalar mevcuttur (58). Yine tavsanlarda yapilan ve lipid profilleri
tizerinde olumlu etkiler gostererek endotelyal fonksiyonlar iizerine etkileri
gosterilmistir (59). Insanlarda ise angina pektoriste koroner vazodilatasyon

yaparak anginal atak sikligini azalttigina dair bulgu dizileri vardir (60).

3.2.1. Demir Dikeni Bitkisi Ile Hayvanlar Uzerinde Yapilan
Cahsmalar

Li ve arkadasglarmin 10 mg/kg/giin sulu Tribulus ekstrati kullanilarak
gergeklestirdikleri kobay c¢alismasinda, kobaylar kontrol ile karsilastirildiginda
antihipertansif etkiler gostermistir (61). Yine ayni arastirma grubunun saglikli
kobay  farelerini  kullanarak  gerceklestirdigi  arastirmada  tribulusun
glukoneojenezisi belirgin sekilde diisiirdiigli, glikometabolizmi etkiledigi,
trigliserid seviyesini diistirdiigii ve toplam kolestrol seviyesini asagi ¢ektigi rapor
edilmigtir. Tribulustan izole edilen saponin bilesikleri ile peristatik hareketlerde

belirgin bir diigiise neden olan doza bagh antispazmatik aktivite elde edilmistir
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(62). Hong ve arkadaslarinin c¢alismasinda ise COX-2 inhibisyon aktivitesi
belirlenmis, antiflamatuar olarak kullanimi 6nerilmistir (63).

Duru ve arkadaglarmin 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, her bir
tekerriirde 17 hayvan olacak sekilde etlik civcivlerde 3 tekerriirde yiirlittiigii
denemede, ilk 21 giin boyunca etlik civciv yemlerine toz halinde 60 ve 120 ppm
seviyesinde demir dikeni (Tribulus terrestris) ticari kapsiil ekstrakti (Ultimate
Nutrition) eklemis ve 21. giinden kesime kadar (41. giin) yemden ¢ikarmistir. 21.
ve 41. glinde olmak iizere iki kere yapilan kesim sonuglarina gore 41. giin yiiksek
doz demir dikeni grubunda gogiis agirhigi diismiis (P<0.05), 21. giin diisiik doz
demir dikeni grubunda etteki yag orami yiikselmis (P<0.001) ve 41. giinde yiiksek
doz demir dikeni yag ve su oranini arttirmistir (P<<0.05). Bilylime performansinda
ise hi¢cbir 6nemli etkinin olmadigini bildirmistir. Doz miktarlarinin arttirilmasi ile
onemli sonuglarin elde edilebilecegi sonucuna varilmistir (64).

Oludotun ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, tribulusun
metanol ve su ekstraktlarinin antihipertensif ve damar genisletici/agic1 etkileri
kobay fareler kullanarak incelemislerdir. Ekstraktlar spontane hipertansif farelerin
kan basmglarini doza baglh oranlarda diistirmiistiir. Tiim dozlarda su ekstraklari
metanol ekstraklarma oranla daha giiclii etki gostermislerdir. Metanol ekstrakti
doza bagli oranlarda mezenterik (bagirsaklari karin duvarina baglayan zar)
vaskiiler yatakta siv1 i¢iletiminin artigina in vitro olarak neden olmustur. Metanol
ektrakti diisiik dozda damar daraltici etki ortaya ¢ikartirken, yliksek dozlarda doza
bagli olarak belirgin sekilde sivi igiletim basincint diislirmiistiir. Arastirma
sonucunda Tribulus terrestris metanol ve su ektraktlarinin belirgin diizeyde anti

hipertensif giice sahip oldugu inancina varilmistir. Anti hipertensif etkiler,
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muhtemelen nitrik oksit salinmasi ve membran hiperpolarizasyonunu kapsayan
dogrudan bir arteryal diiz kas gevsemesi sonucu goriilmektedir (65).

Amin ve arkadaslar1 ise Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan
sicanlar1 Tribulus terrestris ekstresi (2 g/kg viicut agirhigr) ile 30 giin boyunca
tedavi etmis, deneme sonunda histopatolojik muayenede karacigerde Onemli
derecede iyilesme goriilmiis ve Tribulus terrestris’in koruyucu etkisinin oksidatif
stresi engelleyerek yonetilebilecegini ileri stirmiislerdir (66).

Grigorova ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismalarinda, W. Plymouth Rock-
mini erkeklerle yaptiklar1 bir ¢alismada, her grupta 10 olmak iizere kontrol ve
icme sularina 10 mg/kg (canli agirlik/giin) demir dikeni (Tribulus terrestris) ticari
kapsiil ekstrakti (Vemo) eklenen hayvanlardan olusan 2 grubu 11 hafta boyunca
denemeye tabi tutmuslardir. Deneme sonunda semen kalitesini ve kan kolesterol
icerigini belirlemislerdir. Demir dikeni verilen grupta kontrol grubuna gore,
toplam semen Kkalitesinin, miktarinin ve canliliginin arttigini, toplam kolesterol
miktarmin ise % 9,24 oraninda distiigiini (P<0.05), denemeden sonra demir
dikeni etkisini 8 hafta boyunca devam ettirdigini bildirmislerdir (67).

Grigorova ve arkadaslari, 21 haftalik, 22 adet kahverengi Lohman
yumurtalarinda 65 giin boyunca yiiriittiikkleri denemede hayvanlar1 kontrol (n=11)
ve 10 mg/kg demir dikeni (Tribulus terrestris) (canli agirlik/giin) (n=11) olacak
sekilde iki gruba ayirmislardir. Demir dikeni ticari kapsiil ekstraktini (Vemoherb-
T) igme suyunda cozdiiriilerek hayvanlara vermislerdir. Denemenin 30. ve 65.
giinlinde serumda toplam kolesterol, glukoz, alkalin fosfat ve yumurtada lipid
diizeylerini tespit etmislerdir. 30. ve 65. giinlerde serum glukoz seviyesinin

kontrol grubuna goére Onemli derecede diistiiglinii (P<0.001), serum toplam
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kolesterol seviyesinin de istatistiki olarak 6nemli olmamakla birlikte diisiirdigiinii
ifade etmislerdir (68).

2009 yilinda Sahin ve arkadasalari, demir dikeni (Tribulus terrestris)
tozunun etlik civcivlerde canli agirlik kazancimi arttiran antibiyotiklere karsi
alternatif olabilirliligini test etmistir. Glinliik yasta 240 adet karisik cinsiyetteki
etlik civcivleri 4 gruba aymrmustir. Bazal yeme % 0,06 alfamune ve % 0,025
flovamisin (kontrol) antibiyotikleri, 4, 8 vel2 g demir dikeni tozu eklemistir. 0-35
giin arast demir dikeni igeren yemlerle beslenen hayvanlarda yem tiiketimi ve
canli agirlik kazancinin diisiik olmasina ragmen beslemenin son haftasinda
hayvanlar canli agirlik kazancini ve yem tiiketimini telafi etmistir. Demir dikeni
ile beslenen hayvanlarin yem etkinligi ve karkas randimaninin distigi,
proventrikulus, ileum+jejunum ve bos bagirsak agirhiginin arttigi bildirilmistir.
Demir dikeninin hemen hemen antibiyotik kadar etkili oldugu, tiiketicilere
antibiyotiksiz pili¢ eti lretiminde demir dikeninin kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir (69).

Tuncer ve arkadaslari, 18 Yeni Zelanda tavsanini her grupta 6 hayvan
olacak sekilde 3 gruba bolmiislerdir. ilk gruba kolesterolce zengin, ikinci gruba
demir dikeni (Tribulus terrestris) ticari kapsiil ekstrakt1 i¢ceren ve ayni zamanda
kolesterolce zengin, kontrol grubuna ise bazal yem igeren rasyon vermislerdir.
Denemenin baslangicinda, 4. ve 12. haftasinda serumda toplam kolesterol, yiiksek
yogunluklu lipid kolesterol (HDL-C), diisiik yogunluklu lipid kolesterol (LDL-C)
ve trigliserit degerlerini belirlemislerdir. Deneme sonunda, kolesterolce zengin
demir dikeni iceren rasyonla beslenen hayvanlarda serum lipid degerlerinin

kontrol grubuna gore 6nemli derecede azaldigini belirtmislerdir (59).
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3.3. Ekstra Selliiler Matriks (ESM)

ESM, hiicreleraras1 bosluklarda 6zel bir ortam olusturan dinamik,
interaktif bir yapidir (70,71). ESM, dokulardaki hiicrelerin bir arada tutulmasina
yardime1 olur, hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasini kontrol eden pek ¢ok hormon
icin rezervuar gorevi yapar. Bu yapi hiicrelerin 6zel fonksiyonlar1 ger¢eklestirmesi
icin kendilerini yonlendirecek hiicre i¢i sinyalleme yollar1 ile indirekt olarak
etkilesmesini saglar (71). Matriks ile hiicreler arasinda olusan bu etkilesimler
organizmanin normal gelisimi ve fonksiyonu i¢in 6nem arz eder (72).

Vaskiiler ESM molekiillerini sentez edenler; damar duvarindaki intimal
endotel hiicreleri, medyal diiz kas hiicreleri ve adyentisyal fibroblastlardir (73)

(Sekil 3).
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Sekil 3. Damar duvarmin yapisi (Jacob MP 2003 ten modifiye edilmistir)

ESM’nin yapisinda proteoglikanlar, kollajen fibrilleri ve multiadhezif

matriks glikoprotein olmak tizere 3 temel protein bulunur. Multiadhezif matriks
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glikoproteinleri ¢oziinilir yaptya sahip olup proteoglikanlar ve kollajenin hiicre
yiizeyine baglanmasini saglar. Proteoglikan hiicreler oldukca viskoz yapida olup
yastik gorevi yapar. Kollajen fibrilleri ise ¢oziiniir yapida olmamakla birlikte
hiicreye esneklik ve gii¢ kazandirir (71).

Hiicrenin anahtar fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ESM  molekiilleri
etkin bir sekilde gorev alirlar (70). ESM molekiilleri, integrin molekiillerinin
kardiyomiyositler endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinin yiizeyinde yer alan
integrin reseptdrlerine baglanmasmi saglayarak hiicresel fonksiyonlar1 degistiren
sinyaller gonderirler. Bu sinyaller sonucunda hiicreler, sitozolik sinyal iletim
yollarmni direkt olarak aktive edebilirler. ESM’e baglandiktan sonra eger sinyal
olugsmazsa hiicreler apoptozise ugrar, matriks c¢ok sayida biiyiime faktoriini
baglayarak hiicrelerden gelen sinyalleri tutar ya da hiicrelere génderir. Boylece
indirekt sinyalleme yollarini aktive ya da inhibe eder (70,71).

Proteoglikanlar matriks bilesenlerinden biri olup, lipoproteinleri
baglayarak diisiik molekiil agirlikli lipoprotein (LDL) partikiillerinin arter
duvarinda birikmesine ve oksidatif modifikasyonuna neden olarak aterosklerozun
baslangi¢c fazlarina katilirlar. Biitiin bu ozellikler ESM’in sadece etrafindaki
hiicrelere sekil veren bir yap1 olmayip lireme, yasama ve 6liim gibi hiicresel
fonksiyonlar1 etkileyen sinyaller gonderen dinamik, etkin bir ortam oldugunu
gostermektedir (70).

Hiicre matriks etkilesimleri diizenleyen, ESM bilesenlerinin hidrolizinden
sorumlu olan proteolitik enzimlerdir (ekstraselliiler proteazlar). Bu enzimler
matriks molekiilleri tarafindan meydana getirilen Sinyallerin kontrolii, hiicre

proliferasyonu, farklilasmasi ve 6liimiinde de ana rolii tistlenmektedir (72,74).
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3.3.1. Matriksmetalloproteinazlar (MMPs)

Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi, ekstraselliiler proteinazlarin {iyesi
olup en oOnemli gorevleri ekstraselliler matriksin (ESM) yikimidir. Birgok
fizyolojik ve patolojik isleme katildiklar1 saptanmistir. Bu enzimler ESM’in
turnoveri, doku remodelingi, anjiyogenez, morfogenez ve gelisiminde temel role
sahiptirler. MMP’ler; emriyonik gelisim, ovalasyon, kemik ve remodelingi ve
yara iyilesmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda etkinlik gosterirler. Bunun yani sira
bu enzimlerin hiicre migrasyonu, invazyon, proliferasyon ve apopitoziste etkili

oldugu bilinmektedir (75,76).

3.3.2. Matriksmetalloproteinazlarin Siniflandirilmasi

Matriks metalloproteinazlar subsrat spesifiteleri ve domain yapisina gore 4
ana gruba ayrilmistir.

1- Interstisyel kollajenazlar

2- Gelatinazlar

3- Stromelisinler

4- Membran tipi matriks metalloproteinazlar (MT-MMP)

1-Interstisyel Kollejenazlar

Interstisyel kollajenaz (kollajenaz-1 veya MMP-1), nétrofil kollajenaz
(MMP-8) ve kollajenaz-3 (MMP-13) olmak iizere {i¢ iiye tamimlanmistir. Bu
enzimlerin temel ozelligi notral pH’ta kollajen heliksini pargalamaktir (75).

MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 gibi kollajenazlar tarafindan viicut sicakliginda

28



fibriler kollajenler jelatine donistiiriiliir. Daha sonra bu jelatin pargalar MMP-2
ve MMP-9 daha kiigiik peptitlere parcalanir (77).

MMP-1: Keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler ve diiz kas
hiicreleri tarafindan salinmaktadir. Tip 3 kollajende daha etkilidir.

MMP-8: Polimorfoniikleer 16kositler araciligiyla sentezlenir. Graniillerde
depolanip inflamasyon oldugu durumlarda salinirlar. Tip 1 kollajen yikiminda
daha aktiftir.

MMP-13: Meme kanseri, osteoartrit, romatoid artrit gibi dejeneratif

hastaliklarda sentezlenmektedir. Tip 2 kollajen yikiminda daha aktiftir.

2-Gelatinazlar (Tip 4 Kollejenaz)

Denatiire kollajen Tip 4, 5, 7, 9, 10’u degrade eder. Tip 4 kollajen bazal
membranda ¢ok bulunur. Gelatinazlarm MMP-2 (Jelatinaz A), MMP-9 (Jelatinaz
B) olarak bilinen iki tiyesi mevcuttur. MMP-2 ve MMP-9’un substrat 6zgiinliikleri
benzer olmakla beraber BUYUME faktor reseptorleriyle farkli cevap verirler.
MMP-2, Gelatin, kollajen 1, 4, 5, 7, 10, tenasin, fibrilin, osteonektin, monosit
kemoattraktan faktorii ve protein-3’i degrade eder. MMP-1,-13, -14, -15, -16, -
triptaz tarafindan aktive olur. MMP-9, MMP-13"1i aktive eder (78).

MMP-9, 1974 yilinda Sapota ve Dancemicz tarafindan polimorfoniikleer
l6kositlerden salgilanan bir jelatinolitik enzim olarak tanimlanmistir (79). Daha
sonra yapilan calismalarda 92 kDa’luk bir molekiil olarak salgilandigi, dnce 87
kDa olan bir inaktif maddeye ve sonra aktif form olan 82 kDa veya 83 kDa’luk bir
molekiile doniistirildigi gosterilmistir. 4-67 kDa arasinda degigen aktif

formlarida vardir. In vitro olarak 4-aminofenil merkurik asit, stromelizin, MMP-2
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ve plazminojen aktivatorleri hakkinda yeterli bilgi yoktur. Yine in vitro ortamda,
doku metalloproteinaz-1 inhibitériic MMP-9’un isleyisini degistirebilir. MMP-9
aktivasyonunu izleyen, denatiire kollajen ve jelatin, Tip IV ve V kollajen ve
elastini de iceren ¢ok sayida ckstraselliiler matriks tiyelerini yikabilir. Subsrat
diizeyinde bir madde haric MMP-9 ile MMP-2 benzerlik gosterir. MMP-9,
kazeine kars1 duyarli iken MMP-2 de bu duyarlilik yoktur (80).

cAMP, tliimor nekroz faktér, interlokin, epidermal biiyiime faktori,
fibrobalstlarin yaslanmasi jelatinazlarin salmimini aktive edici faktoriiler arasinda

yer alir (81).

3- Stromelisinler

Streptomelisin-1 (MMP-3), Streptomelisin-2 (MMP-10), Streptomelisin-3
(MMP-11), Matrilisin-7’den olusur. Bunlarin subsrat spesifitesi genis olup
proteoglikanlar, laminin, fibronektin, kollajen 4’in non helikal bolgelerini

pargalar (78).

4- Membran Tipi MMP’ler

Transmembran tipi bir domainleri olan transmembran tipi MMP’lerdir.
Giiniimiizde MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-23, MMP-24 olmak
lizere 6 adet MT-MMP bilinmektedir. Biitin MT-MMP’ler pro-MMP2’i aktive
edebilir ve ¢ogu MT-MMP ise ekstraselliiler matriksi degrade edebilir. Bunlar

ozellikle stromal fibroblastlar tarafindan salgilanir (82).
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3.3.3. Matriksmetalloproteinazlarin Yapisi

MMP’ler cesitli ortak yapisal Ozelliklere sahiptirler. MMP’lerin hepsi
karakteristik olarak N terminalinde enzimin lider dizilimi olan pre-domain
icerirler (83,84). ikinci bolge olan pro-domain enzimin latent formda kalmasmdan
sorumlu olup enzim aktivasyonunu takiben kaybolur. Bir sonraki kisim Katalitik
domaindir. Bu kisim Zn"" baglayan bolgeyi icerir. Buna ilaveten yapisal bir Zn**
iyonu ve 2-3 Ca™" iyonu igerir. Stabilite ve enzimatik aktivitenin olusmasi i¢in bu
bolge gereklidir (78).

Bazi MMP iiyelerinde bilinen yapiya ek olarak farkli bolgeler yer alir.
Jelatinaz sinifina asit MMP-2 ve 9 kollajen iki béliimden olusur. i1k boliim jelatin
etkilesimleri igin gerekli olan fibronektin benzeri bolim, ikinci bolim ise 210
aminoasit iceren C-terminal hemopeksin benzeri boliimdiir. Hemopeksin benzeri
boliim subsrat 6zgilinliigiinii belirlemede dnemlidir. Ayrica jelatinazlarin yapisinda

bu iki boliim arasinda prolince zengin baglayic1 bolge yer alir (75,76,85).

3.3.4. Matriksmetalloproteinazlarin Regiilasyonu

MMP’ler vaskiiler ESM’in yikiminda temel rol oynarlar. MMP’lerin hepsi
preproenzim olarak sentezlenir ve bunlarm ¢ogu proenzim formunda (inaktif
latent zimojen form) salgilanir. Latent zimojenlerin aktivasyonu hiicre i¢inde
MMP’ler araciligiyla, hiicre yiizeyinde diger proteazlarin etkisiyle ekstraselliiler
aralikta ya da “aktivasyon kaskadi” denilen sekilde ya da dnceden aktive olmusg
MMP’lerin digerlerini aktive etmesiyle olusabilir (86).

MMP’lerin proteolitik aktiviteleri 3 basamakta diizenlenir (87). Bunlar;

1- Transkripsiyonel Diizenleme
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2- Proenzimin Aktivasyonu Asamasinda Diizenleme

3- MMP Enzim Aktivitesinin Inhibisyonu

1-Transkripsiyonel Diizenleme

MMP gen ekspresyonu tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a), interlokin (1L-1)
gibi inflamatuar sitokinlerle, trombosit kaynakli biiylime faktori (PDGF) ve
epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi birgok biiyiime faktorii ve hormonlar ile
uyarilir. Doniistiiriicti biiyiime faktori-p (TGF-B), heparin, kortikosteroidler,
retinoidler, prostaglandin E2 (PGE2) ve diger eikozanoidler ise MMP gen
transkripsiyonunu inhibe ederler. MMP transkripsiyonunda yer alan bir¢ok sitokin
ve biiylime faktoriiniin ateroskleroz ve restenozda arabulucu olarak rol aldigi
goOsterilmistir (87,88).

Plaktaki hiicrelerde proinflamatuvar sitokinlerden interferon- y (IFN-y),
TNF-a ve interlokin-1- B gosterilmistir. IFN-y damar diiz kas hiicresinde kollajen
sentezini baskilar. TNF-a ve interlokin-1-f hem diiz kas hiicrelerinde hem de
endotel hicresinde MMP-1, 3, 8 ve 9’u indiklemektedirler. Damar diiz kas ve
endotel hiicreleri temel olarak MMP-2 olmak iizere bir miktar da TIMP-1 ve 2
ekspresyonu gostermektedir. PDGF diiz kas hiicresinde MMP-9 ve MMP-1’1
indiiklemektedir. Aterogenezin olasi baslaticilarindan olan okside LDL, endotel

hiicresinde MMP-1"1, diiz kas hiicresinde MT1-MMP’yi indiiklemektedir (89).

2-Proenzim Aktivasyonu

Neredeyse biitiin MMP’ler aktivasyona ihtiyac1 olan zimogenler seklinde

salinmaktadir ve bu salimm MMP proteinin enzimatik aktivitenin gostergesi
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degildir. MMP’ler ile diger proteinazlar ve faktorler arasinda bir¢ok aktivasyon
zinciri vardir. Bu da MMP-2 aktivasyon sisteminin ne kadar karigik oldugunu
gostermektedir (89).

MMP-2 aktivasyonu, MT1-MMP ve TIMP-2 kompleksleriyle etkilesimine
bagh olarak gerceklesebilir. MT1-MMP golgide furince aktive olup hiicre
membranina transloke olmakta ve TIMP-2 ile bir kompleks olusturup inhibe
edilmektedir. Daha sonra proMMP-2 hemopeksin pargasi araciligiyla TIMP-2’ye
baglanarak aktif MT1-MMP tarafindan proMMP-2"yi ayristirilmaktadir. Olusan
MMP-2 kismi olarak aktif olup diger aktif MMP-2’ler propeptidin son ayrigmasini
tamamlamaktadirlar (89).

Hiicre ylizeyinde proMMP aktivasyonunun ger¢eklesmesinde ana
mekanizma, inhibitorii olan TIMP-2"nin MT1-MMP’e baglanmasidir. Pro-MMp-2
hemopeksinle TIMP-2’ye baglanarak hiicre membraninda lokalize olmaktadir.
ProMMP-2, aktif MT1-MMP ile etkilesip kism1 aktif sekline doniismektedir. Bu
doniisimden sonra aktif MMP-2’ler son ayristirmay1 yaparak kismi aktif MMP-
2’yi aktif duruma getirmektedir. Bu durum MMP inhibit6érii olan TIMP-2’nin
MMP aktivitesini hizlandirabilecegini gostermektedir. MMP-2 aktivasyonuna
neden olan diger proteinazlar ise MT1-MMP varhiginda plaktaki plasmin, nétrofil
elastaz, katepsin G, trombin, mast hiicre kimazlar1 ve triptazlardir. MMP-9 gibi
diger MMP’lerin aktivasyonu da baskin olarak plazmine baghdir. MMP’ler
birbirlerini aktive edebilmektedirler. Ornegin; MMP-3 kendisi ve MMP-9 dahil
diger MMP’leri aktive edebilmektedir. MMP-3 ile aktive olan MMP-7 daha sonra

MMP-1°i aktive edebilmektedir (89) (Sekil 4).
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Sekil 4. Matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu

3-Inhibisyon

TIMP’ler MMP aktivasyonun 6zgiin inhibitorleridir. a-2-makroalbumini
ve ekzojen madde olarak heparin daha az spesifik inhibitorlere 6rnek olarak
verilebilir. a-2-makroalbuminin etkisi biiyiik molekiil boyutu nedeniyle smirhdir.
Bag dokusu metabolizmasmin regiilasyonu i¢in ¢ok yonlii proteinler olarak
TIMP’ler salgilanmaktadir (89).

MMP gen ekspresyonu fiziksel stres, sitokinler, biiyiime faktorleri, forbol

esterleri ve ilaglar gibi kimyasal ajanlar1 kapsayan efektdrler ile upregiile edilirken
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TGF- B, retinoik asit ve glukokortikoidler gibi siipresyon faktorleri ile de down

regiile edilir (90).

3.3.5. Matriksmetalloproteinazlarm Doku Inhibitérler (TIMP)
Siniflandirilmasi ve Yapisi

TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 olmak iizere TIMP ailesinde 4 iiye
yer almaktadir. MMP’ler ile nonkovalent kompleksler olusturarak MMP’lerin
islevini inhibe etmektedirler (91).

TIMP’ler N-terminal ve C-terminal bdlgeden olusan, 184-194
aminoasitten olusan MMP inhibitorleridir. Her kisimda {i¢ korunmus disiilfit bagi
yer almaktadir (92).

TIMP-1 yogun olarak glikozillenmis 184 aminoasit i¢eren, molekiil
agirlihigr 28.5 kDa olan bir proteindir. Glikozilli hali 34 kDa’a kadardir. Igerdigi
12 adet sistein rezidiisii ve 6 adet distilfid bagi molekiile 6 kivrimli ve 3 diglimlii
bir goriinlim saglamaktadir. N-bagl oligosakkaritler sialik asit, mannoz, galaktoz
ve N-asetilglikozaamin igermektedir (93).

TIMP-2 glikozillenmemis 194 aminoasit igeren, molekiil agirhig1 21 kDa
olan bir proteindir. TIMP-1 ile % 40 sekans homolojisi gostermektedir. 6
korunmus disiilfid bagi ayn1 pozisyonlarda bulunmaktadir.

TIMP-3 molekiilii 21 kDa olup glikozillenmemistir. TIMP-1 ile % 30,
TIMP-2 ile % 38’lik bir ayrim homolojisi vardir. TIMP-3 ekstraseliiler matriks
komponentlerine bagh olarak bulunmaktadir.

TIMP-4 son tanimlanmis iiye olup 22 kDa’dur. TIMP-1 ile % 37, TIMP-2

ve TIMP-3 ile % 51 ayrim homolojisi gostermektedir (94).
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3.3.6. Fonksiyonlar

TIMP’ler bag dokusu metabolizmasmi regiile edecek sekilde salgilanan
cok yonlii proteinlerdir. TIMP’ler MMP’lerin dokudaki dogal inhibitorleri olup
MMP’lerin ve aktivitelerini smirlamaktadirlar. Bazal membran ve ekstraseliiler
matriks yikimini inhibe etmektedirler (89).

TIMP-1, MMP-2 ve MT1-MMP hari¢ kalan MMP’leri, TIMP-2 ise MMP-
9 hari¢ diger MMP’leri siddetli bir sekilde inhibe etmektedir. Buna ilaveten
TIMP-2’nin MT1-MMP ile hiicre membraninda kompleks olusturarak MMP-
2’nin proteolitik aktivasyonunda regiilatuar olarak rol almaktadir. TIMP-3, MMP-
1, 2, 3, 9 ve 13’e ¢oziinmeyen bir ekstraseliiler matriks bagiyla baglanir. TIMP-
4tin MMPI1, 3, 7’yi inhibe etmektedir (81). TIMP-3 ekstraseliiler matrikse
baglanip apopitozis ve inflamasyonda 6nemli bir konuma sahiptir. Kobaylarda
damar hasar1 TIMP- regiile ederken bu durum insan ateromasinda
gosterilmemistir (89).

TIMP’lerin bir diger islevlerinden biri anjiyogenezi inhibe etmeleridir.
Endotel hiicre migrasyonu, endotelyal tiip olusumu, matriks bagimli anjiyogenetik
faktorlerinin  inhibisyonu gibi farkli kademelerde anjiyogenezi inhibe
etmektedirler. Bunlarmm disinda hiicre biiyiimesini ilerlemesine katki saglarlar,
apopitozisi engellerler, hematopoez gelisimi esnasinda eritroid seri farklilagmasini
ve hiicre sag kalimmni indiiklerler, embriyogenik ve steroidojenik aktiviteleri

gosterirler, timor invazyon ve metastazinda rol almaktadirlar (93).
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3.3.7. Ateroskleroz Patojenezi ve MMP’lerin Rolii

Son birka¢ yilda MMP’lerin kardiyovaskiiler hastaliklarda esansiyel bir
role sahip olduklar1 daha iyi bir sekilde anlasilmistr. MMP enzimlerinin
aterosklerotik damarin i¢ katmaninda hiperplazi gelisiminde ve aterosklerotik
lezyonlarin plak yirtilmasmna neden olacak bigimde zayiflamasinda rol oynadigi
kabul edilmektedir (95).

Aterosklerotik plak gelisimi  dolasimdaki monositlerin  vaskiiler
endotelyuma yapismasi, damarin i¢ katmaninmn altindaki aralia gegmesi, bunu
takiben hasar gormiis endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve dolasimdaki
inflamatuar hiicreler arasmnda bir seri kompleks hiicre-hiicre etkilesimlerinin
olugmas1 sonucu bu hiicrelerden cesitli sitokinler, biiyiime faktorleri ve adhezyon
molekiillerinin salivermesi ile paralellik gdstermektedir (87,97). Insanlarda
vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, makrofajlar, lenfositler gibi farkl
hiicre tiplerinde degisen oranlarda olmak tizere MMP sentezini stimiile edenler;
makrofajlardan saliverilen TNF-o ve IL-1, trombositlerden saliverilen PDGF,
fibroblastlar ve endotel hiicrelerinden saliverilen bazik fibroblast biliylime faktori
(bFGF) gibi ¢esitli biiylime faktorleri ve sitokinlerdir (96,97,98).

Deneysel ateroskleroz modellerinde meydana gelen aterosklerotik
lezyonlarda ve aortik okluzif hastalig1 ya da aortik anevrizmasi olan hastalardan
alman aterosklerotik arter Orneklerinde oOzellikle MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13 ve MMP-
14°{in eksresyon ve aktivitelerinin arttig1 bildirilmistir (86,95,99).

Devam eden diiz kas hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve sonrasinda ESM

birikimi ile damar duvar matriksi modifiye edilir ve sonugta erken donemde
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damarm i¢ katmaninda kalinlasma ve ileri evrede de aterosklerotik plak olusumu
meydana gelir (87,96,100). Damar i¢ katmaninin kalinlasmasmnin once yag
izlerine daha sonra da fibroz aterosklerotik plaga doniismesinde ESM yapim ve
yikim iglemleri onemlidir (101). Damar i¢ katmaninda kalinlagma gelisimi ve
aterosklerozun erken donem olaylar1 genellikle jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9)
ile iliskilendirilmis olup veneointima gelistirilen c¢esitli deneysel hayvan
modellerinde ¢ogunlukla jelatinazlarin ekspresyon ve faaliyetleri incelenmistir
(101,102). Buna ilaveten daha az da olsa diger MMP’lerin de damar i¢
katmaninda kalinlasma siirecine olan faydalar1 farkli ¢alismalarda arastirilmistir
(103,104). Bu galismalar sonucu damar i¢ katmaninda kalinlagsma i¢in MMP
aktivitesinin temel oldugunu kanitlanmistir. Bunun yani sira fibréz doku
matriksinin agir1 yikimima bagl aterosklerotik plagin zayiflayip yirtilmasinda da
MMP’lerin rol aldig1 gosterilmistir (85,95).

MMP’ler eksternal elastik laminanin par¢alanmasina neden olarak
arteriyel duvarm disa dogru (pozitif) tekrardan modellenmesine yardimci olurlar
(86,99). Olusan bu durum baslangigta liimen genisligini korudugu i¢in yararli
olmasmma karsin sonugta arteriyel duvarin mekanik giiciinii azaltarak plagin
yirtilma egilimini arttrmaktadir (99). Aterosklerotik plagin yirtilmaya meyil
gosterdigi  kisimlarinda makrofaj kaynakli kopiik hiicrelerinin  biriktiginin
gosterilmesi, makrofaj kaynaklit MMP’lerin plak frajilitrsi ve yirtilmasinda etkin

rol aldigini diisindiirmektedir (83).
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3.4. Nitrik Oksit (NO)

Ik kez Palmer ve arkadaslar1 tarafindan 1987 yilinda endotelyal gevsetici
faktoriin nitrik oksit (NO) oldugu gosterilmistir. 1988 yilinda merkezi sinir
sisteminde NO’in viicutta haberci bir molekiil olarak gorev yaptigi gosterilmistir.
1989 yilinda NO’i sentezeleyen enzimin oldugu bildirilmis ve 1990 yilinda enzim
beyin homojenatlarindan saflagtirilmistir. NO sentezi i¢in dnciil molekiil olarak L-
arjinin amino asidi kullanilmaktadir. NO’in arjininden sentezi Nitrik Oksit Sentaz
(NOS) enzimi ile iki kademede olur. Tepkimenin ilk kademesinde L-arjinin
aminoasiti guanidin-nitrojen terminalinden NOS enzimi ile hidroksillenme olur,
ikinci kademede ise enzime bagl olan ara iriin sitriilin ve NO’e gevrilir. NO
endotelyal hiicre yiizeyini etkileyen uyaricilara cevap olarak iiretilir. NOS ve
kofaktorleri (BH4, FAD, FMN ve NADPH) L-arjininden NO sentezi i¢in

gereklidir (105,106) (Sekil 5).

?OO_ ?OO" Coo™
+ + + i
HN— ?_ U oemert wopt M |C— H NADPH+H'  NADPY Loa ?— h
(?Hz)s (|CH2)3 (?Hz)a + NO
02 + TH Nos 3 l}jH 0, b - TI\IH Nitrik asit
2 % C
C=NH, =NH—-
| 2 (I) NH—-OQH /C\NH
HN HN 0 2
Arginin N-q-Hidroksiarginin Sitrdlin

Sekil 5. Argininden NO ve sitriillin olusumu (107)

NO salimina neden olan uyaricilar

1) Asetilkolin, Katekolaminler
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2) Kan akimi (shear stres)

3) Bradikinler

4) Serotonin, ADP, ATP

5) Histamin, platelet aktive edici faktor

6) Trombin

NO molekiilii serbest radikal 6zelligine sahip renksiz bir gazdir. Dis
orbitalinde paylasiimamis tek elektron yer alir. Bu elektron bu molekiile radikal
ozelligi kazandirir. NO kendi aktivitesini baskiladigindan reaktivitesi diisiiktiir,
stabildir ve sentezlendigi yerden daha uzun mesafelere difiizyon kolaydir.
Fizyolojik ortamlarda dayaniksiz oldugundan hizla nitrit ya da nitrata oksitlenerek
ortamdan uzaklastirilir (105).

Kan damarlarinda kanm akis hizindaki artis endotel hiicreler iizerinde
mekanik bir kuvvet (shear stres) meydana getirerek NO’in sentez ve alimni
arttirr  (108). Shear stres potasyum kanallarmin aktivasyonuna yol agarak
hiperpolarizasyona neden olur. Hiperpolarizasyon ise Ca*® girisine neden olarak
NO sentezini arttirrr.  Bunun yami swra epinefrin, norepinefrin, histamin,
vazopressin, asetilkolin, brakinin, ADP, ATP, trombin, insiilin, endotelin ve 5-
hidroksitriptamin gibi molekiiller entotel hiicre reseptorlerine tutunarak fosfolipaz
C enzimini aktive eder ve sonunda Ca*? yardimi ile eNOS enzim aktivasyonuna

neden olur (105,106).

Nitrik Oksit Sentaz Enziminin izoformlari

Nitrik oksit sentezini katalizleyen NOS enzimlerinin;
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a.

b.

Konstitiitif (¢cNOS)

Indiiklenebilir(iNOS)

olmak tizere iki temel izoformu bulunur (95,96).

Iki gesit konstitiitif enzim bulunmaktadir;

1-

Endotelyal NOS (eNOS) : Endotel kaynakli gevseme faktoriiniin
(EDRF) sentezinden sorumlu zarsal bir enzimdir. eNOS, rediiktaz ve
oksijenaz segmentleri olmak tizere iki globiiler protein molekiiliinden
meydana gelir. Bu iki segment esnek ozellige sahip protein yapr ile
birbirine baglanmistir. Oksijenaz segmenti katalitik merkezden olusur.
Bu katalitik merkez NO dretimi igin gereklidir. L-arjinin,
tetrahidrobiopterini (BH4) baglar. NO sentezi i¢in rediiktaz segmenti,
NADPH’a baglanir ve dehidrojenasyonu katalize etmek i¢in lazim olan
elektronlar1 tretir. Elektronlar esnek protein yapidan oksijenaz
segmentine tasmir. Bu elektron tasima islemi kalmodulinin (CaM),
esnek protein parcasindaki Ozgiin baglanma kismina kalsiyum ile
baglanmasiyla aktive edilir.

Noronal NOS (nNOS): Noronal NOs, merkezi sinir sistemi Ve
noronlarda haberci molekiil olarak goérev alan NO sentezinden
sorumludur. iINOS ve NOSIII, Konstitiitif enzimlerinin indiiklenebilir
izoformu olup alt birim olarak kalmoduline ihtiyag duyar. Aktive
olabilmesi i¢in Ca*® ‘a ihtiyag yoktur. iNOS enziminin sentezini

indiikleyenler; lipopolisakkaritler gibi ¢esitli bakteriyel iriinler ve

inflamatuar sitokinlerdir (INF-y, IL-1, IL-2, TNF-Q gibi). iNOS yalniz
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fagositik lokositlere has degildir ve uygun indiiksiyonla biitiin
cekirdekli hiicreler tarafindan sentezlenebilir. NOS enzimlerinin
faaliyete gecmeleri koenzimlere bagimhidir. NOS enzimlerinin, NO
sentezini katalizlemeleri i¢in dimer yapi olusturmalar1 lazimdiwr. Bu
enzimlerin alt birim basma gereksinim duydugu yapilar; FAD, FMN ve

THB’dir (tetrahidrobioptrine) (105,106).

3.4.1. Nitrik Oksit Fonksiyonlar

Giinlimiizde nitrik oksitin vaskiiler endotelden daima salindigi bilinmekle
beraber bu stirekli salinim sonucunda da vaskiiler tonusun regiilasyonunda énemli
rol oynadigi kabul edilmektedir. Buna ilaveten hem bir¢ok fizyolojik fonksiyonun
olmasi i¢in lazim oldugu ve antioksidan savunmaya katkida bulundugu, hem de
agir1 tiretim oldugu takdirde radikal etki yaptigi vurgulanmaktadir (109).

Endotel hiicresi tarafindan sentezlenen NO, difiizyonla diiz kas hiicrelerine
gecip guanilat siklazi aktive edip cGMP diizeyini arttirir. Diiz kas hiicresi i¢inde
bulunan ¢cGMP bagimli protein kinazi aktive eden ¢cGMP’dir. Bu aktivasyon
neticesinde potasyum kanallar1 fosforile olurken Ca*? kanallar1 hiperpolarize olur.
Ca*? kanallarinimn hiperpolarize olmasiyla hiicre i¢ci Ca™ miktarinda azalma olur ve
bu azalma da diiz kas hiicresinde gevsemeye neden olur. NO, cGMP yoluyla
vazodilatasyona katkida bulunur. cGMP yolundan baska sodyum ve potasyum
kanallarini dogrudan etkileyerek vazodilatasyonda rol oynar (105,108).

NO vaskiiler toniisii etkiler ve vazodilatasyona neden olur. Endotel
disfonksiyonunun en temel gostergesi, NO tarafindan saglanan, endotel bagimli

vazodilatasyonun yapisinda meydana gelen bozulmadir. NO endotel bagimli
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vazodilatasyonu; Anjiyotensin Il ve endotelin gibi endotel kokenli
vazokonstriktorlerin  etkisiyle savasarak saglar. Trombosit aktivasyonunun,
ndrotransmisyonun, savunma mekanizmasinin diizenlenmesinde goérev alir.
Vaskiiler duvara hiicresel adhezyonu 6nler iken platelet agregasyonunu da inhibe
ede (105,108).

NO, lokosit endotel hiicre adezyonunun gerceklesmesini engeller. NO’in
adezyon molekiillerinin sentezini baskilamasmin niikleer transkripsiyon faktorii
olan niikleer transkripsiyon faktorii tizerindeki inhibitor etkisi ile gerceklestigi
kabul goriilmektedir. NO mast hiicrelerinden degraniilasyon ile histamin
salinimini, platelet aktivasyonu ve agregasyonunun gergeklesmesini engeller. Bu
etkiyi kontrol altinda tutan, hiicre icinde cGMP ve cGMP bagiml protein kinaz
aktivitesidir. NO; LDL modifikasyonunda degisikligin olmasinda, platelet ve
l6kosit fonksiyonlarinda, diiz kas hiicre proliferasyonu ve vaskiiler homostazisin
strdiiriilmesinde etkin rol oynar. Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu
(neointimal hiperplazi gelisimi) inhibe eden de yine NO’dur. Bu inhibisyon
etkisini diiz kas hiicrelerinin apoptozisini indiikleyerek gergeklestirir. NO,
yukarida ele alinan gostermis oldugu etkilerinden dolayr gii¢lii antiaterojenik
Ozelliklere sahip bir molekiildiir (105,108).

Antioksidan  fonksiyonu, platelet  agregasyonunun inhibisyonu,
sntiinflamatuar etkileri, diiz kaslarmm gevsemesi, TNF toksitlerine kars1 etkileri,
hiicre adhezyonunun kontrolii, damar gecirgenligine etkileri, immiin sistemdeki
fonksiyonlar NO’in fonksiyonlar1 arasinda sayilabilir (105,108).

NO, cogu fizyolojik olaylarin gerceklestigi siirecte vaskiiler sistemin

regiilasyonunda, norotransmisyonda ve ¢esitli homeostatik olaylarda rol
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almaktadir. Bir¢ok patolojik olaylarin gergeklesmesi sirasinda (diyabet, sok,
infarksiyon, norodejenerasyon, artrit, kronik inflamasyon gibi) NO sentezinin
tretimini aktive etmektedir (110). Bir¢cok fizyolojik olaylarin meydana
gelmesinde aktif rol oynayan NO metabolitleri (NO ve nitrit, nitrat, Snitrosothiol,
nitrosamin, peroksinitrit gibi), NO’in birgok sitotoksik ve genotoksik etkisine
aracilik eder. Bu sitotoksik ve genotoksit etkiler mitokondrial respirasyon
inhibisyonu ve gen mutasyonuyla sonuglanan protein ve DNA hasari, protein
fonksiyon bozukluklari, nekrosis ve apoptosis gibi etkilerdir. Buna ilaveten NO ve
NO metabolitlerinin tiimér dokusunun metastazinda ve hiicre gelisiminde inhibe

edici etkisi yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (111).

3.4.2. Nitrik Oksit Regiilasyonu

eNOS aktivitesini diizenleyen kofaktorlerden biri tetrahidrobiopterindir
(BH4). Bu faktoriin saglikli insanlara uygulanmasi bir etki meydana getirmez.
Fakat hiperkolesterolemik veya sigara icen Kkisilere uygulandigi zaman bu
kisilerde bozulmus olan NO aktivitesini diizeltebildigi gosterilmistir. NO sentezi
icin BH4 kofaktor olarak bulunmasi gerekir. NOS substrati olan L-arjinin ve BH4
yetmezliginin; eNOS un ayrismasina yol a¢tig1 reaksiyonlar NO yerine siiperoksit
tiretimiyle sonuglanir. Bu etki ‘NOS uncouplingi’ olarak isimlendirilir (106,108).

NO’in aktivasyonunun ger¢eklesmesinde rol oynayan diizenleyicilerinden
biri siiperoksit anyonudur. Siiperoksit anyonu NO’in kararsizligma yol acar.
Siiperoksit anyonlar1 genellikle NADPH oksidaz ile sentezlenir. Siiperoksit
anyonu normal metabolizmanin bir {riinii olarak biitiin hiicrelerde siirekli

sentezlenebilir. Siiperoksit ve NO unstabil molekiil olup ve reaksiyona girdikleri
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takdirde peroksinitrit bilesigini meydana getirirler. Diger serbest oksijen radikali
tirleri de peroksinitritten olusur. Antioksidan 6zelligi gosteren endotele bagli
stiperoksid dismutaz (eSOD) enzimi ile NO bu durumdan kendini korumaktadir.
Stiperoksit anyonu diger serbest radikallerle reaksiyona girebilir veya superoksit

dismutaz araciligi ile hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriilebilir (105,106,108).

3.5. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA)

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA), niikleoproteinlerde yer alan arjinin
rezidiilerine, protein arjinin metil transferaz (PRMT) enzimi aracilig1 ile metil
gruplarinin sentez sonrasi diizenlenip ilave edilmesi ve bu proteinlerin yikilmasi
sonucunda olusan ve 6nemi giinden giine artan bir metilenmis arjinin tiirevidir
(112).

ADMA; endotel yapmin, vaskiiler yapmin ve tonusun siirdiiriilmesinde
onemli rol almaktadir. Endotelden elde edilen temel vazoaktif maddelerden biri
nitrik oksittir. ADMA, NO sentezini saglayan NOS enziminin endojen yarigmali
inhibitériidiir. Arjinin aminoasitinin posttranslasyonel modifiye formudur. L-
arjininin hiicre i¢i metiltransferaz enzimleri ile metillenmesiyle {iiretilmektedir.
Metillenme PRMT-1 ve PRMT-2 enzimi ile olmaktadir. PRMT enzimleri, S-
Adenozil metioninden (SAM) metil grubunu L-arjinine transfer ederek
proteinlerdeki arjinin rezidiilerinin guanidin gruplarma metil gruplarmin
eklenmesini saglar. Metil grubu vericisi SAM, S-Adenozil homosisteine (SAH)

dontisiir. SAH, homosisteine hidrolize olur (106,113,114,115) (Sekil 6).
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/METiYONiN ——> SAM Protein \

PRMT (Mefil transfer
Tekrar metillenime reaksiyoni)
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Sekil 6. ADMA olusumu ve metabolizmasmin sematik gosterimi. (SAM:
S-adenozil metiyonin, SAH: S-adenozil homosistein, KAT: katyonik aminoasit

tastyicilari)

Serbest metilarjinin rezidiileri metillenmis proteinlerin  proteolitik
katabolizmas1 ile salinir. ADMA, Simetrik dimetilarjinin (SDMA) ve N-
monometil-L-arjinin(L-NMMA) sentezlenir. SDMA ve L-NMMA ADMA’nin
izomerleridir. ADMA NOS enziminin {i¢ formunun gelisip ortaya ¢ikmasini
engeller.  Bu inhibisyonun geriye dondiiriilmesi  L-Arjininin  yiiksek
konsantrasyonlari ile olmaktadir. Bu olaya ‘arjinin paradoksu’ denilmektedir. L-
NMMA, ADMA kadar gii¢lii olup NOS aktivitesini azaltir. Ancak ADMA’ nin
plazma konsantrasyonu L-NMMA konsantrasyonundan 10 kat daha yiiksektir.
SDMA ile ADMA ile esit konsantrasyonlarda iretilmektedir. SDMA’nin NOS

aktivitesine etki etmemektedir (115) (Sekil 7).
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Sekil 7. Endojen metilarjininlerin yapis1 (115)

Metil arjininlerin sentezinden sorumlu olan enzim PRMT’dir. PRMT
enzimleri PRMT1 ve PRMT2 olamk iizere iki ¢esitti. L-NMMA ve ADMA
PRMT1 enzimi ile, L-NMMA ve SDMA PRMT 2 enzimi ile olusur. Metillenme
irreversibl olup metillenen proteinler niikleusta yer alir ve RNA’nin islenmesinde
ve transkripsiyonel denetiminde rol alir.

ADMA, SDMA ve L-NMMA’nin endotel hiicrelerine girisi katyonik
aminoasit tasiyicist (y tasiyicisi) ile olmaktadir. Kaveolin baglh NOS ile bu
tastyicinin  aktivitesi gergeklesir. ADMA, SDMA ve L-NMMA’nin her biri
hiicreye girmek icin arjininle yarisir. ADMA’nin yiiksek konsantrasyonlar1 L-
arjininin hiicre i¢ine tasmnmasii engelleyerek NO sentezinde azalmaya neden
olur. Metil arjininlerin lokal konsantrasyonlarinda y tasiyicisinin aktivitesi 6nemli
yer tutmaktadir. Y tasiyicisi sistem metilarjininleri endotel hiicrelerinde konsantre
ettiginden dolay1 hiicrei¢i konsantrasyonlar1 sirkiilisyondan daha fazladir. Y
tasiyic1 sisteminde defekt meydana gelirse sirkiilisyonda daha fazla ADMA
konsantrasyonlarina yol acacagindan bu dururm NO biyosentezinde azalmaya

neden olur (116,117).
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ADMA’nin yiikseldigi durumlar;
v' Karaciger yetmezligi
v Kronik bobrek yetmezligi
v Arterioskleroz
v Hipertansiyon
v’ Preeklampsi
v Hiperhomosisteinemi
v Hiperkolestrolemi
v" Konjestif Kalp Yetmezligi
v Diabetes Mellitus
v’ Erektil Disfonksiyon

v' Sigara

3.5.1. ADMA ve Oksidatif Stres

Viicutta oksidatif stresinin artisina neden olan durumlarda ADMA
seviyelerinde de artis olur. DDAH enzim aktivitesindeki azalmaya bagli olarak
ADMA seviyelerinde artis olabilir. DDAH aktivitesinin azalmasinda DDAH’1n
aktif bolgesinde yer alan sisteinin yiikseltgenmesi onem arz eder. NO ile
gerceklesen bu yiikseltgenme sonrasinda aktivitesini geri doniisiimlii olarak
azaltilabilmektedir (116,118).

Inflamasyonda iNOS aktivitesi artar ve ¢ok fazla miktarda NO fiiretilir.
Uretilen NO siiperoksit (O2e-) radikalleriyle bir araya gelip peroksinitrite
(ONOO-) doniisiir ve bu doniisiim NO’nun yarilanma dmriinii azaltir. Peroksinitrit

olusumu stiperoksit dismutazin (SOD) siiperoksit radikallerini yakalamasindan
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daha hizli gelismektedir. Peroksinitritte DDAH’in aktif bolgesine baglanarak
aktivitesini azaltmasi sonucunda ADMA miktarinda artis ve NO seviyelerinde
azalma meydana gelir. ADMA yapiminda rol alan enzimlerin aktiviteleri oksidatif
strese bagli olarak degisime ugrar. Bu degisime bagli olarak ADMA miktarlarinda
da degisim meydana gelir (119). PRMT enziminin aktivitesini arttiran reaktif
oksijen tiirleridir. Bu enzimin aktivitesinin artmasiyla ADMA diizeylerinde de

artig meydana gelir (120).

3.5.2. ADMA’nin Endotel Hasariyla iliskisi

Damar diiz kaslar1 tarafindan salgilanan faktoérler daha ¢ok
vazokonstriiksiyonda rol oynarken endotel tabakasmin salgiladigi faktorler ise
daha ¢ok vazodilatasyonda aktif olarak rol oynar. Endotel tarafindan salgilanan
NO damar diiz kas proliferasyonunun engellenmesi, 16kosit adezyonunu ve
trombosit agregasyonunu onleyebilmektedir. Endotelde bir harabiyet olursa NO
diizeylerinde azalmayla birlikte damar fonksiyonlarinin bozulmasina yol
acmaktadir. NO e¢ksikliginde damar diiz kaslarinda proliferasyon ile damar
duvarmmin esnekligi azalmakta ve sonugta akisa bagimli vazodilatasyon kaybi
ortaya meydana gelmektedir (121). Yapilan ¢aligmalar endotel disfonksiyonunu,

artmig oksijen kokenli serbest radikal tiretimiyle birbirine benzetmektedir (120).

3.5.3. ADMA ve Kardiyovaskiiler Hastahklar
Arjininden olusan NO, o6rnegin ADMA gibi ¢esitli arjinin analoglar
tarafindan inhibe edilir. Bu analoglar ateroskleroza ve trombiisiin meydana

gelmesine neden olabilir. Akut koroner sendromlu olgularda yapilan ¢aligmalarda
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ADMA seviyeleri yiiksek bulunmustur. Ama bu hastalarin medikal tedavi
sonrasinda ADMA diizeylerinde azalma gozlenmistir (122).

Kalp yetmezligi olan hastalarda da ADMA seviyelerinde artis goze
carpmaktadir. ADMA’nin kalp hizini1 azaltma etkisi vardir. ADMA’nin kalp
yetmezligindeki endotel fonksiyonundaki etkisi tam olarak aydinlatilamamistir
(116). Vazospastik anjinali hastalarin koroner damarlarmnda ADMA diizeyleri
yiksek, NO diizeyleri ise diisik bulunmustur (123). Yiiksek olan ADMA
seviyesini diisiirmek, diisiik olan NO seviyelerini artirmak amaciyla verilen L-

arjininin de hastalarda egzersiz kapasitesini artirdigi ileri siiriilmiistiir (124).

3.5.4. ADMA ve Karaciger Hastalklar

Karaciger tarafindan alinan ADMA yiiksek miktarda dolasimdan alinarak
metabolize edilmektedir (125). ADMA diizeyleri akut ve kronik karaciger
hastaliklarinda ve organ nakli sonrasi rejeksiyon goriilen hastalarda da yiiksek
bulunmustur. ADMA karaciger nakli yapilan hastalarda naklin basarili sonuca
ulagsmasinin takibinde 6nemli bir ayirag olabilir (126). Alkolik sirozda ADMA

seviyeleri yiiksektir (127).

3.5.5. ADMA Regiilasyonu

Metilarjininlerin bir kismi renal yolla atilim gergeklestirir. Bunun yani sira
SDMA tamamen renal yolla atilir ama ADMA ve L-NMMA genel olarak
metabolize edilir. DDAH (Dimetilarjinin Dimetil Amino Hidrolaz) enzimiyle

sitriilin ve dimetilamine yikilmasi en 6nemli metabolik yoldur (128,129).
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DDAH, ADMA diizeylerini regiile etmede aktif olarak rol oynar. SDMA
intravenoz olarak enjekte edilirse % 60 oraninda, ADMA intravenéz olarak
enjekte edildikten sonra % 5 oraninda idrara ¢ikar. Buna bagl olarak renal
yetmezlikte SDMA, ADMA’ ya gore plazmada daha yiiksek diizeylerde bulunur.
Yapilan arastirmalar sonucunda ADMA’nin DDAH igin substrat oldugu bulgusu
elde edilirken SDMA’nin ise olmadigi elde edilmistir. Buna ilaveten ADMA’nin
SDMA’ya gore yaygin bir metabolizmasinin oldugu bulgusu da elde edilmistir
(130). DDAH iki izofomdan meydana gelir ve her iki izoformda vaskiiler
endotelyumdan eksprese edilir. Insanlar1 da igine alan gelismis organizmalarda
DDAH enziminin 2 izoformu tanimlanmistr. DDAH 1’1 kodlayan gen 1.
kromozomda, DDAH 2’yi kodlayan gen ise 6. kromozomda lokalize olmustur. Bu
izoformlarin doku dagilimlar1 farklilik gosterirken aktiviteleri ise benzerlik
gostermektedir. DDAH 1 ekspresyonu ile ndral NOS arasinda baglant1 kurulurken
DDAH 2 ile endotelyal NOS (eNOS) arasinda baglant1 kurulmaktadir. NOS
ekspresse eden doku ve hiicrelerde DDAH’lar fazlaca eksprese edilmektedir ama
bu doku ve hiicrelerle sinirli degildir. Her iki izoform da kardiyovaskiiler sistemde
tamimlanmaktadir. Bu tanimlamaya ragmen muhtemelen DDAH 2 ekspresyonu
¢ok daha fazladir (131,132).

Endotelyal hiicre kiiltiirlerinde DDAH’in selektif inhibisyonu meydana
geldiginde bu durum nitrik oksit sentezinde azalmaya yol agar. Ortamdaki arjinin
iceriginin arttirilmas:t bu durumu tersine gevirebilir (133). PRMT’ler yoluyla
ADMA’nn olusumu ve ADMA’nin atilim yollar1 agagidaki gibidir.

ADMA’nin atilimi 4 yolla olmaktadir (134,135);

1- PRMT enzimi ile proteinlerin artmis metilasyonu
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2- Sekillenmis metilarjininlerin artmis proteolizi ve salinimi
3- Bozulmus renal atilim
4- DDAH ile bozulmus metabolizma
Siddetli inflamasyon, organ yaralanmalar1 ve tim ciddi hastaliklarda
proteolizis artmis bir sekilde karsimiza ¢ikar. Eliminasyonda azalma ve proteolizis
de artis ADMA birikimine neden olur. Ciddi hepatik yetmezlikli hastalarda
plazma ADMA konsantrasyonun yiikselen bir seyir gostermesi ADMA

metabolizmasinda karacigerin 6nemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir (134,136).

3.6. Hiicre Adhezyon Molekiilleri

Adezyon molekiilleri, hiicre yiizeyinde yapisal olarak yer alan veya bazi
cesitli kimyasal mediyatorler gibi bazi uyaranlar ile hiicre yiizeyinde beliren ve
hiicrelerin birbirine ve extraseliiller matrixe baglanmasini saglayan ve hayatin
yapistiricist - olarak  tanimlanan  molekiillerdir  (137). Hiicre adhezyon
molekiillerinin bu etkilesimleri sayesinde, hiicrelerin birbirleriyle ve ¢evreleriyle
olan iligkileri saglanir. Hiicrelerin birbirlerini tanimalarinda, hiicrelerin 6zgiin
olarak dokulara yonlenmelerinde, embriyogenez, hiicre biiyiimesi hiicre
farklilasmasi ve patolojik durumlarda; kanser metastazi, inflamasyon, timor
invazyonu gibi olgularin diizenlenmesinde de aktif olarak rol oynarlar (138,139).

Adhezyon molekiillerinin yapimi ve hiicre yiizeyindeki ekspresyonu, doku
hasar1 veya enfeksiyone yanit olarak salgilanan Ozgiin sinyaller ile kontrol
etmektedirler. Adhezyon molekiillerinin 16kositlerle ilgili gorevleri arasinda;
lokositlerin birbirlerine, damar endoteline veya lokositlerin hiicreler arasi bag

dokusuna yapigmasi yer alir (138,140).
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Adhezyon molekiilleri, 16kositlerin damar endoteline baglanmasini
saglamalarinin yani sira lokositlerin endotel hiicreleri arasindaki bdlmelerden
gecerek damar disina go¢ etmesini saglarlar. Lokositler spesifik reseptorleri ile
adhezyon molekiillerine tutunarak endotele baglanir ve damar disina ¢ikarlar.
Boylece lokositlerin aktif hale gelmesi ile fagositoz gerceklesir ve Salgilanan
notrofil graniillerindeki lizozomal enzimler, siiperoksit anyonlari, H,O, gibi
oksijenli aktif metabolitler ve arasidonik asit metabolizmasi {irlinleri
(prostaglandinler, 16kotrienler) zararh etkileri yok ederler fakat saglam dokulara

ve endotele de zarar verirler (138,140).

3.6.1. Adhezyon Molekiillerinin Siniflandirilmasi
1) Intergrinler
2) Selektinler
3) Kaderinler
4) Immiinglobulin siiper ailesine dahil adhezyon molekiilleri
Bir de fonksiyonel olarak adhezyon gorevi goren fakat yukaridaki gruplar

icerisinde yer almayan adhezyon molekiilleri vardir (138,140).

Siiflandirilamayan Adhezyon Molekiilleri
Adhezyon fonksiyonunda aktif olarak goérev alan ancak bu dort grup
icerisinde smiflandirilamayan adhezyon molekiilleri olarak tanimlanirlar. Bunlar;

CD44 (Hermes), CD36, Laminin, Fibronektin, OX40 olarak siralanabilir (141).
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1.Intergrinler

Integrinler; selektin/ligand iliskisi sonras1 I6kositlerin yavaslayarak endotel
hiicresi lizerinde yuvarlanmasi ve bu yuvarlanmanin ardindan l6kositlerle endotel
hiicre yiizeyi arasindaki adhezyonunda rol oynarlar (142). Intergrinler hiicre dis1

sinyaller ile birlikte iletisimi saglarlar (143).

2. Selektinler

Selektinler, endotel hiicresi ve Ilokositlerin yiizeyinde bulunurlar.
Molekiilin N terminalinde lektin benzeri bir yapi oldugu icin selektin admni
almaktadirlar (144). Lokositlerin endotel hiicresine adezyonunu baglatan ilk
molekiil selektinlerdir (145).

E-Selektin(Endoteliyal Lokosit Adhezyon Molekiilii): Uyarilmamis
endotel hiicresi tizerinde bulunmazlar. Fakat E-selektin molekiilii expresyonlari
IL-1, TNF-a gibi inflamatuar uyaranlara veya endotoksinlere cevaben artar (132).
Monosit, notrofil ve eozinofillerin segici olarak endotele baglanmasinda da E-
selektin reseptorii rol oynar (145).

L-Selektin(Lokosit adhezyon molekiilii): Periferik lenf bezlerindeki
lenfositlerin adezyonunda ve immiin cevabm olusmasinda diizenleyici olarak
gorev alan selektinler ailesinin bir {iyesidir (146).

P-Selektin: Inflamasyonun gergeklesmesinde ortaya g¢ikan ilk selektin
molekiiliidiir. Endotelde sitokinler gibi uyaranlarin etkisi ile hiicre yiizeyine dogru

yer degistirir (137).
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3. Kaderinler
Yan yana yer alan hiicreler arasindaki molekiiler baglantiy1r saglayan
transmembran proteinlerdir. Yapi ve fonksiyonlar1 bakimindan kalsiyuma

bagimlidir (147,148).

4. immiinglobulin Siiper Ailesi

Immiinglobulin gen ailesinin {iyeleri arasinda, endotel hiicrelerinde
bulunan VCAM-1 ve ICAM-1 yer alir. Bunlar monositler ve lenfositler tarafindan
belirgin hale gelen transmembran proteinleridir. ICAM -1 endotel hiicreleri
tarafindan, VCAM-1 ise PDGF gibi &zel uyarilarla belirginlesir. Insan
aterogenezinde VCAM-1 ve ICAM-1 endotel hiicreleri tarafindan yapilirlar.
VCAM-1 ve ICAM-1 molekiilllerinin belirginlesmesi biiyiikk olasilikla monosit
kemotaksisinin onemli bir komponentidir. Ayrica VCAM-1, aterosklerozdaki

immiin reaksiyonunda da aktif olarak rol oynar (149) (Sekil 8).
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VCAM-1 NCAM-1

(WVaskuler huacre (Noral hacre adezyon
adezyon molekula) molekala)
Immunoglobulin ¢

Plazma membran

ICAM-1 ICAM-2
(interselluler hiicre (interselluler hiucre
adezyon molekula-1) adezyon molekala-2)

Sekil 8. Iimmiinglobulin siiper ailesi iiyeleri adezyonu sematik gosterilis

a) Hiicreler aras1 Adezyon Molekiilii-1 (ICAM-1)

ICAM-1 bir¢ok hiicrede (endotel hiicreleri, monositler, lenfositler vb) az
miktarda bulunur. Interlokin- 1, TNF- o, IFN-gama gibi sitokinleri etkisi ile
artirtlir.  Olusan bu artisin  meydana geldigi alanlar ise akut ve kronik
inflamasyonlardir. ICAM-1, LFA-1 (Leukocyte Function Associated antigen) ve
makrofaj antijen-1 (Mac-1) ile birlesir. LFA-1 integrin ailesinden biitiin
lokositlerde, Mac-1 ise eozinofillerde, notrofillerde ve monositlerde bulunur.
Ekstraseliiler kisminin proteolitik ayrilmasi ile ICAM-1’in solubl formu (sSICAM-
1)olusur. ICAM-1’in serum diizeyleri bir¢ok inflamatuvar, neoplastik ve bulasic1
hastalikta artmis oranda karsimiza ¢ikmaktadir. ICAM-2 ve ICAM-3 molekiilleri

ise LFA-1 i¢in baglanma gorevini iistlenirler (150).
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Uyar1 sonucu, ICAM-1 molekiilleri 2-4 saatte hiicre yiizeyinde belirmeye
baglar ve 12-16 saat siireyle devam eder. Ortamda sitokin oldugu zaman ise bu
sire uzayarak 24-72 saat kadar devam eder. Eozinofiller, T lenfositler ve
notrofillerin gogiinde ICAM-1 molekiilleri 6nemli yer tutar (151). Antijen sunan
hiicreler ve T hiicreleri arasindaki iliskilerde sinyal mekanizmasmin olusumunda
ICAM-1 gorev almaktadir. ICAM-1’in bu fonksiyonu sonucu karsit ligandi olan
LFA-1 ile iligkisi inflamatuvar hastaliklarin ¢ogunda 6nemli yer tutar (152).

ICAM-2 (CD102) : ICAM-2 molekiilii ICAM-1 den farkli olarak iki
immunoglobulin benzeri domain biinyesinde barindirir. Mac-1 baglanma bolgesi
0 domaini yapisinda yer almadigindan bulunmamaktadir (153). Endotel
hiicrelerinde, monositlerde ve lenfositlerde kendini gdsterir. Buna karsin olarak
proinflamatuar sitokinler expresyonuna etki etmez (154).

ICAM-3 (CD50) : Endotel hiicrelerinde yer almayip sadece lokositlerde
bulunur. T-lenfositlerin adezyonunda gorev alir (154). ICAM-1 ‘e yapisal olarak ¢ok
benzer. Ancak ICAM-1’den tek farki tigiincii immunoglobulin domainine Mac-1’in

baglanmamasidir (153).

b) Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1 (VCAM-1)

Ilk kez Osborn ve arkadaslari tarafindan 1989’da tarif edilmistir.
Yaptiklari ¢aligma sonucunda VCAM-1’in endotel hasarmm meydana gelmesinde
etkin rol oynadigini ortaya koymuslardir (154).

VCAM-1 molekiilii alt1 ve yedi domainli olmak iizere iki formda bulunur.
Bu iki form yapisal olarak birbirine benzer 6zellik gosterir. Ancak bu iki formun

birbirinden tek farki alt1 domainli formunda dordiinci immiinglobulin domainin
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yer almamasidir. Bu nedenle alt1 domainli formunda tek ligand baglanma bdlgesi
birinci immiinglobulin domainidir (153).

VCAM-1’in bulundugu bolgeler arasinda aktif endotel hiicreleri, doku
makrofajlari, dendritik hiicreleri ve kemik iligi fibroblastlar1 yer alir. VCAM-1’in
gorevi, T lenfositlerin, monositlerin ve eozinofillerin endotel hiicrelerine
adezyonudur. Endotel hiicrelerinde VCAM-1 ekspresyonunun viicutta belirgin
oldugu alan kronik inflamasyon alanlaridir (150).

Uyarilmamis endotelde yapisal olarak yer almaz. VCAM-1 sitokinlerin
(interlokin-1, interlokin-4 ve TNF-a gibi) uyarisi ile 2-4 saat sonra hiicre
yiizeyinde belirgin hale gelir. VCAM-L1'in segici olarak belirgin hale gelmesinde
Interlokin-4 rol oynar. Interlokin-4, VLA-4 (Very Late Antigen) vasitasiyla
eozinofillerin ortamda birikmesini saglar (155).

Damar endotelyal duvarinda l6kositlerin gogilinii ve adezyonunu VCAM
molekiilleri saglar (156). ICAM-1 ve VCAM-1 molekiilleri immun yanit ve
iltihap durumlarinda aktif rol oynarlar. VCAM-1 molekiilii, ¢ogu hiicre tipi
tarafindan eksprese edilebilen immiinglobulin benzeri transmembran proteinidir.
VCAM 1‘in baglandig1 karsi ligandi VLA-4’tiir. VLA-4 nétrofiller hari¢ tiim
l6kositlerde bulunur. VCAM-1 / VLA-4 yolu, gesitli alerjik, iltihap ve otoimmun

hastaliklarinin patojenik islemlerinde aktif rol oynamaktadir (155).

3.6.2. Cesitli Patolojilerde Hiicre Adhezyon Molekiillerinin Rolii ve
Tedavi Yaklasimlar:
Romatoid artritte mononiikleer hiicreler, VLA-4 aracilig1 ile sinoviyal

hiicrelerdeki VCAM-1 molekiiliine tutunurlar ve bu tutunma sayesinde sinoviyal
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stviya gegisleri engellenir. RA’da sinoviyal endotel hiicrelerinde VCAM-1
molekiiliiniin yer almasi, bu hiicrelerin aktif durumda oldugunu gosterir. Sistemik
lupus eritematozuslu (SLE) olgularm yapisal ve fonksiyonel degisiklige
ugramamig deri biyopsilerindeki damarlarda, adezyon molekiillerinin (E-selektin,
ICAM-1 ve VCAM-1 gibi) artmus oranda eksprese edildikleri gosterilmistir. SLE
vaskiilitlerinde serum ICAM-1 ve VLA-4 diizeyleri artmustir. Wegener
Graniilomatozunda (WG), bobrekte notrofil, lenfosit ve monositlerin birikiminde
VCAM-1 ve ICAM-1 molekiilleri rol oynar. WG’li olgularin hastalik belirtilerinin
sondiigii doneminde serum ICAM-1 aktivitesinin belirgin diistiigii, alevlenmelerde
ise belirgin arttig1 bildirilmistir (157).

Hiicre yiizeyinde bulunan adezyon molekiillerinin proteolitik ayrilmasi ile
¢oziiniir formlar1 (solubl-s) olusur. Ornegin SLE’li olgularda sVCAM-1,
hastaligin klinik aktivasyonunu gosterir sekilde artis gosterirken, SICAM- 1 ve sE-
Selektin  diizeyleri normal seyir gostermektir. WG’de sICAM-1 hastalik

aktivitesini gosterir bigimde artan bir tablo ile karsimiza ¢ikar (158).
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4.GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar ve Deneysel Calismasinin Diizenlenmesi

Firat Universitesi Deney hayvanlar1 Caligmalar1 Etik Kurulu’ndan onay
alindiktan sonra (Tarih: 06.02.2013, Toplanti: 1, Karar No: 14) ¢aligma standart
deneysel hayvan ¢aligmalar1 etik kurallarina uygun olarak yapildi.

Bu calismada agirliklar1 ortalama 200-220 gram arasinda olan sekiz
haftalik 35 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar, Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edildi ve bakimlar1 ayn1

merkezde yapildi. Deney dncesi ve deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat aydinlik

12 saat karanlik fotoperiyodunda 22-24 °C sabit 1sidaki odalarda barmdirildi.

Hayvanlarin beslenmesinde standart pellet yemi ve ¢esme suyu kullanildi. NASH
olusumu i¢in % 70 oraninda fruktoz kullanildi (159).

Ratlar her bir grupta 7 rat olmak iizere bes gruba ayrildi. Ratlara ¢alisma
stiresince standart rat diyeti, fruktoz ve Tribulus terrestris ekstrati1 oral olarak
verildi.

Grup 1: Kontrol grubu. 8 hafta boyunca standart beslenme uygulandi.

Grup 2: Fruktoz ile NASH olusturulan grup. 8 hafta boyunca standart
beslenme ve %70 oraninda fruktoz uygulandi.

Grup 3: NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris (TT) bitki ekstrati
verilen grup. 8 hafta boyunca fruktoz ile es zamanli olarak Tribulus terrestris bitki

ekstrat1 verildi.
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Grup 4: NASH olustuktan sonra (8 hafta sonunda), 6 hafta standart
beslenme uygulanan grup.

Grup 5: NASH olustuktan sonra (8 hafta sonunda), 6 hafta Tribulus
terrestris bitki ekstrati verilen grup.

Deney siiresi boyunca ratlarin agirhiklart haftalik olarak Olgiliip
kaydedildi. Deney sonunda (Grup 1, 2, 3 deney baslangicindan 8 hafta sonra,
Grup 4 ve Grup 5 14 hafta sonra) tiim ratlar dekapite edildi ve ¢alismanin

sonuglarmin incelenecegi parametreler i¢cin uygun kan ve doku 6rnekleri alindi.

4.2.Tedavi Protokolleri

Kontrol grubuna (Grup 1) ve fruktoz ile NASH olusturulacak gruba (Grup
2) tedavi uygulanmadi. Grup 3’teki ratlara, fruktoz ile eszamanli olarak Tribulus
terrestris ekstrati1 uygulamasma basland1 ve koruyucu rolii arastirildi, Grup 4’teki
ratlara NASH gelisim siiresini takiben alt1 hafta boyunda standart beslenme
uygulandi. Grup 5’teki ratlara ise NASH gelisim stiresini takiben alt1 hafta siireyle

Tribulus terrestris ekstrati verilerek tedavi edici etkileri arastirildi.

4.3.Tribulus terrestris Bitkisinin Hazirlams ve Uygulama Sekli
Tribulus terrestris ekstrati su ile ¢6ziinerek hazirlandi. Calisma
gruplarindan Tribulus terrestris ekstrati verilen gruplara, 2 g/kg viicut agirhg:

dozunda bitki ekstrat1 oral yoldan verildi.
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4.4, Laboratuar ve Histopatolojik Analizler

4.4.1. Biyokimyasal Incelemeler

Biyokimyasal incelemeler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildi. Kan 6rnekleri diiz biyokimya tiiplerine
alindi, 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi. Ependorf
tiiplerine aktarilan bu serumlar -20 °C’de ¢alisma giiniine kadar saklandi.

Ornekler ¢ozdiiriildiikten sonra serum glukoz, AST, ALT, total kolesterol,
trigliserit, HDL, LDL diizeyleri uygun kitler kullanilarak otoanalizorde 6l¢iildii.

Serum ICAM-1 diizeyleri rat ICAM-1 Elisa kiti (Boster, katalog no:
EKO0372) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak ¢aligildi.
Absorbanslar 450 nm’de alindi, 1:2 diliisyon nedeniyle sonuglar iki ile ¢arpildi ve
pg/ml olarak verildi. Kit sensivitesi: 2pg/ml, 6l¢iim araligi: 31.2-2000 pg/ml’dir.

Serum VCAM-1 diizeyleri rat ICAM-1 Elisa kiti (Eastbiopharm, katalog
no: CK-E30439) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak calisildi.
Absorbanslar 450 nm’de alind1 ve sonuglar pg/ml olarak verildi. Kit sensivitesi:
0.018 ng/ml, 6l¢tim araligi: 0.05-20 ng/ml, intra-assay Coefficient of variation
(CV): < %10, inter-assay CV: < %12’dir.

Serum MMP-2 diizeyleri rat MMP-2 Elisa kiti (Boster, katalog no:
EKO0639) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak ¢alisildi.
Absorbanslar 450 nm’de alind1 ve sonuglar pg/ml olarak verildi. Kit sensivitesi: <
10pg/ml, 6l¢tim araligi: 156-10.000 pg/ml’dir.

Serum MMP-9 diizeyleri rat MMP-9 Elisa kiti (Eastbiopharm, katalog no:
CK-E30434) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak c¢alisildi.

Absorbanslar 450 nm’de alind1 ve sonuglar pg/ml olarak verildi. Kit sensivitesi:

62



0.01 ng/ml, 6l¢tim araligi: 0.05-10 ng/ml, intra-assay Coefficient of variation
(CV): < %10, inter-assay CV: < %12’dir.

Serum NO diizeyleri rat NO Elisa kiti (Cayman chemical, katalog
no:780001) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak c¢alisildi.
Absorbanslar 540-550 nm arasinda alind1 ve sonuglar pg/ml olarak verildi.

Serum ADMA diizeyleri, Eureka marka rat ADMA ticari kiti kullanilarak

HPLC cihazi ile kullanim kilavuzuna uygun olarak calisild1.

4.4.2. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in alinan doku ornekleri % 0,9’luk NaCl ile
yikanarak doku iizerindeki kan temizlendi. Hemen ardindan zaman
kaybedilmeden %35°lik formaldehit igerisinde korundu. Karaciger kesitleri
konvansiyonel histopatolojik inceleme Oncesi parafin igerisinde fikse edildi, bes
mikrometre kalinhiginda kesitler alindi ve hemotoksilen eozin boyasi ile
boyandiktan sonra uzman bir patolog tarafindan Olympus BX-51 1s1k mikroskobu
ile degerlendirildi. Her bir karaciger doku ve damar 6rneginden 10 farkli alan x10,

x40, x100 ve x200 biiylitme ile incelendi.

4.5. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplarda elde edilen veriler Ortalama+Standart sapma olarak verildi.
Gruplardaki  verilerin ~ degerlendirilmesinde  gruplar  arasinda  ikili
karsilastirmalarda Mann Whitney-U testi kullanilds. Istatistiksel anlamlilik diizeyi

olarak p<0.05 degeri kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Bazal ve Haftahk Agirhk Olgiimleri

Calisma gruplarinda rat agirhiklart degerlendirildiginde; bazal degerler
acisindan bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi gézlenirken,
calisma sonrasinda grup 3’te diger gruplara gore agirlik agisindan anlamli bir
sekilde azalma gozlendi (p<0.05). Grup 1 ile grup 3 ve grup 3 ile grup 4 arasinda

anlamli farklhilik gozlenirken, grup 2 ile grup 3 arasinda anlamli bir farklilik

olmadig1 gozlendi (p<0.05) (Tablo 4).

Tablo 3. Gruplara Ait Rat Agirliklar:

Gruplar | Agirliklar Agirliklar Agirliklar P
Bazal Degerler Son Degerler Arasi
Fark
Grup 1 303,42+25,79 382,42+36,23 79,00+14,30 0,018
Grup 2 309,71+19,37 346,14+20,93 36,42+9,37 0,018
Grup 3 299,00+15,49 274,83+48,42 35,14+31,65 0,249
Grup 4 | 308,85+23,03 387,57+37,89 78,71+28,22 0,018
Grup 5 280,85+34,88 337,71+46,96 56,85+28,61 0,018
P 0,18 P<0.01 grup 1-3
P<0.01 grup 3-4
P<0.05 grup 2-3

Gruplar arasinda rat agirliklar1 arasindaki iligki tablo4’de verilmistir.

64




5.2. Biyokimyasal Ol¢iimler
Tablo 4. Deney sonu serum karaciger enzimleri, glukoz ve lipid

parametreleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 P

Glukoz 105.8+2.03 119.02+17.2 102.12+14.8 119.9+14.6 110.2145.6 p<0.05

(mg/dl) Grup 1-2
Grup 2-3
Grup 3-4

AST 181.6+12.8 203.44+34.88 147.73+39.2 185.13+56.5 190.7+24.1 p<0.05

(U/L) Grupl-2
Grup2-3
Grup 3-5

ALT 60.4+4.8 65.4+1.7 61.29+4.6 66.29+6.4 73.14+3.1 p<0.05

(U/L) Grup 1-2
Grup 1-5
Grup 2-3
Grup 2-5
Grup 3-5
Grup 4-5

T. Kolesterol | 73.57+12.7 93.85+12.1 67.42+13.4 71.85+15.7 73.85+9.3 p<0.05

(mg/dl) Grup 1-2
Grup 2-3
Grup 2-5
Grup 2-4

Trigliserit 57.57+8.6 88.0+17.1 72.42+10.1 66.0+£10.4 90.0+15.2 p<0.05

(mg/dl) Grup 1-2
Grup 1-3
Grup 2-3
Grup 1-5
Grup 3-5
Grup 4-5

HDL 10.25+1.2 9.27+0.53 9.68+1.2 9.08+1.7 11.11+.0.81 p<0.05

(mg/dl) Grup 2-5
Grup 3-5
Grup 4-5

LDL 11.51+2.2 13.21+0.6 11.02+3.39 11.8+1.7 14.11+4.4 p<0.05
(mg/dl) Grup 2-3
Grup 3-5

Grupl:Kontrol, Grup2:Fruktoz+NASH, Grup3:NASH ile es zamanli+Tribulus

terrestris
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Grup4:NASH+Standart Beslenme, Grup5:NASH olusumu sonrasi+Tribulus

terrestris

5.2.1. Rutin Biyokimya Testleri, Lipid profili, Achk Kan Glukozu
Diizeyleri

Calismada gruplarda elde edilen serum aghk glukoz diizeylerine
bakildiginda kontrol grubuna gore (105.842.03 mg/dl), NASH olusturulan grup 2
(119.02+17.2 mg/dl) ve NASH olusturulduktan sonra standart beslenme verilmis
olan grup 4’de (119.9+14.6 mg/dl) anlamli olarak bir artis gozlendi (P<0.05)
(Tablo 5).

Tribulus terrestris ekstrat1 uygulanmis gruplardaki glukoz diizeylerinde ise
NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris ekstrati uygulanmis olan grup 3
(1102.12 +£14.8 mg/dl) ve NASH olusturulduktan sonra Tribulus terrestris ekstrati
uygulanmis grup 5°de (110.21+5.6 mg/dl) NASH olusturulan grup 2’ye gore
azalmalar gozlenmekle beraber, sadece grup 3 deki azalma istatiksel olarak
anlamlilik gostermekteydi (P<0.05). Grup 3 ise NASH olusturulduktan sonra
standart beslenme uygulanmis olan grup 4’e¢ (119.9+£14.6 mg/dl) gére anlamli
olarak (p<0.05) diisiik tespit edilmistir (Tablo 5).

Tablo 5°de gosterildigi gibi karaciger fonksiyon testlerinden olan serum
AST diizeyleri agisindan kontrol grubuna gore (181.6+12.8 U/L), NASH
olusturulan grup 2 (203.44+34.88 U/L) ve NASH olusturulduktan sonra standart
beslenme verilmis olan grup 4’de (185.13+£56.5 U/L) anlamli olarak bir artig
gozlendi (P<0.05) (Tablo 5). NASH olusturulan grup 2’ye gore, NASH olusumu
sirasinda Tribulus terrestris ekstrati uygulanmig olan grup 3’de (147.73+39.2

U/L) anlamli bir azalma gozlendi (P<0.05). Ancak NASH olusturulduktan sonra
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Tribulus terrestris ekstrat1 uygulanmis grup 5 (190.7+£24.1 U/L) ise grup 2 ye gore
bir diisiis gostermekle beraber, bu diisiis istaistiksel olarak anlamli degildi
(P>0.05). Grup 5, grup 3’ gore anlamli artis gostermekteydi (P>0.05) (Tablo 5).

Serum ALT diizeyleri NASH olusturulan grup 2’de(65.4+1.7 U/L), kontrol
grubuna gore (60.4+4.8 U/L) hafif bir artis gostermekle beraber bu artis istatiksel
olarak anlami degildi (P>0.05)(Tablo 5).

Tribulus terrestris ekstrati uygulanmis gruplardaki ALT diizeylerinde ise
NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris ekstrati uygulanmis olan grup 3
(61.2944.6 U/L) de NASH olusturulan grup 2’ye gore hafif bir diisiis vardi ama
bu diisiis anlamli degildi (P>0.05). NASH olusturulduktan sonra standart
beslenme uygulanmis grup 4 (66.29+6.4 U/L) ve Tribulus terrestris ekstrati
uygulanmis grup 5 (73.14+3.1 U/L) de ise hem kontrol grubuna gore hem de
NASH olusturulmus grup 2 ye gore artiglar olmakla beraber sadece grup 5 de,
grup 1, 2 ve 3 e gore anlamli artis oldugu gézlendi (P<0.05) (Tablo 5).

Serum total kolestrol diizeyleri; grup 2’de (93.85+12.21 mg/dl); grup 1
(73.57+12.7 mg/dl), grup 3 (67.42+13.4 mg/dl), grup 4 (71.85+£15.7 mg/dl) ve
grup 5’e (73.85+9.3 mg/dl) gore anlamli olarak (p<0.05) yiiksek bulundu. Grup 3
ise diger gruplara oranla diisiik olmakla beraber grup 2 hari¢ diger gruplara gore
anlamli degildi (p<0.05) (Tablo 5).

Serum trigliserid diizeyleri; grup 2 (88.0+17.1 mg/dl); kontrol grubuna
(57.57+8.6 mg/dl) ve NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris ekstrati
verdigimiz grup 3’e (72.42+10.1 mg/dl) gore anlamli olarak (p<0.05) yiiksek
bulundu. Kontrol grubu; grup 3’e gore anlamli olarak (p<0.05) diisiik iken NASH

olusturulduktan sonra Tribulus terrestris ekstrati verdigimiz grup 5 (90.0£15.2
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mg/dl) gore anlaml olarak yiiksek tespit edildi(p<0.05). NASH olusturulduktan
sonra standart beslenme uygulanan grup 4 (66.0+10.4 mg/dl) ise grup 5° gore
anlamli olarak (p<0.05) diisiik bulundu (Tablo 5).

Serum HDL Kkolestrol diizeyleri; NASH olusturulan grup 2 (9.27+0.53
mg/dl), NASH olusturulduktan sonra Tribulus terrestris ekstrat1 verigimiz grup 5
(11.11+0.81 mg/dl) gore anlamli olarak diisiik tespit edildi(p<0.05). NASH
olusumu sirasinda Tribulus terrestris ekstrati verigimiz grup 3, NASH olusturulan
grup 2’ye gore yiikksek olmakla beraber anlamli degil iken grup 5’e goére de
yiiksek  olmasma ragmen anlamlhilik  gdstermekteydi(p<0.05). NASH
olusturulduktan sonra standart beslenme uygulanan grup 4 (9.08+1.7 mg/dl) ise
grup 5’¢ gore anlamli olarak (p<0.05) diisiik bulundu (Tablo 5) .

Serum LDL kolestrol diizeyleri; grup 2’de (13.21+£0.6 mg/dl), grup 1’e
(11.51+2.2 mg/dl) gore bir artis olmakla beraber bu artis anlamli degildi (p<0.05).
Fakat grup 3’de (11.02+3.39 mg/dl) grup 2’ye go6re anlamli bir diisis
gostermektedir(p<0.05). Grup 5 (14.11+4.4 mg/dl) ise grup 3’e goére anlamli
olarak (p<0.05) yiiksek bulundu (Tablo 5).

Calismada olgtilen spesifik parametreler ile ilgili olarak yapilan lgtimler

sonrasinda ise agsagidaki veriler elde edilmistir.

5.2.2. Serum MMP-2 Diizeyleri

Serum MMP-2 diizeyleri; kontrol grubu (308.28+113.9 pg/ml) biitiin
gruplara oranla anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). NASH olusumu sirasinda
Tribulus terrestris ekstrati verilen grup 3 (602.42+£125.09 pg/ml) ve NASH

olusturulduktan sonra Tribulus terrestris ekstrat1 verilen grup 5 (489.42+199.91
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pg/ml) ise grup 2’ye kiyasla anlamli olarak azalma gdstermekle beraber (P<0.05)
yine de kontrol grubuna gore yiiksekti. Ayrica NASH olusumu sonrasinda
standart beslenme yapilan grupta da (862.42+178.3 pg/ml) diger gruplara kiyasla

MMP-2 degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu (P<0.05) (Sekil 9).
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Sekil 9. Calisma gruplarinda elde edilen Serum MMP-2 diizeyleri
(a: P<0.05: Grup 1-Grup2,3,4,5, b: P<0.05 Grup2-Grup 3,5, c: Grup 4-

Grup 3,5)

5.2.3. Serum MMP-9 Diizeyleri

Serum MMP-9 diizeyleri; grup 2 (1.96+0.07 ng/ml) biitiin gruplara gore
yiiksek olmakla beraber sadece kontrol grubuna (1.81+0.11 ng/ml ), NASH
olusumu sirasinda Tribulus terrestris eksrati verdigimiz grup 3 (1.83+0.13 ng/ml)
ve NASH olusturulduktan sonra Tribulus terrestris eksrati verdigimiz grup 5’e
(1.83+0.35 ng/ml) goére bu artig anlamlilik gdstermekteydi(p<0.05). NASH
olusturulan grup 2 ise NASH olusturulduktan sonra standart beslenme uygulanan
grup 4’e (1.74+0.16 ng/ml) oranla anlamli olarak (p<0.05) yiiksek bulundu (Sekil

10).
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Serum MMP-9 diizeyleri (ng/mL)

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup

Sekil 10. Calisma gruplarinda elde edilen Serum MMP-9 diizeyleri ( a:

P<0.05 Grup 2- Grup 1,3,4)

5.2.4. Serum NO Diizeyleri

Serum NO diizeyleri; grup 2°de (15.09+4.75 umol/L) grup 1 (10.25+3.57
umol/L), grup 3 (9.33+1.06 pumol/L) ve grup 4’e (10.71+2.84 pmol/L ) gore
anlamli olarak (p<0.05) yiiksek bulundu. Grup 5°de ise (13.38+2.48 umol/L ) grup

3’e gore anlamli olarak (p<0.05) yiiksek tespit edildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Calisma gruplarinda elde edilen Serum NO diizeyleri
(a:P<0.05 Grup 1-Grup 2,5, b: P<0.05 Grup 2-Grup 3,4, c: P<0.05

Grup 3-5)
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5.2.5. Serum ADMA Diizeyleri

Serum ADMA diizeyleri; kontrol grubu (0.43+0.09 umol/L), NASH
olusturulan grup 2’ye (2’de (0.32+0.07 umol/L) gore anlamli olarak (p<0.05)
yiksek bulundu. Grup 2 ise NASH olusturulduktan sonra Tribulus terrestris
eksrat1 verdigimiz grup 5’¢ (0.39+0.01 wmol/L) gore anlamli olarak (p<0.05)
diistik tespit edildi. Kontrol grubu, grup 3 (0.37+£0.02 umol/L) ve grup 4’c

(0.36+0.04 umol/L) gore yiiksek olmakla beraber anlamli degildi (P<0.05) (Sekil

12).
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Sekil 12. Calisma gruplarinda elde edilen Serum ADMA diizeyleri.

(a: P<0.05 Grup 2-Grup 1,5)

5.2.6. Serum ICAM-1 Diizeyleri

Serum ICAM-1 diizeyleri; grup 5 (589.1+£174.9 pg/ml); grup 1
(889.89+200.4 pg/ml) ve grup 4’e (908.85+89.5 pg/ml) gore anlamli olarak diisiik
bulundu(p<0.05). Grup 3 (735.99+116.4 pg/ml) grup 4’c¢ (908.85+89.5 pg/ml)
gore anlamli olarak diisiik iken grup 4 de grup 5’e gore anlamli olarak yiiksek

tespit edildi(p<0.05) (Sekil 13).
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Sekil 13. Calisma gruplarinda elde edilen Serum ICAM-1 diizeyleri

(a: P<0.05 Grup 1-Grup 5, b: P<0.05 Grup 4,5)

5.2.7. Serum VCAM-1 Diizeyleri

Serum VCAM-1 diizeyleri; grup 1°de (3.6+0.4 ng/ml), grup 2’de (3.72+0.6
ng/ml), grup 3’de (3.78+0.6 ng/ml), grup 4’de (3.61+0.6 ng/ml) ve grup 5 de
(3.79+£0.7 ng/ml) olarak o6lgiildii. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Calisma gruplarinda elde edilen Serum VCAM-1 diizeyleri

(P>0.05)
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5.3. Histopatolojik inceleme Bulgular

Ratlarin  karaciger dokularndan ve damarlarindan hazirlanan ve
hemotoksilen eozin boyasi ile boyanan histolojik preparatlarin incelenmesi sonucu
kontrol gruplarinda normal karaciger doku histolojisi bulgular1 oldugu tespit
edilmistir.

Fruktoz kullanilan tiim gruplarda steatozis nekroinflamatuvar aktivitede
artis gozlenmistir. Tribulus terrestris bitki ekstrakti verilmesiyle steatoz ve
nekroinflamatuvar aktivitede azalma gozlenmemistir.

Steatoz karaciger hiicrelerinin yag igeriginin normal karaciger
hiicrelerininkine oranlanmasina dayanan asagidaki sekilde % 33’in altinda 1, %
33-66 arahiginda 2, % 66 iizerinde 3 olarak degerlendirilmistir. Nekroz mm? deki
odak sayis1 ve inflamasyon mm?deki inflamatuvar hiicre sayisi ile tayin
edilmistir. Fibrozis karaciger dokusuna fibroz alanlarmin oranlanmasiyla

degerlendirilmistir (160) (Tablo 6).
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Tablo 5. Steatoz gelismis karaciger hiicrelerinin yag iceriginin normal

karaciger hiicrelerininkine oranlanmasi

Gruplar Yaglanma Nekroz mm? deki odak sayist Inflamasyon mm?deki | Fibrozis

inflamatuvar hiicre sayisi

Grupl-1

Grupl-2

Grup1-3

Grupl-4

Grupl1-5

Grupl1-6

Grupl-7

Grup2-1

Grup2-2

Grup2-3

Grup2-4

Grup2-5

Grup2-6

Grup2-7

Grup3-1

Grup3-2

Grup3-3

Grup3-4

Grup3-5

Grup3-6

Grup3-7

Grup4-1

Grup4-2

Grup4-3

Grup4-4

Grup4-5

Grup4-6

Grup4-7

Grup5-1

Grup5-2

Grup5-3

Grup5-4

Grup5-5

Grup5-6
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Sekil 15. Kontrol grubu ratlara ait karaciger dokusunun normal histolojik

goriintimii (H.E. X 100)

Sekil 16. Fruktoz ile NASH olusturulan grup ratlara ait karaciger

dokusunda orta diizeyde artmis makrosteatoz ve nekroinflamatuvar aktivitenin

histolojik goriiniimii (H.E. X 100)
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Sekil 17. NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris verilen grup ratlara

ait karaciger dokusunda azalmis makrosteatoz ve nekroinflamatuvar aktivitenin

histolojik goriiniimii (H.E. X 100)

Sekil 18. NASH olustuktan sonra standart beslenme uygulanan grup
ratlara ait karaciger dokusunda azalmig makrosteatoz ve nekroinflamatuvar

aktivitenin histolojik goriiniimii (H.E. X 100)
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Sekil 19. NASH olustuktan sonra Tribulus terrestris verilen grup ratlara

ait karaciger dokusunda azalmis makrosteatoz ve nekroinflamatuvar aktivitenin

histolojik goriiniimii (H.E. X 100)

Sekil 20. Kontrol grubu ratlara ait damarin normal histolojik gériiniimii
(H.E. X 100)
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Sekil 21. Fruktoz ile NASH olusturulan grup ratlara ait damarin normal

histolojik goriiniimii (H.E. X 100)

Sekil 22. NASH olusumu sirasinda Tribulus terrestris verilen grup ratlara

ait damarmn normal histolojik goriiniimii (H.E. X 100)
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Sekil 23. NASH olustuktan sonra standart beslenme uygulanan grup

ratlara ait damarin normal histolojik goriiniimi (H.E. X 100)

Sekil 24. NASH olustuktan sonra Tribulus terrestris verilen grup ratlara

ait damarmn normal histolojik goriiniimii (H.E. X 100)
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6. TARTISMA

Son yillarda giderek sanayisi artan iilkelerde kronik viral hepatit ve alkolik
hepatitin yaninda nonalkolik yagl karaciger hastalifi en sik goriilen karaciger
hastaligi olmustur (10). NAYKH alkol alim1 olmadan basit steatozisten NASH’e
kadar degisen bir periyodik tabloya sahiptir (5,161). Nonalkolik yagli karaciger
daha ¢ok benign olarak kabul edilir. NASH’in % 15 oraninda siroza kadar
ilerleme gosterdigi  bildirilmektedir. NASH lobuler inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu makrovezikiiler steatozis hepatositlerde balonlasma dejenerasyonu
nekroz, Mallory cisimcigi ve presinuzoidal fibrozise kadar degiskenlik gosteren
genis histopatolojik bir yelpazeye sahiptir (161,162).

Gelismis toplumlarda obezitenin ve asir1 kilolularin yayilma hizindaki
artigla beraber NASH’in daha sik karsilasilan bir hastalik olarak karsimiza
¢ikacagi kagmilmaz bir gercektir. Glinimiizde NASH’in meydana gelmesinde 6ne
stirtilen patojenik hipotezler insiilin rezistansmni. oksidatif stresi ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin anormal tiretimini kapsamaktadir. Bu durum toplumda
metabolik sendrom tip 2 Diabetus Mellitus ve kardiyovaskiiler gibi hastaliklarin
patogenezleri ile benzerlik gostermektedir (23,163).

Gaithi ve arkadaslar1 ise Can ve arkadaslarinin ¢alismasma benzer olarak
60 mg/kg streptozotocin ile deneysel diyabet olusturduklar1 ¢aligmalarinda serum
ALT diizeylerindeki artis1 p<0.05 seviyesinde saptamislardir (164). Kusunoki ve
arkadaglar1 karaciger bozuklugunun belirteci olan ALT ve AST degerlerinin
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda diyabetli ratlarda normal ratlara oranla yiikselmis

oldugunu tespit etmislerdir (165).
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E vitamini {rik asit ve diyet kompozisyonunun NAYKH’in
histopatolojisine etkileri ile ilgili yapilan bir ¢aligmada ise E vitamininin karaciger
yaglanmasini azalttigint NAYKH nin hafif formlar1 ile NASH karsilastirildiginda
urit asitin NASH’li hastalarda arttigimi ortaya koymuslardir (166). Antioksidan
eksikligi nedeniyle lipid peroksidasyonunun artmast hiicre Oliimiine yol
acabileceginden dolay1 E vitamininin NAYKH de tedavi etkisinin olabilecegi test
edilmistir (167,168). E vitaminin ALT, AST, steatoz ve lobiiler inflamasyon ile
iliskili olup hepatositlerde koruyucu bir rolii oldugu diistiniilmektedir (169).

Kronik karaciger hastaliklarmmn c¢ok unsurlu patogenezinde vitamin E
maddesinin NAFLD, NASH ve kronik hepatit C gibi hastaliklarin tedavisinde
baska ilaglarla karigtirilarak 6nemli bir sekilde nasil bir etkiye sahip oldugu
arastirilmaktadir (170,171). Ornegin NASH’in tedavisi sirasinda vitamin E ve
ursodeoksikolik asit ilacmin bir arada kullanilmasi uzun donem Kkaraciger
fonksiyonlarmin testinde etkili sonuglar gostermistir (170). Bir diger ¢calismada ise
vitamin E ve ursudeoksikolik asidin birlesimi hepatoselliiller apoptozda bir
diisiisiin yasanmasina ve ayni zamanda AST ve ALT degerleri iizerinde anlamli
etkiler gostermistir (172).

Biz de calismamizda NASH ile ilgili bulgularin elde edilmesinde vitamin
E, irik asit gibi maddelerin yani sira bitkisel bir ilag olan Tribulus terrestris’i
kullandik.

Tribulus terrestris yaygin olarak nerunjil diye bilinen bu bitki ayni
zamanda Akdeniz bolgesinin yaygin ve ¢ok yillik bir bitki tiirii olup, Hindsitan,
Cin, Bulgaristan, Giiney Afrika gibi iilkelerde cinsel iktidarsizlik abdominal

siskinlik. 6dem gibi rahatsizliklarin tedavisinde halk ilaci olarak kullanilir (Sharifi

81



et al., 2003) (58). Li ve arkadaslar1 Nerunjilden olan saponinlerin belirgin
hipoglisemik aktivite gosterdigini rapor etmislerdir (61).

Bizim ¢alismamizda da grup 4’de; kontol grubuna ve Tribulus terrestris
ekstrat1 uygulanan gruplara gore serum AST diizeyleri anlamli olarak (p<0.01)
yiksek tespit edildi. Tribulus terrestris ekstrati verdigimiz grupta AST
diizeylerinde kontrol grubuna gore diisiis tespit edilmis olup bu da bitkinin
koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir. Serum ALT diizeyleri NASH olusumu
sirasinda Tribulus terrestris ekstratin1 verdigimiz grupta (Grup 3) kontrol
gurubuna gore anlamli olarak (p<0.05) disiik tespit edilmistir. NASH
olusumundan sonra Tribulus terrestris ekstrat1 verilen grupta (Grup 5) ise kontrol
grubuna ve diger gruplara oranla anlamli olarak (p<0.01) yiiksek tespit edilmistir.
Nonalkolik yagli karaciger hastaliginin patogenezinde var olan c¢ift darbe
hipotezine gore yaglanma ile sonuglanan birinci darbede anahtar rolii insiilin
direnci istlenmektedir. Birinci darbede insiilin direnci hepatositlerde yag
birikimine yol acar. Ikinci darbede ise lipid peroksidasyonu iiretimini
gerceklestirir. Artan lipid peroksidasyonu da karaciger hasarinin ilerlemesine
neden olur. Bu da bize kullandigimiz bitkinin NASH olusumu sirasinda lipid
peroksidasyonunu engelleyerek hastaliginin olusumu esnasinda koruyucu etki
yaptigini gostermektedir.

Amin ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada STZ ile indiiklenen diyabetik
sicanlarda Tribulus terrestris ile tedavi sonrasi ALT diizeylerinde azalma
goriilmiis ve bu sonucun bitkinin koruyucu etkisini oldugunu gosterdigini ifade
etmislerdir. Ayni etkinin AST diizeylerinde de azalma oldugunu sdylemislerdir.

Bu sonuglara bagl olarak Tribulus terrestris bitkisinin hepatoprotektif etkilere
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sahip oldugunu gosterdiklerini dile getirmislerdir. Streptozotoksindeki hipoinsiilin
uyarilmis diyabetik ratlarda koenzim-A oksidasyonunu baglatip lipid peroksizom
aktivitesini arttirir. Artan lipid peroksizom zar akigkanlhigiiini azaltarak ve zara
bagli enzim ve reseptdrlerin aktivitesini degistirerek zar fonksiyonunu bozar.
Lipid radikal ve lipid peroksit viicuttaki cogu hiicreye zarar verir ve beyin hasar1
ve ateroskleroz gibi ¢esitli hastaliklarlar iligkilidir (66).

Li ve arkadaslarinin 10 mg/kg/giin sulu Tribulus ekstrakti kullanilarak
gerceklestirdikleri calismada kobay hayvanlarda kontrol ile karsilastirildiginda
antihipertensif etkiler gdostermistir (61). Yine ayni arastirma grubunun saglikli
kobay  farelerini  kullanarak  gergeklestirdigi  arastrmada  tribulusun
glukoneojenezisi belirgin sekilde diisiirdigi. glikometabolizmi etkiledigi.
trigliserid seviyesini diisiirdiigli ve toplam kollestrol seviyesini asagi cekmistir.
Tribulustan izole edilen sapanin bilesikleri ile peristatik hareketlerde belirgin bir
diistise neden olan doza baglh antispazmatik aktivite elde edilmistir (62). Hong ve
arkadaslarinin ¢alismasinda ise COX-2 inhibisyon aktivitesi belirlenmis.
antiflamatuvar olarak kullanimi 6nerilmistir (63).

Grigorova ve arkadaslarmin (2008a) W. Plymouth Rock-mini erkeklerle
yaptiklar1 ¢alismada Tribulus terrestris bitkisi verilen grupta kontrol grubuna gore
toplam kolestrol miktarinin % 9,24 oraninda diistiigiinii (P<0.05) ve bu bitkinin
etkisinin 8 hafta boyunca devam ettigini soylemislerdir(67). Yaptiklar: bir diger
calismada ise bitki verilen grupta serum glukoz diizeyinin kontrol grubuna gore
onemli derecede diistiiglinii ifade etmislerdir (67,68).

Yapilan bir ¢caligmada da diyabetik siganlarin 8 haftalik viicut agirhigmin

Olgiimii esnasinda viicut agirhgmmm ve aglik kan sekerinin nerunjil etkisi tedavi
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gruplar1 arasinda 6nemli farkliliklar gostermedigini kanitlamistir. Streptozotosinin
yonetimi tiim gruplarda glukoz diizeyini 6nemli derecede arttirmistir. Tedaviler
biiyiik 6l¢lide plazma glukoz derecesini azaltmustir. Insiilin tedavisi islenmis
streptozotosin sicanlartyla karsilastirildiginda plazma glukozunu 6nemli derecede
azaltmigtir. Tek basmna insiilinle tedavi edilen sicanlarla karsilastirildiginda
pregabalin ve nerunjil insilin karisimi plazma glukoz degerlerini ¢ok da
etkilmemistir. Ancak tek basina insiilin ile tedavi edilen siganlarla
karsilagtirildiginda nerunjil insiilin kullanimi plazma glukoz degerlerini 6nemli
Olclide azaltmistir (173).

Yine bizim ¢alismamiz da Tribulus terrestris ekstrat1 verdigimiz gruplarda
serum glukoz ve serum total kolestrol diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik tespit
edilmistir. Yag asidi metabolizmasinda bozulma oldugunda karaciger de yag
depolanabilir. Buna bagli olarak da karaciger hiicrelerinde degisimler olusur.
Glukoz kullamildiginda yag dokusundaki trigliseritler serbest yag asitlerine
yikilirlar seruma gecerek karacigere ulasir ve burada enerji i¢in kullanilirlar. Fakat
glukoz kullanilmadiginda yag dokusundaki trigliseritler serbest yag asitlerine
yikilmazlar ve karacigerde yaglanmaya neden olurlar. Yaglanmanin olusumu
sirasinda kullandigimiz bitkinin hastaliginin seyrinin degismesinde olumlu etki
yapip koruyucu etki gosterdigini ama NASH olustuktan sonra tedavi etkisinin
olmadigini diisiinmekteyiz.

Diabetes Mellitusda lipid metabolizmasima bakildiginda trigliserid total
kolestrol. HDL, LDL ve VLDL seviyelerinde meydana gelen degisim dikkat
cekmektedir. Plazma  kolestroliindeki artisin  dokularda  olusan lipid

metabolizmasindaki farklhiliklarin bir sonucu olarak veya genel olarak plazma
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lipid profilinde meydana gelen herhangi bir degisiklikten sorumlu olan enzim
aktivitileri lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz enzim aktiviteleridir. Lipoprotein
fraksiyonlar1 igerisinde en aterojenik olan LDL’dir. Serum trigliserid diizeyi
artisinda olusan LDL’nin dansitesi artar ve ¢ap1 kiigiiliir. HDL ise aterosikloroza
kars1 koruyucu lipoprotein fraksiyonu olarak ele alinmaktadwr. HDL yapiminda
kullanilan hepatik trigliserid lipaz enzimi HDL iginde bulunan trigliseridleri
hidrolize eder. Lipoprotein lipaz aktivitesini artiran insiilin hepatik trigliserid lipaz
aktivitesini de arttirrr. Insiilin yetmezliginde serum VLDL miktar1 artis
gosterirken HDL miktarinda da azalma goriilmekte ve diyabetik hastalarin bir
cogunda HDL seviyelerinin diistiigii ve bu nedenle LDL/HDL oranmin Diabetus
Mellitusda 6nemli derecede yiikseldigi bilinmektedir.

Bizim ¢alismamizda LDL diizeyleri; NASH olusumu sirasinda Tribulus
terrestris ekstrati verdigimiz grupta (Grup 3) kontrol gurubuna gore anlamli
olarak (p<0.05) diisiik tespit edilmistir. NASH olusumundan sonra Tribulus
terrestris ekstrat1 verilen grupta (Grup 5) ise kontrol grubuna ve diger gruplara
oranla anlamli olarak (p<0.01) yiiksek tespit edilmistir. HDL diizeyleri ve
tigliserit diizeyleri kontrol grubuna gore diger gruplarda anlamli olarak (p<0.01)
yiiksek tespit edilmistir.

Tuncer ve arkadaslar1 18 Yeni Zelanda tavsani iizerine yaptiklari
caligmalarinda Tribulus terrestris ekstrati verilen gruplarda HDL, LDL ve
trigliserit seviyelerinin kontrol grubuna oranla o6nemli derecede azaldigini
belirtmislerdir (59).

Literatiirde oksidatif stresin endotel disfonksiyonu olusumunda etkili

oldugunu kanitlayan bir¢cok ¢alisma vardir. Endotel disfonksiyonuna neden olan
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sistemik  silireclerinin  birgogu hiicre  oksidatif sinyal aktivasyonundan
kaynaklanmaktadir. Buna eslik eden olgular ise; LDL oksidasyonu NO saliminin
azalmasi ve vaskiiler inflamatuvar gen ekspresyonudur (174,175). Endojen NO’in
vazorelaksan etkisine vazokonstriktif maddelerin {istiin gelmesi sonucunda
dinamik endotel bagimli vazodilatasyon bozuklugu olugmakta ve bu bozukluk
endotel disfonksiyonunun temelini olusturmaktadir (174). NAYKH’da karaciger
hasarinin meydana gelmesinin nedeni olarak diisliniilen oksidatif stresin endotel
fonksiyonlarmin bozulmasina da katki sagladigi diisiiniilmektedir (176).

Yapilan bir bagka ¢alismada oksidatif stresin nitrik oksit ve glutatyon
serum dozlarinda artiglar1 yine NASH hastalarinin siiperoksit dismutaz ve
antioksidan durumlarinda azalmalar1 kanitlanmistir (Koruk et al., 2004). Bu
sonuglar NASH’in ilerlemesinde NO ve nitrotirosinin i¢ermesi ikinci darbe olarak
kanitlanmistir. Bununla birlikte karacigerin fibrozis ve steatosis gelisiminde NO
ve nitrotirosinin olusumu tam olarak agiklanamamistir. Bunun sebebi ise
kullanilan hayvan modellerindeki detayli deney eksikligi yiiziindendir (177). Cok
onemli bir arastirma karaciger rahatsizligi ve NO arasinda bir iligkinin oldugu
iizerine yogunlasmistir. INOS’tan tiireyen biiylik miktardaki NO’larin karaciger
rahatsizliginda sagliga zararh etkileri oldugu goriilmiistiir (178).

Bizim de ¢alismamizda NO diizeyleri; NASH olusumu sirasinda Tribulus
terrestris ekstrati verdigimiz grupta (Grup 3) kontrol gurubuna gore anlamli
olarak (p<0.05) diisiikk tespit edilmistir. NASH olusumundan sonra Tribulus
terrestris ekstrati verilen grupta (Grup 5) ise kontrol grubuna ve diger gruplara
oranla anlaml olarak (p<0.01) yiiksek tespit edilmistir. Steatohepatitli hastalarda

cesitli ajanlar hepatosit membranlarinda lipit peroksidasyonunu indiikleyebilen

86



oksijen radikallerinin iiretimine yol agar. Serbest radikal bir gaz olan NO’nin de
diizeyinde artis meydana gelir. NASH olusumu sirasinda kullandigimiz bitkinin.
oksijen radikallerinin iiretimini engelleyerek hastaligin ilerlemesinde koruyucu
etki gosterdigini diisiinmekteyiz.

Lipid peroksidasyon damar sertligine karsi koruyucu yag asitlerinin
oksidatif yikimi gergeklestirir ve yapisal biitiinliigiin ve membran fonksiyonunun
bozulmasmma yol agar. Var olan calismalarda hiperoksaliiri siwrasinda lipid
peroksidasyonun Onemli oranda arttigi gosterilmistir. Tribulus terrestris lipid
peroksidasyondan sorumlu serbest radikallerin diizeyini azaltarak malondialdehit
seviyesini diiglirmiistiir. Meydana gelen bu azalma da Tribulus terrestris’in
serbest radikalleri temizleme ve serbest radikal hasarini azaltma kapasitesine sahip
oldugunu gostermektedir. Literatiirde yer alan bu verilerden kaynagini alarak
yapilan ¢alismada Tribulus terrestris tedavisinde yiikselmis antioksidan
enzimlerin aktivitesini ve gen expresyonunu dengelemek ile bu bitki 6ziiniin
serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu etkisi oldugu
dogrulanmustir. Sonug olarak da Tribulus terrestris oksidatif stresi azaltmis uygun
bobrek isleyisini saglamis ve bobrek hasarini azaltmistir (179).

Diyabetik hastalarda hiperglisemi neticesinde sorbitol yolu aktivitesinde
artiy meydana gelmektedir. Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢in
NADPH kullanildigindan hiicre i¢gi NADPH tiiketilir. Buna karsin NO sentezi
icinde NADPH gereklidir. Bu nedenle aktive olmus sorbitol yolu sorbitol
azalmasina ve diyabetin vaskiiler komplikasyonlarmin olugsmasina yol agar (Altan

vd. 2006). Saglikli bireylerin koroner arterlerinde insiilin endotel bagimli
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vazodilatasyona yol agar. Plazma glukoz konsantrasyonunun artmasi ise
endotelden NO salgilanmasinin azalmasma neden olur (Creager vd.2003).

NO’in tiretiminde yer alan NOS’u inhibe eden ADMA’dir. ADMA
proteinlerin posttranslasyonel metilasyonu yolu ile olusur. ADMA’nin. renal yolla
atilmasinin yani sira en temel metabolik yolu DDAH enzimiyle sitrulin ve
dimetilamine yikilimidir. NOS aktivitesinde ADMA’nin 6nemli bir role sahip
oldugunu son zamanlarda yapilan ¢alismalar desteklemektedir. NOS aktivitesinin
ADMA ile inhibisonu sonucu NO sentezi olmadigindan dolay1 bu durum g¢esitli
Klinik durumlarm ortaya ¢ikmasma yol agmaktadir. Yapilan birgok sayidaki
calisma sonucunda ADMA diizeylerinde hafif artislarin bile kardiyovaskiiler
olaylarm oraninda artisa sebep oldugu ortaya konulmustur (180).

ADMA’nm inhibisyonu ile farelerde iskemik ve inflamatuar uyaranlara
kars1 anjiyoadaptasyonun artis gosterdigini. anjiyogenez ve arteriyogenezin
iyilestigini Jacobi ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alisma sonucunda ortaya
koymuslardir (181). Jang ve arkadaslar1 ise apolipoprotein eksikligi olan
hiperkolestrolemik farelerde ADMA plazma diizeyinin yiiksek oldugunu ve
yiikselmis ADMA seviyesinin sadece bazal degil bFGF ile uyarilan anjiyogenezi
de engelledigini bildirmislerdir (182).

Yapmis oldugumuz calismada da ADMA diizeyleri NASH olusumu
sirasinda Tribulus terrestris bitki eksrakti verdigimiz grupta (Grup3) kontrol
gurubuna gore anlamli olarak (p<0.05) disiik tespit edilmistir. NASH
olusumundan sonra Tribulus terrestris eksrakti verilen grupta (Grup 5) ise kontrol
grubuna ve diger gruplara oranla anlamli olarak (p<0.01) yiiksek tespit edilmistir.

Ortaya c¢ikan sonuc¢ bize kullandigimiz bitkinin NASH olusumu sirasinda
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koruyucu etki yaptigin1 ama NASH olustuktan sonra tedavi lizerine yiiksek oranda
etki etmedigini géstermektedir.

Bendeck ve arkadaslarmin yapmis oldugu bir calismada rat karotid
arterlerinde balon kateter ile endotel hasari sonrasinda doksisiklin kullanarak
intimal kalinlagmanin azaldigmi ortaya koymuslardir. Doksisiklinin MMP
aktivitesinde azalmaya neden olur. Bu azalma sonucunda vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin medial alandan intimal alana migrasyonunun azaldigin1 ve intimal
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigini beyan etmislerdir.
Fakat medial alandaki vaskiiler diiz kas hiicrelerini proliferasyonunu inhibe
etmedigini gézlemlemislerdir (183).

Islam ve arkadaslar1 calismalarinda rat karotid arterlerinde balon kateter ile
endotel hasar1 sonrasinda antibiyotik 6zellige sahip olmayan ve kimyasal olarak
modifiye edilmis olan tetrasiklin kullanarak intimal kalinlagsmanin azaldigini
ortaya koymuslardir. Tetrasiklinin MMP aktivasyonunu. vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin migrasyonunu. medial ve intimal vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu engelleyerek intimal kalinlasmayi azalttigin1 gdstermislerdir.
Tetrasiklinin  medial vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu
engellemesinden dolay1r doksisiklinden daha potent bir ilag oldugunu
belirtmislerdir (184).

Wang ve arkadaglarmin yaptig1 c¢alisma sonucunda koroner arter
hastalarinda plazma MMP-9 ve LDL kolestrol seviyelerinin kayde deger bir artis
gosterdigini bildirmislerdir (185). Koroner arter hastaliklarinda artan MMP-9
diizeylerinin gelecekteki kardiyovaskiiler Oliim risklerinde artiy meydana

getirecegi diisiiniilmektedir (186). Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada serum

89



MMP-9 seviyelerinde meydana gelen artis okside LDL kolestrol seviyesini
azaltarak aterosklerotik plak olusumunu inhibe etmistir (187).

Doku inhibitorii olan TIMP ve MMP gen ifadesini inceleyen Japon bilim
adamlar1 alkolden kaynaklanmayan yagli karaciger hastaligi olan hastada
hiyaluronik asit diizeylerinin karaciger fibrozu ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.
Karaciger dokusunda ileri fibrozis hastalarinda ve serum seviyelerinde MMP
diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (188). Yapmis oldugumuz
calismamizda da NASH olusturulan gruplarda MMP-2 diizeylerinde artis
gozlenmistir. NASH olusumu srrasinda Tribulus terrestris ekstrati verdigimiz
grupta (Grup3) diger gruplara gore anlamli olarak (p<0.01) yiiksek tespit
edilmistir. NASH olusumundan sonra Tribulus terrestris ekstrati verilen grupta
(Grup5) ise kontrol grubuna ve diger gruplara oranla anlamli olarak (p<0.05)
diisiik tespit edilmistir. Bu da bize NASH olusumu sirasinda kullanilan bitki
ekstratinin koruyucu etki yapmayip NASH olustuktan sonra bu ekstrati verdigimiz
de koruyucu etki yaptigini. NASH olustuktan sonra tedavi asamasinda énemli yer
tuttugunu gostermektedir. MMP-9’un yiiksek bulunmasi hem inflamatuvar
olaylarin hem de lipid yiiklii makrofajlarin tetikledigi ateroskleroz patogenezinde
kavsak bir enzim oldugunu géstermektedir.

“Hiicre Adezyon Molekiilleri (Cell Adesion Molecules; CAM)” biyolojik
yapilarda hiicre birlikteligini saglayan molekiiler yapistiricilar  olarak
isimlendirilir. Adezyon molekiilleri; hiicre yiizeyinde yapisal olarak yer alan bazi
uyarilarla hiicre yiizeyinde belirgin hale gelen. hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesmesinde aktif rol oynayan membran bagimli proteinlerdir. Hiicre adezyon

molekiillerinin en 6nemli fonksiyonlar1 arasinda hiicre-hiicre baglantis1 hiicre
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hareketi ve hiicreler arasi iletisim yer almaktadir. Hiicre adezyon molekiilleri bu
fonksiyonlarmm yani sira; doku ve karaciger hastaliklar1 alerjik inflamasyon
tromboz. anjiyogenez ve diabetus mellitus gibi bircok olayda da etkin bir role
sahiptirler (189).

Turhan ve arkadaslarinin 2006 yilinda yapmis olduklari bir ¢alismada
ICAM-1. VCAM-1 ve E-Selektin gibi adezyon molekiillerinin yavas koroner
akim tanis1 konulmus hastalarda endotelyal aktivasyon ve inflamasyonun olasi
belirtegleri olup olmadiklar1 arastirilmistir. Yavas koroner akim tanis1 konmus
hastalarin plazma ICAM-1. VCAM-1 ve E-Selektin seviyelerini normal koroner
akim olan kontrol grubu bireylere gére anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir.
Elde edilen bu bulgulardan yola ¢ikarak. yavas koroner akim olan hastalarda
plazma ICAM-1. VCAM-1 ve E-Selektin diizeylerindeki artisin yavas koroner
akim patogenezinden sorumlu tutulan mikrovaskiiler diizeydeki endotelyal
aktivasyon ve inflamasyona yol acabilecegi ve bu adezyon molekiillerinin
endotelyal aktivasyon ve inflamasyonun belirtecinde Kkilit bir role sahip
olabilecegini one siiriilmiistiir (189).

T. Chaiworapongsa ve arkadaslarinm yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda
VCAM-1 konsantrasyonlarinda normal gruba oranla artis [ICAM-1
konsantrasyonunda ise degisme olmadigini saptamamislardir. Bu calismanin
preeklampsi patofizyolojisinde endotel aktivasyonunun énemini vurgulamak i¢in
yapildigini dile getirmislerdir. Calisma sonucunda elde edilen bulgular 151831nda
normal grupta lokosit ve platelet aktivasyonunun oldugunu fakat endotel hiicre
aktivasyonunun olmadigi bildirmislerdir. Endotel hiicre aktivasyonunun belirteci

olan VCAM-1 konsantrasyon diizeylerindeki artis1 preeklampsi patofizyolojisinde
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endotel hiicre aktivasyonunun dnemini vurgulamaktadir. Yaptiklar1 bu ¢alisma ile
preeklampsi  patofizyolojisinde  16kosit.  trombosit ve endotel hiicre
aktivasyonunun énemini bir kez daha vurgulamislardir (190).

Bizim de calismamizda ICAM-1 diizeyleri; NASH olusumundan sonra
Tribulus terrestris ekstrat1 verilen grupta (Grup5) kontrol grubuna ve diger
gruplara oranla anlamli olarak (p<0.05) diisiik tespit edilmistir. Elde edilen bu
sonu¢ bize kullandigimiz bitkinin NASH olustuktan sonra koruyucu etki
gosterdigini ortaya koymaktadir. VCAM-1 diizeyleri ise biitiin gruplarda birbirine
yakin degerler sergilemis oldugundan dolay1 gruplar arasinda anlamli bir farklilik
olusmamustir.

Sonug olarak; fruktoz verilerek NASH olusturdugumuz ratlarda Tribulus
terrestris ekstrati uygulanmasi ile; karaciger fonksiyon testlerinde, karaciger
histopatolojisinde, lipid profilinde ve serum diizeylerinde gbze ¢arpan bir diizelme
gozledik. Tribulus terrestris ekstraktmin kullanimi; NASH ve benzeri
hastaliklarin gelisimini Onlemede ve tedavisinde 6nemli ve umut verici bir

secenek gibi goriinmektedir.
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