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KISALTMALAR

ADP : adenozin difosfat

AST . aspartat aminotransferaz

ATP . adenozin trifosfat

CK . kreatin kinaz

ETE . elektron transfer eden protein

FAD : flavin adenin dintkleotid

FMN . flavin mononukleotid

HDL : high density lipoprotein (yUksek dansiteli lipoprotein)
IDL : intermediate density lipoprotein (orta dansiteli lipoprotein)
LPL . lipoprotein lipaz

NAD : nikotinamid adenin dinukleotid

NCEP : National Cholesterol Education Program

Pi . inorganik fosfor

SOD . sUperoksit dismutaz

TG : trigliserid

ua : ubikinon

UQH; : ubikinol

LDL . low density lipoprotein (distk dansiteli lipoprotein)

VLDL : very low density lipoprotein (gok dustk dansiteli lipoprotein)
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1. GIRIS VE AMAC

Kan kolesterol dlzeyi ile mortalite arasinda “U” seklinde bir iliskinin varligi son 20
yilda birgok calismada belirtilmistir (1). “U”nun sag kolu, ylUksek kolesterol
dluzeylerinde koroner kalp hastaligina bagli yuksek &6lum riskini yansitir ve iyi
bilinmektedir. Bu neden-sonug iligkisi geri dénusebilr olup kolesterol dusurucu
tedavilerle énlenmeye calisilir. “U”nun sol kolu ise dusitk kolesterol duzeylerinde
nonkardiyovaskuler nedenlere bagl olumlerdeki artmis riski yansitir. Bu iligkinin
nedenleri henlz tam olarak anlasilamamistir. Kadin ve erkeklerde 160 mg/dI'nin
altindaki degerlerde nonkardiyovaskuler nedenlere bagll 6lumlerin belirgin olarak
arttigi saptanmistir. Bu nedenler arasinda kanser, intihar, kazalar ve respiratuar
sisteme bagli 6lumler sayilabilir (2).

Kolesterol duzeyleri yiuksek olan hastalardaki kardiyovaskuler hastalik riskini
azaltmak amaciyla kullanilan kolesterol diistrtict ajanlardan bir tanesi de HMG CoA
reduktaz inhibitorleridir. HMG CoA reduktaz inhibitdrieri gugli kolesterol duguracu
ajanlardir. Kompetitif olarak HMG CoA reduktazi inhibe ederler. Bu enzim bilindigi
gibi, kolesterol sentezinde hiz sinirlayici enzimdir ve HMG CoA’nin mevalonata
dénustimunt katalizler. Mevalonat, kolesterolin oldugu gibi, diger bazi izopren
bilesiklerinin de prekursoéradur (dolikol, ubikinon gibi). Ubikinonun baglica
fonksiyonu mitokondriyal elektron transport zincirinde, dolayisiyla, ATP Gretiminde
rol almasidir. Bazi arastiricilar HMG CoA reduktaz inhibitorleri ile tedavi sirasinda
serum ubikinon dizeylerinin dismesinin ubikinona bagl fonksiyonlarda azalmaya
yol agacagini ve selluler hasarin meydana gelecegini 6ne surmuslerdir (3).

Ratlarda yapilan caligmalar ubikinonun intraselliler yerlesimi nedeniyle serum
ubikinon duzeylerinin doku ubikinon duzeylerini yansitmadigini gostermektedir.
Ubikinonun elektron transport zincirindeki gérevini gézénune alarak dokulardaki ATP
konsantrasyonunun HMG CoA rediktaz inhibitérl ilaglar tarafindan etkilenme
olasiligini dusundik. Bu calismada HMG CoA reduktaz inhibitorleri ile kolesterol
dusurtlmesinin membran lipidlerinde nasil bir degisiklik yaptigini, ayrica kan ve
doku ATP duzeylerine yansiyan bir etkisi olup olmadigini arastirmak amaciyla
ratlarda eksperimental bir calisma yUrattik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLESTEROL SENTEZi

insanlarda total viicut kolesterolinuin yaklasik %66's1 endojen sentezlenir. Kolesterol
sentezi hemen hemen tim dokularda gerceklesir. Bunlarin basinda karaciger,

barsak, adrenal korteks, overler, testisler ve plasenta gelir.

Kolesteroltin 27 karbonlu yapisi kompleks bir sentez dustndirse de butin karbon
atomlari tek bir prekursérden, asetatdan gelir (Sekil 2.1) (4).

Sekil 2.1. Kolesteroltn yapisi

Kolesterol sentezi dort basamakta 6zetlenebilir (Sekil 2.2):

1- Ug Asetat Unitesinin Alti Karbonlu Ara Uriin, Mevalonat’i Olugturmak Uzere
Kondanze Olmasi:

iki molekul asetil koenzim A'nin kondenzasyonu asetoasetil koenzim A'yi ve bu
yapinin Gglincll bir asetil koenzim A ile kondenzasyonu 6 karbonlu B-hidroksi-f-
metilglutaril-koenzim A (HMG CoA)'y1 olusturur. Bu ilk iki reaksiyon sirasiyla tiolaz ve
HMG CoA sentaz enzimleri tarafindan katalizlenir ve revezibldir.

Uglincl reaksiyon baglayici basamaktir: HMG CoA’nin mevalonat'a rediksiyonu. Bu
reaksiyonda elektron verici olarak NADPH kullanilir. Bu reaksiyonu katalizleyen
HMG CoA reduktaz enzimi (EC 1.1.1.88) duz endoplazmik retikulumun bir integral
membran proteinidir ve kolesterol sentezinin hiz sinirlayici basamagidir. 97
kilodalton agirligindadir ve bu enzimi kodlayan gen, kromozom 5°de bulunur.

2- Mevalonat’in Aktif izopren Unitelerine Doniigtimii:

Bu evrede 3 ATP molekulinden 3 fosfat grubu mevalonat'a transfer olur. Fosfat,
mevalonat'in  Uglnct  karbonundaki  hidroksil grubuyla birlesir, 3-fosfo-5
pirofosfomevalonat meydana gelir. Bir sonraki basamakta fosfat ve yakinindaki
karboksil grubu ayrilir ve 5 karbonlu Griinde git bag olusturulur. A® izopropenil
pirofosfat, ilk aktif izopren meydana gelir. Bu yapinin izomerizasyonuyla dimetil allil
pirofosfat, ikinci aktif izopren olusur.



3- Alti Adet Bes Karbonlu izopren
Unitesinin Skualen’in 30 Karbonlu Lineer
Yapisini Olusturmak Uzere
Polimerizasyonu:

iki aktif izopren grubunun "head-to-tail” (bas-
kuyruk) kondenzasyonu ve bir pirofosfat
grubunun ayrilmasiyla 10 karbonlu geranil
pirofosfat meydana gelir. Geranil pirofosfat
tekrar bir izopentenil pirofosfatla “head-to-tail”
kondenzasyona ugrar ve 15 karbonlu farnezil
pirofosfat meydana gelir. Son olarak iki
molekul farnezil pirofosfatin “head-to-head”
birlesmesi ve iki pirofosfat grubunun
ayrilmasiyla skualen olusur. Skualen 30
karbonlu bir bilesiktir, 24 karbon ana zincirde
ve 6 karbon metil grubu dallari seklinde
bulunur .

4- Skualer’in  Dort Halkalh  Steroid
Niikleusunu Olusturmak Uzere
Halkalasmasi ve Birgok Degisiklige

Ugrayarak Son Uriin, Kolesterol’iin Ortaya
Cikmasi:

Butln steroller 4 birlesmis halka igerir ve her
biri UOglnct karbondaki hidroksil grubu
nedeniyle alkoldurler ve sterol olarak
adlandirilirlar.  Skualen monooksijenaz  bir
oksijen atomunu molekuler oksijenden
skualen zincirinin sonuna ekler ve epoksit
olusur. Bu arada diger oksijen atomu NADPH
tarafindan  H,O'yva  indirgenir.  Skualen
epoksitten halkalasmayla lanosterol olusur.
Lanosterol, steroid nukleusun karakteristik 4
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2.2. KOLESTEROL SENTEZININ DUZENLENMESi

insan hucreleri mevalonat sentezinin dizenlenmesinde kompleks bir problemle
karsilagirlar ginki mevalonat metabolizmasinin son Urind olan kolesterol hiicrede
sentezlenebildigi gibi reseptor bagimli endositoz ile hiicreye giren LDL'den de koken
alir. Her hicre sterolin asiri birikimini 6nlemek icin bu eksternal ve internal
kaynaklar arasinda bir denge kurmalidir. Bu denge cesitli yollarla saglanir (Sekil
2.3.) (5).

Acetyl-CoA
|
v

v
B-Hydroxy-g-methyl-

glu CoA
| (&)< -~ -~ - - insulin
= ®e ------- glucagon
|® -
Mevalonate
|
1
|
v |
X

Cholesteryl (,@ Cholesterol .

esters ACAT  (intracellular)
»

LDL-cholesterol
extracalhular

Sekil 2.3. Kolesterol sentezinin dizenlenmesi.

2.2.1. Mevalonat Sentezindeki iki Enzimin Regiilasyonu

LDL yoklugunda hiicreler mevalonat sentezinde goérev alan HMG CoA sentaz ve
HMG CoA rediiktaz enzimlerinin yiuksek aktivitelerini korur. LDL varhiginda her iki
enzimin  aktiviteleri %90'dan fazla azalir ve hucreler sadece kolesterol ara
arinlerinin sentezi igin gereken miktarda mevalonat Uretir. Eger LDL ile saglanan
eksternal kolesterol ¢ok fazla ise HMG CoA rediktaz aktivitesi ve dolayisiyla
mevalonat Uretimi durdurulur.

2.2.2. LDL Reseptérlerinin “feed-back” Regiilasyonu

Hucre yuzeylerindeki LDL reseptorleri Apo Bioo ve Apo E'yi taniyarak silomikron
kalintilari ve LDL’leri baglarlar. Baglanmis LDL hicre yuzeyinde “clathrin” kaph
gukurcuklardan tureyen endositik kesecikler iginde -



hicrelere girer. Daha sonra kabuklarindan ayrilan endositik kesecikler, icinde
LDL'nin reseptérlerinden ayrildi§i endosomlari olusturmak Gzere birlesirler.
Reseptorlerin ayriimasini Apo B'nin pargalanmasi ve kolesterol esterlerinin hidrolizi
izler. Agiga ¢ikan serbest kolesterol, LDL reseptérlerinin sentez hizini negatif “feed-
back” ile duzenler .

2.2.3. Hormonal Diizenleme

HMG CoA rediktaz enzimi inaktif (fosforillenmis) ve aktif (fosforillenmemis)
formlarda bulunur. Glukagon,enzimin fosforilasyonunu stimule eder ve kolesterol
sentez hizini azaltir. Insulin ise defosforilasyonu stimule eder ve enzimi kolesterol
olusturmak Uzere aktiflestirir.

2.2.4. Transkripsiyonun Sterol Aracili Regiilasyonu

Karaciger hucreleri tarafindan alinan silomikron kalintilari ve hem karaciger, hem de
periferik dokularin hiicreleri tarafindan alinan LDL partikilleri kolesterol saglarlar. Bu
durum HMG CoA redlktaz geninin transkripsiyonunun azalmasina neden olur .

2.3. KOLESTEROLUN ONCULU OLDUGU BILESIKLER

insandaki butin steroid hormonlar kolesterolden kéken alir. Bébrekten inorganik
iyonlarin reabsorbsiyonunu kontrol eden mineralokortikoidler ve glukoneojenezi
dizenleyen, inflamatuar cevabi azaltan glukokortikoidler adrenal kortekste
sentezlenir. Seks hormonlari ise erkek ve disi gonadlar ile plasentada sentezlenir.
Bu hormonlar, kadin ve erkeklerde sekonder seksuUel karakterlerin gelisimini
saglayan Ostrojenler ve androjenler ile, kadinlarda reproduktif siklusu duzenleyen
progesterondur. Bu hormonlarin sentezi kolesterolin D halkasinin 17. karbonundaki
yan zincirden cesitli sayida karbonlarin uzaklagsmasi ile mitokondride meydana gelir .

Safra asidleri karacigerde kolesterolden sentezlenirler. Bu sentez ¢ok basamakl bir
yoldur. Steroid halkasina hidroksil gruplarinin katilmasi, B halkasinin ¢ift baginin
indirgenmesi ve hidrokarbon zincirinin 3 karbon kisalmasi gerekir.

Kolesterolden sentezlenen diger bir bilesik ise D vitaminidir. Kolekalsiferol olarak
adlandirilan vitamin D; biyolojik olarak aktif degildir, fakat kalsiyum ve fosfat
metabolizmasi i¢in esansiyel olan 1,25- dihidroksikolekalsiferolin prekirsérudur .

2.4. KOLESTEROLUN HUCRE MEMBRANLARINDAKi ROLU

Hucrelerin yapi ve fonksiyonlari buyik oranda membranlara baglidir. Membranlar
sadece hucre i¢ini gevreden ayirmakla kalmaz,nukleus gibi sitoplazmik organelleri
de cevreler. Biyolojik membranlarin yapisi lipidlerin ¢esitli oranlarda birlesmesinden
olusur. BUtun hiicre membranlarinda proteinlerle iliskili fosfolipid tabakalarindan
olusan ortak bir yapi vardir (Tablo 2.1.) (6).



2 Diiz Dis
Hped m’:’:;,’:: ni endoplazmik | mitokondriyal
Retikulum Membraniar
E.Coli | eritrosit
Fosfatidilkolin 0 17 55 50
Fosfatidilserin 0 6 3 2
Fosfatidiletanolamin 80 16 16 23
Sfingomyelin 0 17 3 5
Glikolipidler 0 2 0 0
Kolesterol 0 45 6 <5
Diger 20 0 Fé 18

Tablo 2.1.: Hicre membranlarinin lipid kompozisyonu

Membran proteinlerinin ¢ok cesitli fonksiyonlari vardir: bazilari hiicrenin eksternal
sinyallere cevap vermesini saglayan reseptorler olarak caligirken bazilari
molekullerin membrandan transportunu saglar ve digerleri elektron transportu ile
oksidatif fosforilasyonda gérev alirlar. Bunun yaninda membran proteinleri hiicrelerin
diger hucrelerle ve multiselltler organizmalarla iligkilerini kontrol eder.

Hacre membranlarinin  asil yapi tasi fosfolipidlerdir. Fosfolipidler amfipatik
molekullerdir ve fosfat iceren hidrofilik bas grubu ile iki hidrofobik yag asidinden
olugurlar. Yag asidi kuyruklari suda ¢6zinmedigi icin membranin i¢ kisminda yer
alirken yukli bas gruplar her iki tarafta suyla temastadir. Fosfolipid tabakasi iki
kompartiman arasinda stabil bir bariyer olusturdugu icin butun biyolojik
membranlarin esas yapisina katilir. Kisa zincirli yag asidleri arasindaki etkilesimler
uzun olanlardan daha zayiftir ve membranlarin dusik temperatirlerde akiskan
kalmasini saglar. Ansatire yag asidlerini iceren lipidler de ¢ift baglarinin olusturdugu
bukulmeler nedeniyle membran akiskanlhigini arttirirlar.

Kolesterol hidrokarbon halka yapisi nedeniyle, membran akiskanhginin
belirlenmesinde énemli bir rol oynar. Kolesterol molekulleri polar hidroksil gruplariyla
membranin icine girer ve fosfolipidlerin hidrofilik bas gruplariyla kaplanir.
Kolesteroltn rijit hidrokarbon halkasi, yagd asidi zincirinin fosfolipid bas gruplariyla
komsgu olan bolgesiyle etkilesir. Bu etkilesim yagd asidi zincirinin o bélgesini diger
bélgelerinden daha rijit yapar ve mobilitesini azaltir. Ayrica dustk temperatlrlerde
membran akiskanhgini korur (Sekil 2.4.).

[



Phaspholipid Polar Cholesterot
head group hydroxyl /
A group

Sekil 2.4. Membran lipid kompozisyonu
2.5. KOLESTEROL SENTEZiNiN ARA URUNLERI

izopentenil pirofosfat, kolesterol sentezindeki rolinun yanisira, degisik biyolojik
gérevleri olan birgok molekultn aktif prekursértdar. Bu molekillerin iginde A, E ve K
vitaminleri, karoten gibi bitki pigmentleri, klorofilin fitol zinciri, birgok esansiyel yaglar
(limon yagi, 6kaliptus), metamorfozu kontrol eden insekt juvenil hormon, kompleks
polisakkarit sentezinde tasiyici olarak gérev alan dolikoller sayilabilir. ¢
mitokondriyal membrandaki elektron transport sisteminin Gyeleri olan ubikinonun
poliizopren yan zincirinin ve sitokromlarin yapisinda bulunan Hem A'nin farnezil
rezidusUnun preklrsort de izopentenil pirofosfattir.

izoprenil ara Grunlerinin diger bir roli son yillarda goésterilmistir. GTP baglayici
proteinlerden olan ras proteinini kodlayan genin mutasyonu birgok kanser
hastasinda bulunmustur ve aktif (mutant) Ras proteini, kanser hiicrelerindeki kontrol
edilemeyen hiucre boélunmesine katkida bulunan faktérlerdendir.  Protein
sentezlendikten sonra karboksil ucundaki sistein kalintisinin farnezil alkolu ile tioeter
bagi ile baglanmasiyla kovalent olarak degisiklige ugrar ve plazma membraninin i¢
ylzuyle birlesir. Bu prenilasyon reaksiyonundaki farnezil vericisi farnezil pirofosfattir.
Ras proteininin kansere neden olan aktivitesinin farnezil grubunun varligina bagh
oldugu ve prenilasyon 6nlenirse kontrol edilemeyen hicre bélunmesine neden
olamayacagi bildirilmistir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Kolesterol sentezinin ara tranleri



2.6. UBiKiNON

Ubikinon, gok uzun yan zincirli, yagda eriyebilen bir benzokinondur. Bir elektron
alarak semikinon radikaline ve iki elektron alarak ubikinole dontsur (Sekil 2.6.).

) Gy
CHO. A~ \/fCHz—CH:C-—CHQ ho—H

Ubiquinene (UQ)
fully oxidized)

Semiquinone radical
(UQH"

CH,0__A R

W,

Ubiguirel (UGH,»

=9 {fully reduced)

CH:0” Y “CH,

OH
Sekil 2.6. Ubikinon yapisi

Ubikinon bircok farkli, fakat birbiriyle iligkili hucresel olayda fonksiyonel olarak rol
alan, cok yonlii bir molekuldur. Agik formald 2,3 -dimetoksi - 5 - metil - 6 - multiprenil
-1,4 - benzokinon olan ubikinon, mitokinon, koenzim Q 10 veya Qus olarak
adlandirilir. ik olarak 1957°de Crane ve ark. tarafindan mitokondriyal stksinoksidaz
sistemindeki elektron transport  zincirinin - zorunlu  bir komponenti  olarak
tanimlanmistir (7).

Ubikinon kiguk ve hidrofobik bir molekul oldugu igin i¢ mitokondriyal membranin
lipid bariyerinden rahatga diftize olur ve indirgeyici ekivalanlarla membrandaki daha
az mobil diger elektron tasiyicilari arasinda bir mekik olusturur. Indirgenmis
formunda silksinat dehidrojenaz, NADH dehidrojenaz ve sitokrom b-c; aktivitelerini
diizenleyerek elektron transport zincirinden enerji serbest birakilma hizini etkiler. ic
mitokondriyal membran protonmotif gradientinin bir elemani olarak rol alir, elektron
transport zincirinin  oksidoreduksiyon reaksiyonlarinda agiga ¢ikan enerjinin
korunmasini saglar. Ek olarak hem hasar veren serbest radikallerin tretiminde, hem
de membran komponentlerini peroksidatif hasarlardan koruyan bir antioksidan olarak
gbrev yapar.

2.6.1. Ubikinon’un Elektron Transport Zinciri ve ATP Olugumundaki Roli
Oksidatif fosforilasyon, aerobik organizmalardaki enerji veren metabolizmalarin

sonucudur. Aerobik hiicrelerde karbohidratlar, lipidler ve amino asidlerin oksidatif
yikilmindaki  butin enzimatik basamaklar hicresel solunumun ayni final evresinde



bulusur: elektronlar katabolik ara urtinlerden molekuler oksijene akarken,
oksidasyon ve rediksiyon reaksiyonlariyla saglanan enerji, ADP ve inorganik
fosfordan ATP sentezlenmesi igin kullanilir. Oksidatif fosforilasyon mitokondride
meydana gelir, i¢c mitokondriyal membran solunum zinciri komponentlerini ve ATP
sentezi icin gereken enzim kompleksini tasir. Dehidrojenazlar pirtivat dehidrojenaz
kompleksi, sitrik asid siklusu, & oksidasyon ve amino asidlerin katabolizmasindaki
oksidatif basamaklarda ortaya cikan elektronlari toplar ve solunum zincirine
ulastirir (8).

ic mitokondriyal membranin deterjanlarla muamelesiyle her biri solunum zincirinin bir
fraksiyonunu temsil eden bes elektron tagtyici kompleks tanimlanmistir. Kompleks |
ve |I, elektronlarin farkli elektron donérlerinden ubikinona transferini katalizler.
Kompleks I' in donérii NADH, kompleks Il nin ise siiksinattir. Kompleks Il
elektronlar! ubikinondan sitokrom c'ye tasir, kompleks IV, elektronlari sitokrom c’'den
molekiiler oksijene transfer eder. Kompleks V ise ATP sentezini katalize eder (Sekil
2.7

Intermembrane

A Inner mitochondrial

membrane

Matrix

Sekil 2.7. Elektron transport zinciri
2.6.1.1. Kompleks |

NADH dehidrojenaz kompleksi olarak da adlandirilir. Yaklasik 40 polipeptid zinciri
iceren bir flavoprotein kompleksidir. ic mitokondriyal membrana gémuludur, NADH
baglayici bolgesi matrikse yonelir ve gesitli matriks dehidrojenazlarinca olusturulan
NADH'larla etkilesir. Enzim kompleksi, indirgeyici ekivalanlari ilk olarak prostetik
grubu olan flavin mononukleotid (FMN)'e transfer eder. Kompleksde 7 tane demir-
sulfur (Fe-S) bolgesi vardir, elektronlar bu yolla FMN'den ubikinona geger.

2.6.1.2. Kompleks |l
Sitrik asid siklusundaki tek membrana bagl enzim olan siksinat dehidrojenaz
kompleksi olarak da adlandirilir. Kompleks I'den daha kiigik ve daha basittir, dort

polipeptid zinciri ve iki tip prostetik grubu vardir. Elektronlar siiksinatdan FAD’a,
sonra Fe-S boyunca ubikinona ulasir.
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Ayrica B oksidasyonun birinci basamaginda agil CoA dehidrojenazlarca ortaya
cikarilan elektronlar FAD'dan elektron transfer eden flavoprotein (ETF) ‘e ve ETF-
ubikinon oksidorediktaz'a geger ve ubikinonu ubikinole indirger.

Gliserolin dihidroksiasetonfosfata déntsumi gliserol-3-fosfat dehidrojenaz enzimi
tarafindan katalizlenir. Bu enzim i¢ mitokondriyal membranin dis ylzeyinde yerlesen
bir flavoproteindir ve ubikinonu indirgeyerek elektronlari respiratuar zincire ulastirir.

2.6.1.3. Kompleks lli

Sitokrom b-c; kompleksi veya ubikinon-sitokrom ¢ oksidoreduktaz olarak adlandirilir.
Sitokrom bsg, bsss, €1, bir demir-stlfir proteini ve alti protein subunitesi icerir.
Sitokrom b membrani kateder, ¢, ve Fe-S protein dis yizeyde yerlesir. "Q siklusu”
denilen bir seri reaksiyonla ubikinol ubikinona okside olur ve sitokrom c, demir
atomunun geri donusumlt  olarak Fe™® seklinden Fe* sekline dénusmesiyle
indirgenir.

2.6.1.4. Kompleks IV

Sitokrom oksidaz olarak adlandirilir. Sitokrom aas'U igerir. Sitokrom aas buyuk bir
proteinin farkli bélgelerine bagl 2 hem grubundan olusur. Iki bakir iyonu igerir: Cua
ve Cus. Bu sitokrom, hem halkasinin molekuler oksijen ile direkt olarak reaksiyona
girebilecegi bir serbest bag yapisina sahip olan tek elektron tasiyicisidir. Kompleks
IV boyunca 4 elektron sitokrom c'den molekuler oksijene aktarilarak H.O'’ya
indirgenir. Kompleks | ve Il transfer ettikleri her cift elektron icin 4 protonu, kompleks
IV ise transfer ettigi her ift elektron igin 2 protonu matriksten membranlar arasi
bolgeye pompalar. Toplam olarak NADH'dan gelen her cift elektron igin 10,
FADH.'den gelen her cift elektron igin 6 proton pompalanmis olur. Protonlar pozitif
yuklt partiktller olduklari igin i¢ mitokondriyal membranin iki tarafi arasinda bir
voltaj farki meydana gelir (mitokondri matriksi negatif, ic membranin sitozolik kismi
ise pozitif) (9).

Mitokondri matriksi ile membranlar arasi bélgenin pH farkinin 1 Unite olmasi,
matriksde proton konsantrasyonunun 10 kat az olmasi ve voltaj fark nedeniyle bir
elektrokimyasal gradient meydana gelir ve protonlar membranlar arasi bosluktan
matrikse goc¢ eder. I¢ mitokondriyal membran protonlara gegirgen degildir, protonlar
membrani ancak proton spesifik kanallarla gegebilirler. Bu sinirlama elektrokimyasal
gradientteki enerjinin ATP sentezi igin kullaniimasini saglar.

ATP sentezi, bir ic membran protein kompleksi olan ve kompleks V olarak da
adlandirilan ATP sentaz (FoF: ATPaz) tarafindan yapilir. ATP sentaz iki major
komponent igerir: protonlari ileten Fo ve ATP sentezleyen Fi. Fy izole halde iken
ATP’yi ADP ve Pi'ye hidroliz eder. Bu nedenle, F1 ATPaz olarak adlandirilir. Ancak
Foile kompleks halde iken ADP ve Pi'den ATP sentezleyebilir (Sekil 2.8.).



Sekil 2.8. ATP Sentaz

ATP sentezi icin gereken serbest enerji yaklasik 3 protonun pompalanmasiyla elde
edilir. NADH'dan gelen her cift elektron igin 10 proton pompalanir ve 1 NADH
molekilinin oksidasyonuyla 3 ATP meydana gelir. FADH;'nin oksidasyonu 6
protonun transferiyle sonuglandigi igin 1 FADH, molekalinin oksidasyonuyla 2 ATP
meydana gelir.

ATP bitan hiicrelerde kimyasal enerjinin baslica tasiyicisidir, enerjiyi ekzergonik
reaksiyonlardan endergonik reaksiyonlara tasir, ve hucrelerdeki katabolik ve
anabolik reaksiyonlar arasindaki bagi sadlar. ATP’nin terminal fosfat grubu bircok
akseptor molekule transfer edilebilir ve bu sirada olugsan ADP tekrar ATP sentezi igin
kullanihr (Sekil 2.9.).

Sekil 2.9. ATP’nin yapisi

2.6.2. Ubikinonun Serbest Radikal Uretimindeki Rolii

Serbest radikaller mitokondriyal elektron zinciri aktivitesi sirasinda Uretilir ve
stperoksid radikal olusumu mitokondriyal oksijen kullanim hizi ile dogru orantilidir.



0." ‘den gucli oksidan ajanlarin olusumu ¢esitli formlarda demirin varhdinda lipid
peroksidasyonunu uyarir ve ilerletir, membran fonksiyonunu degistirir ve béylece
sellhler homeostaz igin srekli bir tehdit olugturur.

Ubikinonun semikinon formu (CoQ*), stperoksid radikali veren, mitokondriyal okside
olabilen komponentidir. Ubikinon, iskemi epizodlarini izleyen serbest radikal hasari
etiyolojisinde ve insan nétrofillerinin bir nonmitokondriyal NADH oksidaz sistemiyle
sUuperoksid anyon uUretiminde rol oynar. Fakat ubikinonun herhangi bir formda
superoksid olusumundan direkt sorumlu olduguna dair bir kanit yoktur. Ubikinon
analoglari tarafindan hem O, hem de superoksid radikal Gretiminin stimalasyonu ve
her ikisinin de ubikinon antagonistleri tarafindan inhibisyonu, endojen ubikinonun O,
metabolizmasi ve nétrofillerdeki mikrobisidal reaksiyonlar igin gerekli oldugunu
gosterir (7).

2.6.3. Ubikinonun Antioksidan Rolu

Ubikinon (UQ) ve ubikinol (UQH.), o tokoferolin lipid peroksidasyonuna karsi
antioksidan aktivitesinin %20’sini gésterir. Ubikinol okside formdan yaklasik 4 kat
daha efektiftir. Mitokondriyal lipidierin fotooksidasyonuna antioksidan etkileri
incelendiginde, oksidasyonu ubikinonun %76, ubikinolin %95, a tokoferolin ise
%100 inhibe ettigi gbzlenmistir.

Olusmus oksijen radikallerinin stperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
ile elimine edilmelerinin diginda bagka bir mekanizma, radikal olugumunun
engellenmesidir. Ubikinon, 2 elektron transferiyle daha stabil olan ubikinole cevrilir,
bdylece semikinon olugsumu ve serbest radikal olusumu énlenir.

2.7. KOLESTEROL DUSURULMESININ GEREKLILIGI

Koroner kalp hastaligi, koroner arterlerin lUmenini daraltarak miyokarda oksijen
sadlanmasini azaltan aterosklerotik plaklarla iligkilidir. Bu olay, anjina pektoris,
iskemiye bagl aritmiler veya ani élumlerle sonuglanabilir. Koroner kalp hastaliginin
risk faktdrleri arasinda yas, seks, total veya LDL kolesterolin ylksek dizeyleri, HDL
kolesteroliin dusuk duzeyleri, hipertansiyon, sigara i¢imi, diyabet hastaligi, oklOzif
periferal arter hastaligi hikayesi ve prematir koroner kalp hastalii hikayesi
sayilabilir (10).

Epidemiyolojik caligmalar total kolesterol duzeyi ile bltin nedenlere bagl mortalite
arasinda “U" seklinde bir iligki oldugunu belirtirler. Yiksek kolesterol duzeyleri
6zellikle koroner kalp hastaligina bagh élimlerde belirgin bir artiga bagh olarak total
mortaliteyi artirir (11).

Plazmadaki major lipid bilegiklerinden ikisi olan kolesterol ve ftrigliseridler suda

cobzunemedikleri igin dokulara lipoprotein partikilleri olarak taginirlar. Dolagimdaki
lipoprotein partikilierinin ézellikleri Tablo 2.2.'de g&sterilmigtir (12).
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| Silomikron | VLDL | iDL | LDL | HDL

Orijin barsak KC. VLDL VLDL, IDL. KC,barsak
intravas.

Dansite 0,95 0,95-1,006 1,006- 1,019- 1,063-

1.019 1,063 1,21

Elektroforetik orijin pre-beta beta,pre-beta  beta alfa

mobilite

Partikiil 75-1,2 30-80 25-35 18-25 5-12

biyiikligli(nm)

Apolipoprotein B-48,A,CE B-100,C.E B-100.E B-100 ACE

Protein (%) 1 10 15 20 50

Maijor lipid (%) TG TG kol. kol. fosfolipid
kolesterol

Tablo 2.2.: majér lipoproteinlerin kompozisyonlar: ve 6zellikleri

Lipoprotein bozuklukiarinin gok cesitli siniflandirmalari yapilmigtir. Tablo 2.3.’de

familiyal dislipidemilerde Fredrickson Lewy siniflandirmasinin 6zeti gérulmektedir .

Genetik Fenotip | Defekt Klinik Plazma Plazma
bozukluk goriiniim kolesterol | TG
LPL | LPL aktivitesi pankreatit 0 T
eksikligi yoklugu ksantoma
HSM
apo c-ll veya IV apo c-lI pankreatit T T
eksikligi yok, eksik
hiperkolesterolemi  llaveya LDL resep ksantoma T N,T
Ib tori  velveya ateroskleroz
apoB100
mutant
disbeta 1l anormal ksantoma T T
lipoproteinemi apo E ateroskleroz
kombine lia, llb,IV  bilinmiyor ateroskleroz N,T N,T
hiperlipidemi
hiperkolesterolemi v apoClll artmig _ N, T )
LPL'da defekt ksantoma
V pankreatit

Hiperlipidemi ayrica g¢esitli hormonal bozukluklara, ilaglara veya ¢esitli hastaliklara
bagh olarak da geligebilir. Tablo 2.4.’de sekonder hiperlipidemilerin nedenleri

g6raimektedir .

Tablo 2.3.: Familiyal dislipidemiler
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Baglica hipertrigliseridemi

Baslica hiperkolesterolemi

obesite

gebelik

diyabet hipotiroidizm
alkolizm nefrotik sendrom
renal yetmezlik kolestaz

dstrojen tedavisi

ditretik kullanimi

steroid tedavisi siklosporin kullanimi
B-bloker tedavisi hepatoma
lipodistrofi

disglobulinemi

Tablo 2.4.: Sekonder hiperlipidemi nedenleri

LaRosa JC ve ark. serum kolesterol duzeylerinde %10’'luk bir artigin koroner kalp
hastaligi riskinde %20 artigla iligkili oldugunu bildirmiglerdir (13)(Sekil 2.10.).

%
W

Age-Adjusted Sie—Yesr
CHD Desth Bt Per TUE0 Men

o <+ T i + e &
140 160 180 200 230 240 260 280 3340
Berum Gholaslers!, mgal
Sekil 2.10. Koroner kalp hastali§i ile kolesteroliin iligkisi

Farkli calismalarda LDL kolesterol/HDL kolesterol orani 5'in Uzerinde olan ve
trigliseridi 200 mg/di'den yuksek olan kisilerde koroner arter hastahdi riskinin arttig
(14,15) (Tablo 2.5.), ayrica HDL kolesterolin 35 mg/dI'nin altinda olmasinin da
koroner arter hastaligi icin risk fakiéri oldugu belirtilmistir (16).

<200mg/dl normal
200-400 sinir
400-1000 yuksek
1000< cok yuksek

Tablo 2.5. : Trigliserid duzeylerinin siniflandiriimasi
Kolesterol dizeyinin 180 mg/di'den yiksek olmasiyla koroner kalp hastali§ina bagl

mortalitenin direkt iligkili oldugu ve total kolesterolde %10'luk bir distsin miyokard
enfarkttsu riskini %15 azalttig) bildirilmistir (17).
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Koroner kalp hastaliklarina baglh 6lumlerle kolesterol duzeyi arasindaki iligki,
kigilerde kan kolesterolinlin duguralmesi yoluna gidiimesine neden olmustur.

2.8. Kolesterol Diisiiriicii Tedaviler
2.8.1. Diyet

National Cholesterol Education Program (NCEP) ve American Heart Association,
kolesterol dustrilmesi igin Step 1 ve daha kisitlayici Step 2 diyetlerini 6nermiglerdir
(18). Her iki diyette de yag alim total kalori aliminin %30'undan azi ile sinirlanir
(%10'undan azi poliansatlre ve %10-15’'1 monoansatire olmak Gzere). Satlre yaglar
step 1 diyette total kalorinin %10’'undan azi ve step 2 diyette %7’sinden azidir. Kalori
alimi ise istenilen vicut agirhigini saglamak Gzere ayarianir .

2.8.2. ilagla tedavi

Eger diyet ve diger nonfarmakolojik énlemler (egzersiz, sigaranin birakiimasi gibi)
lipid dUizeyini dugUrmeye yetersiz kalirsa, ilagla tedaviye bagvurulur. Lipid dusurtch
ilaclari baglica bes grupta inceleyebiliriz:

2.8.2.1. Anyon Degistirici Regineler

intestinal limende safra asidlerini baglayarak ve béylece reabsorbsiyonlarini bozup,
fekal atilimlarini arttirarak etki eden insolubl bilesiklerdir. Sonucta safra asidi sentezi
stimulle olur ve karacigerde kolesterole olan gereksinim artar. Bu gereksinim kismen
hepatik LDL reseptérierinin regulasyonu ile, kismen de plazmadan LDL'nin
temizlenme hizinin artigi ile kargilanir. Bu grupta Kolestiramin ve Kolestipol bulunur.

2.8.2.2. Nikotinik Asid

Primer etkisi, lipolizin gegici inhibisyonuna bagli olarak serbest yad asidlerinin
karacigere sunumundaki azalma ve dolayisiyla ftrigliserid sentezi ve VLDL
transportunun azaimasidir. Ayrica lipoprotein lipazin artmig aktivitesine bagh VLDL
klirensi artigi ve prekirséri azaldi§ icin LDL sertezirde digme goérllur. Ayrica
ApoA/’in klirensinde azalma ile HDL kolesterolin artisina neden olur. Kolesterol
sentez hizini etkilemez.

2.8.2.3. Fibratlar

Bu ilag grubunun prototipi Klofibrat'tir. Ozellikle kas dokusunda olmak Uzers,
lipoprotein lipaz aktivitesinde artisa ve buna bagl olarak VLDL katabolizmasinda
artigsa neden olur. Ayrica lipoprotein lipazin inhibitéri olan ApoC III'ln karacigerde
sentezini azaltir. Yag asidi sentezini inhibe ederek ve peroksizomal proliferasyonla
B-oksidasyonu arttirarak  hepatik frigliserid sentezini azaltirlar. VLDL
katabolizmasindaki artiga bagli olarak LDL sentezirde istenmeyen bir artis meydana
gelir fakat LDL klirensinin artisi ve HDL sentezinin artmasiyla kompanze edilir.
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Bunun diginda doku kolesterolinliin mobilizasyonunda artisa, kolesterolin biliyer
sekresyonu ve fekal steroid atiiminda artisa neden olur.

2.8.2.4. Probukol

Probukol, reseptér bagimli mekanizmalaria LDL Klirensini arttirir. Ayrica ApoA;
sentezini azaltarak HDL dizeyinde de dusise neden olur. Trigliserid duzeyleri
Uzerine etkisi yoktur. Probukol ayrica lipid peroksidasyonunu engelleyerek
makrofajlar tarafindan LDL alinmasini inhibe eder ve antioksidan etki gosterir.

2.8.2.5. HMG CoA Rediiktaz inhibitorieri

Hiperkolesterolemi tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Bu ilaglar HMG
CoA'nin mevalonata dénisuminl katalizleyen HMG CoA rediktazin kompetitif
inhibitdrleridirler. Kolesterol sentezindeki bu hiz sinirlayici basamagi inhibe ederek
intrasellGler kolesterol depolarini azaltirlar. Artmis miktarda LDL reseptorleri
meydana gelir, intraselluler kolesterol dengesi yeniden dizenlenir ve LDL’nin
plazmadan uzaklagtiriligi hizlandirihr (Sekil 2.11.).

CHy CH, CH,
oo NaDPH + HE TN eoor napeH + 1t oM Nco0
e emrnmermn e il
o OH OH
SCoA SCoA
453 Onk imermediste MEVALONATE

Sekil 2.11. HMG CoA rediktaz inhibitérlerinin etki yeri
2.8.2.5.1. HMG CoA Rediiktaz inhibitorierinin Kimyasal Yapisi

ilk tamimlanan mevastatin (Kompaktin) dir. Daha sonra birgok HMG CoA reduktaz
inhibitérleri Uretilmigtir fakat klinikte ¢ok azi kullanilir: lovastatin, simvastatin,
pravastatin ve fluvastatin. Lovastatin aspergillus terreusun bir Grintdar, simvastatin
ve pravastatin lovastatinin kimyasal modifikasyonlariyla Gretilirler. Bu ¢ bilesik HMG
CoA rediktazin CoA'yl taniyan bolgesiyle etkilesen hidronaftalen halkasi igerirler,
ayrica mevalonati taklit eden hidroksi asid yan zincirleri vardir. Fluvastatin tamamen
sentetik olan ilk HMG CoA rediktaz inhibitéradar ve yapisi diger fungal Grinlerden
farklidir. Fluvastatin florofenil eklenmig indol halkasinin mevalonolakton turevidir.
Florofenil indol kismi CoA’'ya benzedigi icin HMG CoA rediktazi, yan zincir ise
mevalonati taklit eder (Sekil 2.12.) (19).
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Sekil 2.12. HMG CoA reduktaz inhibitorierinin yapisi

Lovastatin ve simvastatin inaktif laktonlar geklindedir, farmakolojik aktivite igin
kargilik gelen B hidroksi asidine hidroliz olmahdir, yani ilag énculGdurler. Bu hidroliz
insanlarda karacigerde meydana gelir. Pravastatin ve fluvastatin ise aktif hidroksi
asid formlarinda bulunurlar. Fluvastatin rasemiktir, esit miktarlarda yiksek aktif
(3R,58) ve dustk aktif (5R, 3S) enantiomerler icerir. YUksek aktif olan 30 kat daha
gucladar. Fungal metabolitler ise sadece aktif enantiomer igerirler (20).

2.8.2.5.2. HMG CoA Rediiktaz inhibitérlerinin Absorbsiyon ve Metabolizmalari

Dért inhibitérin oral alimdan sonra absorbsiyon ylizdeleri farklidir. Absorbsiyondan
sonra hepsi de primer etki yerleri olan karacigere gider. Oral dozun hepatik
ekskresyonu da farklidir. Hepatik ekskresyonun fazla olmasi periferik dokulari ilacin
yan etkilerinden korur. ilag alinmasiyla beraber yemek yenilmesi intestinal
absorbsiyon ve hepatik ekskresyonu degistirerek sistemik biyoyararlanimi etkiler.
Sistemik sirklasyonda proteinlere baglanmalari da yine periferik dokular: ilacin yan
etkilerinden korur. Ayrica plazma yari 6mru de yan etki gésterme potansiyallerini
etkiler. llaglarin ana ekskresyonlari hepatobilier yolladir. Natif ilacin renal
ekskresyonu hidrofilik oldugu ve plazma proteinlerine az baglandi§i icin sadece
pravastatinde gorullr (Tablo 2.6.). Lovastatin ve simvastatin ¢ok hidrofobik olduklari
icin BOS’a penetrasyonlari hidrofilik pravastatinden daha fazladir. Fakat proteinlere
baglanmalari fazla oldugu icin BOS’da miktarlarinin belirlenmesi gigtir (21).

Scandinavian Simvastatin Survival Study’de 4444 hastada 5.4 yil boyunca HMG

CoA rediktaz inhibitérleri kullaniimig, total kolesterolde %25, LDL kolesterolde %35
diasis ve HDL kolesterolde %8 artig géralmastir (22).
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Absorbsiyon plazma hepatik renal plazma
(%) proteinlerine ekstrak atiim  yarn émri
baglanma siyon (%) (saat)
(%) (%)

lovastatin 31 >95 >69 30 3
simvastatin 61-85 98 >79 13 -
pravastatin 34 43-48 46 60 3

fluvastatin >90 >99 >68 6 0,5-0,8

Tablo 2.6.;: HMG CoA redtktaz inhibitorlerinin metabolizmasi

Todd J. Anderson ve ark. serum kolesterol duzeyieri 209+/-33 mg/dl olan 49 kigide
diyet ve dider kolesterol dugrici ilaglarin etkilerini kargilastirmiglar ve asetil koline
endotel bagimli vazodilatatér cevabin en fazla HMG CoA reduktaz inhibitérleri ile
birlikte antioksidan (probukol) verilen grupta oldugunu ayrica probukolun bu kisilerde
lipid dusUriclu tedaviye bagli gelisen istenmeyen koroner etkileri azalttigini
bildirmiglerdir (23).

O'Driscoll ve ark. yaptiklari caligmada simvastatinle tedavi sirasinda endotel’'in hem
asetil kolinle stimule edilmis hem de bazal nitrik oksit (NO) aracili dilatasyonunun bir
ayda arttigini ve tedavinin sUrdardimesi ile etkinin devam ettigini géstermiglerdir
(24).

Treasure ve ark. nin yaptiklari bagka bir caligmada ise lovastatinle kolesterol
disOrulmesinin  aterosklerozlu kisilerde koroner arterlerin endotel bagimli
dilatasyonunu duzelttigi, bu lokal regllasyondaki duzelmenin iskemik semptomlarin
hafiflemesini ve aterosklerotik plagin stabilizasyonunu sagladigi gésterilmistir (25).

Elektrokardiyogramlarinda en az bir ST segment ¢ékmesi gdzlenen ve total
kolesterol dlzeyleri yUksek olan 40 hastada plasebo ile lovastatin tedavisi
kargilastiriimig, lovastatin alan grupta belirgin total kolesterol ve LDL kolesterol
dismesi ile birlikte ST segment ¢cékmesinde %63 azalma, plasebo verilen grupta ise
ST segment ¢cékmesinde %10 azalma gézlenmigtir (26).

Corsini ve ark. hucre kiltariinde yaptiklar ¢alismada simvastatinin rat ve insan
miyosit proliferasyonuna direkt inhibitér etkisi oldugunu gdéstermiglerdir (27).
Fibroblast kulturlerinde kolesterol sentezi statinlerle inhibe edildiginde HMIG CoA
reduktaz enzim dizeyinde belirgin bir artis gézlenmistir. Bu artig, transkripsiyon ve
mRNA'nin translasyonunda artiga ve protein degradasyonunda azalmaya baghdir.
Ayrica kolesistektomi geciren hastalarin karaciger biyopsilerinde HMG CoA rediktaz
aktivitesinin 12 kat arttigi ve LDL reseptdér ekspresyonunun tedavi gérmeyen
kisilerdekinin %180'i oldugu gdsterilmistir.

HMG CoA rediktaz inhibitérlerinin koroner kalp hastaligi disinda kanser
hastaliinda da faydali oldugu ileri stralmektedir. inhibitérierin fosforillenmis
izoprenoid bilegiklerinin miktarini azaltarak ras proteinlerinin prenilasyonunu ve
boéylece timér hicrelerinin bayime hizini azalttidi bildirilmigtir. Ayrica azalmig
dolikol duzeyinin glikoprotein senteziyle etkilesip hlcre blyUmesi icin dnemli olan
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membran akiskanligini degistirmesinin de tumér hticrelerinin biyumesini yavaglattig
g6sterilmisgtir (28).

Pravastatin ile tedavi edilen 51 familial hiperkolesterolemili hastada total ve LDL
kolesterol dlzeyleri belirgin olarak digerken lipoprotein (a) duzeylerinde belirgin bir
artis gozlenmis ve bu artigin 6zellikle disuk molekiler agirlikh Apo (a) fenotipli
kigilerde daha fazla oldugu gdsterilmigtir (29). Lipoprotein (a)nin aterojenik ve
trombojenik etkileri oldugu ileri strlimektedir.

2.8.2.6. LDL Aferezi

LDL aferez teknigi tum kandan primer filtreyle ayrilan plazmanin dekstran-sulifat
selluloz kolonla LDL’'den temizlenmesine dayanir. LDL kolesterol ve lipoprotein (a)
dGzeylerinin diglriimesinde ilaglardan daha etkilidir ve ilaglara cevap vermeyen
hastalarda kullanilir (30).

2.8.2.7. Gen Terapisi

Kardiyovaskdiler hastaliklarin tedavisine yénelik gen calismalari arasinda lipoprotein
metabolizmasi bozuklukiarina ydnelik olanlar da yer almaktadir. Bu konuda son
ylllarda caligmalar artarak ilerlemekteyse de hentiz gen nakli ve istenen genlerin
istenenden sekillerde regulasyonlarinin saglanmaiarinda temel yéntemsel sorunlar
tam olarak ¢ézlmlenmis olmaktan uzaktir ve bu yaklagimin yaygin klinik
uygulamalari temel sorunlarin ¢éztmlerini beklemektedir (31-33).
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2.9. DUSUK KOLESTEROLUN VE/VEYA KOLESTEROL DUSURULMESININ
ZARARLI ETKILERI

Randomize caligmalarda total kolesteroldeki hizli dismenin nonkardiyovaskuler
6lumlere neden olabilecegi ifade edilmistir. DasUk kolesterol duUzeylerinde
kardiyovaskiler hastaliklara bagl 6lim orani azaldigi halde total mortalitedeki
artisin birgok nedeni olabilir: kanser, hemorajik strok, kaza, intihar, respiratuar ve
infeksiy6z hastaliklar gibi (11). Total mortalitedeki artigin total kolesterolin 160
mg/dlI'nin altindaki de@erlerinde géruldGgu bildiriimistir. ABD’de orta yaslardaki kadin
ve erkeklerin %10’'unda total kolesterol bu sinirin altindadir. Calismalar dusik
kolesterol dlizeylerindeki bu mortalite artisinin bir kisminin da dustk kolesterollt
kisilerin baslangictaki saglik durumunun kéti olmasina bagh oldugunu
gbstermektedir. Ancak sagliksiz kisilerin ve erken dlumlerin ¢ikariimasindan sonra
da cok dusuk kolesterol duzeyleriyle mortalite arasindaki iligki sirmektedir (34). Kisa
vadede kardiyovaskiler hastaliktan 6lim riski duguk olan saglikhi kigilerde yapilan
calismalarda koroner nedenlere bagh 6lum oranindaki azalmanin cesitli
nonkardiyovaskuler 6lim nedenlerindeki artigla dengelendigi bildiriimistir (35).

2.9.1. Serum Kolesterolii ve Kanser

Whitehall caligmasina 1967 ve 1969 yillari arasinda basvuran 40-64 yaslari
arasindaki 17718 erkek gonulli 18 yil boyunca izlenmig, ¢esitli kolesterol dizeyleri
ile kanser ve diger hastaliklara baglh 6lum oranlari arasindaki iligki aragtinimistir
(36). 14 organin 6 tanesini tutan kanserlerde mortalitenin, en disik kolesterol
grubunda en fazla oldugu gdézlenmistir (128 mg/dlI'nin alti). Bunlarin basinda gelen
akciger kanseri ile kolesterol dlzeyi arasinda kuvvetli bir ters oranti oldugu, diger 5
kanser bélgesinin ise rektum, karaciger, pankreas, mesane ve bébrek oldugu
belirtiimig, ayrica sigara icimi ile iligkili kanserlerin en disilik kolesterol grubunda
goézlendigi ve butin kanser gruplari topluca incelendiginde, en yUksek mortalitenin
en distk kolesterol grubunda géraldaga Dbildirilmigtir.  Bunlarin  disinda
kardiyovaskuler sistem hastaliklari ve kansere bagli élumler ¢ikarildiinda mortalite
ile kolesterol konsantrasyonu arasinda ters korelasyon saptanmigtir. Bu iligki
ozellikle respirutuvar hastaliklara bagl mortalitede gérulmektedir.

Wannamethee ve ark.nin yaptiklan c¢alismada 40-59 yaslari arasinda 7735 erkek
génalla 14,8 yil boyunca izlenmig, génillGlerin %5'inde gérulen 185 mg/dI'nin
altindaki kolesterol duzeylerinde 6zellikle kanser ve nonkardiyovaskiler nedenlere
bagl élimler olmak Gzere butun nedenlere bagli 6lumlerde artig gézlenmistir (37).
Kansere baglh mortalitenin sadece bu grupta arttig diger gruplar arasinda anlamli bir
fark olmadigi bildirilmigtir. Kolesterol duguklugine yol acabilen c¢esitli nedenler
dizeltildiginde (yas, sigara-alkol kullanimi gibi) kansere bagh mortalite ile kolesterol
dlzeyi arasindaki ters iligki azalsa da yine de anlamli bir fark bulundugu belirtilmistir.

Newman ve ark. hipolipidemik ve antihipertansif ilaglarin fare ve ratlarda kanser
olusumuna etkisini kargilastirmiglar, antihipertansif ilaglarin ¢ok azinda benign
timérler goralarken lipid dusrlcllerin en sik kullanilan 2 grubu olan fibratlar ve
HMG CoA rediktaz inhibitérlerinin karsinojenik oldugu gbézlenmistir (38).
Karsinojenik etki cok ylUksek ilag dizeylerinde goruldigi gibi, insanlara yakin
dozlarda ilag verilenlerde de gézlenmistir.
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Herrinton ve ark. 160000 kisiyi 8 yil sUresince izleyerek kolesterol diizeyleri ile beyin
tamérleri arasindaki iligkiyi incelemisgler, sUregelen kanserleri diglamak igin izlem,
kolesterol élgimunden 5 yil sonra baslatiimig, 258 mg/dI'nin (zerindeki kolesterol
dlUzeylerinde malign beyin kanseri gériime sikhi§i daha az olsa da anlamli bir fark
gbzlenmemistir (39).

2.9.2. Disuk Kolesterol ve Depresyon

ABD’'de R.E. Morgan ve ark.nin yaptidi calismada 50-89 yaslar arasinda 1020 erkek
1972 ve 1987 yiliari arasinda izlenmig, 70 ve daha fazla yasi olanlarda 159 mg/dI'nin
altindaki kolesterol degerlerinde depresyon, > 160 mg/dl serum kolesterol
olanlardakinden 3 kat fazla gbézlenmigtir (40). Bu iligkinin yasa bagh oldugu
distndimis c¢unkl yapilan bagka calismalarda gen¢ erkeklerde depresyon ile
kolesterol konsantrasyonu arasinda bir iliski gdzlenmemis, aciklamasi da
yaslandikca ideal kolesterol konsantrasyonunun artmasi ile yapilmigtir.

Gebelik sirasinda yikselen serum kolesterol ve trigliseridieri dogumdan sonraki
birka¢g gin icinde duser. Bu hizli dustsle duygulanim arasindaki iliski saghkh
gebelerde arastirimis ve doumdan sonraki 4 gun iginde kolesterol dUstslyle
depresif semptomlar arasinda belirgin bir korelasyon bulunmus, bu iligki progesteron
dizeyleri dlzeltildikten sonra da devam etmistir (41).

2.9.3. Diisiik Kolesterol ve intihar

Paris’de yapilan prospektif bir calismada dusik kolesterol konsantrasyonu veya
kolesterol konsantrasyonundaki degisiklik ile erkeklerde intihar riski arasindaki iligki
arastinimig, intihar nedeniyle 6lum riski ile dugik kolesterol dizeyi arasinda bir iligki
oldugdu saptanmistir (42). Gallerani ve ark.nin galigmasinda intihara tesebbis eden
331 kisi ve 331 kontrol incelenmig, kolesterol konsantrasyonlari intihara tegsebbiis
edenlerde kontrollere oranla duguk bulunmusgtur (43). Her iki ¢calismada da bu
iligkinin kolesterol disUkligunin yol acti§i depresyona baglh olabilecedi ya da
depresyona bagll istah azalmasi ve kilo kaybi nedeniyle kolesterol dlzeyinin
dugebilecegi belirtilmigtir.

Vartianien ve ark. ise kolesterol dustklugu ile kaza, intihar ve diger
nonkardiyovaskuler dlumler arasinda bir iligki bulunmadi§ini bildirmislerdir (44).

2.9.4. Diigiik Kolesterol ve Serotonin Metabolizmasi

Beyin serotonin 1-A ve 2-A reseptdrieri ve bu reseptérlerin fonksiyonel etkilegimleri
depresyon patogenezinde yer alir (45). Biyolojik membranlarda kolesterol, fosfolipid
tabakasi icinde dagilir, gevsek baglandidi igin serum kolesterolQ ile serbestce yer
degigtirebilir. Serum kolesterolindeki azalma beyin hicrelerinde membran
kolesterolini azaltir, lipid mikroviskozitesini duslrar ve membran ylzeyindeki
serotonin reseptérlerinin  serotonin “uptake’inin azalmasina ve kandan beyin
hicrelerine daha az serotonin girmesine neden olur (46). Serotoninin santral sinir
sistemindeki fonksiyonlarindan biri zararli davranis impuislarinin baskilanmasidir.
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Bunun sonucu olarak dusuk kolesterol dizeyinin yatkinligi olan kigilerde intihar veya
siddeti tetiklemesi bir olasilik olarak dugtnulebilir.

Steegmans ve ark. bu hipotezden yola c¢ikarak 40-79 yaslar arasinda tedavi
gbérmeyen 30359 erkekte yaptiklari arastirmada 150 mg/dnin altindaki kolesterol
degerlerinde serum serotonin konsantrasyonunu belirgin olarak dugtk bulmuslardir
(47). Bagka bir calismada depresyonlu kisilerin BOS'larinda 5HIAA (serotoninin
major metaboliti) dlzeyleri intihara tegebbis edenlerde etmeyenlerden daha disik
bulunmustur (48).

Maymunlarda yapilan bir ¢alismada yagdan fakir diyetle beslenenlerde agresif
davraniglarin arttigi gézlenmisg, depresyonu bu hayvanlarda tanimlamanin zor
oldugu fakat insanlarda depresyon ve agresif davranisin yakin iligkili oldugu
bildirilmig, ayrica santral sinir sisteminde serotonin aktivitesi diigtik bulunmustur (49).

2.9.5.HMG CoA Rediiktaz inhibitérleri ve Rabdomiyoliz

HMG CoA reduktaz inhibitérieri kullanimi ile rabdomiyoliz geligimi arasindaki iligki
bircok literatirde belirtilmigtir. Farkh iki olgu sunumunda simvastatin kullanan
kisilerde rabdomiyoliz gelistigi ve ilacin kesilmesi ile semptomlarin geriledigi
belirtilmigtir (50, 51). Her iki yayinda da ubikinon eksikligine baglh azalmis
mitokondriyal ATP dretiminin mitokondriyal disfonksiyon ve miyopatiye, ciddi
vakalarda Na'-Ca™ degisiminin bozulmasiyla intraselliler kalsiyum artisi ve hicre
6lumine neden olabilecedi ileri sUrGlmGstar. Ayrica elektron mikroskopik
caligmalarda hicre hasari gézlenmigtir. Bu etkinin 6zellikle siklosporin ile birlikte
kullanimda arttigt ¢lnkl siklosporinin HMG CoA rediktaz inhibitbrierinin biliyer
atilimini azaltarak plazma duzeyini arttirdigi bildirilmistir.

Laaksonen ve ark. hiperkolesterolemik 20 kisiye 4 dért hafta boyunca simvastatin
vermigler, serum ubikinonunun tedaviden énce kontrollere gére yuksek oldugunu,
tedaviden sonra %32 dustugana, ubikinon serumda lipoproteinlerle tasindidi icin
serum ubikinon/kolesterol oraninin hasta ve Kkontrollerde ayni oldudunu
bildirmiglerdir (52).

Ayni grup bagka bir caligmalarinda simvastatin tedavisini 6 ay sturdarmasler, serum
ubikinonunda belirgin bir azalma gérilUrken iskelet kasi ubikinon, ATP, kreatin ve
kreatin fosfat duzeylerinde ve LDL’nin antioksidan kapasitesinde bir degisiklik
goérulmemigtir (53).

Watts ve ark. yiksek kolesterollu kigilerde simvastatin tedavisini diisik kolesteroll
diyet kullanim: ve kontrol grubu ile karsgilastirmig, simvastatin kullanimi ile serum
ubikinon duzeylerinde belirgin bir dUgsme gdstermis ve simvastatin dozu ile ubikinon
dizeyi arasinda ters korelasyon oldugunu belirtmislerdir (3). Ubikinonun
mitokondriyal fonksiyon ve antioksidan aktivite icin gerekli oldugunu, plazma ve doku
ubikinon dUzeyleri dengede oldugu igin plazma ubikinonundaki digmenin statinlerin
yan etkilerinden sorumlu olabilecegini, ayrica antioksidan kapasitedeki azalma
nedeniyle normal LDL kolesterol dizeylerine ragmen koroner ateroskleroz geligsimine
neden olabilecegini bildirmislerdir.
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Dusik kolesterol dizeyleri ile kanser, intihar ve depresyon arasindaki iligkinin
kolesterollin diglk olmasina mi yoksa HMG CoA reduktaz inhibitérleri ile distrme
sirasinda azalan ubikinon, Hem A, serotonin gibi maddelere mi bagh oldugu kesinlik
kazanmamigtir. Bazi yazarlar ikinci yolun daha adir bastigi gérastndedirler.

Biz, ubikinon ve Hem A'nin rol aldi§i oksidatif fosforilasyon reaksiyonlari sonucunda
mitokondriyal ATP Uretiminin azalabilecegdi ve bahsedilen zararli etkilerden sorumlu
olabilece@i dugincesiyle, simvastatin verilen ratlarda kan ve doku ATP dizeyleri ile
eritrosit membrani lipid kompozisyonunda bir degisiklik olup olmadigini aragtirdik.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. KULLANILAN ALETLER

ALETIN CINSI MODELI
1- Santrifij 20RS
2- Otoanalizér opeRA
3- Homojenizatér Potter S
4- Spektrofotometre CL-750
5- Ultrasantrifdj T-1180
6- pH Metre 710A

3.2. KULLANILAN KIiTLER VE REAKTIFLER

KIT VEYA KIMYASAL MADDE

1- Adenosine-5'-triphosphate (ATP)
2- ASAT/GOT 20 monoreactif

3- ALAT/GPT 20 monoreactif

4- Enzyline CK NAC optimise 20
5- Cholesterol enzymatique PAP
6- Triglyserides enzymatique 150
7- Phospholipides enzymatique PAP 150
8- Fluitest HDL-CHOL

9- Perkiorik asid

10- KOH

11- NaCl

12- EDTA-Na,

13-Tris

14- KHCO;

15- CHsOH

16- CHCI;

17- CaCl,

18- Na,CO;

19- CuS0O,

20- Na-K-tartarat

21- Folin-Chiocalteu ¢ézeltisi

22- Azot gazi

23- Anhidri asetik asit

24- Glasiyel asetik asid

25- Sulfirik asit

26- Amonyum vanadat

27- Amonyum molibdat

28- HNO;

29- H,0O,
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FIRMA

Sigma
Biomerioux
Biomerioux
Biomerioux
Biomerioux
Biomerioux
Biomerioux
Biocon
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Habasg
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck

MARKASI

Heraeus
Technicon
Braun
Schmadzu
Kontron
Orion

KATALOG NO

366-A
63212

G 3312
61145
61224

61 236

61 491
D-57299

B 604518 428
6462

6400
10093
T-3253
12602

K 24171808 733
K 149 6231
12018
6398
12849
S-8640
F-9252

48855
302011
07208
071605
61060

K 23308043
K 17436700



3.2.1. Hazirlanan Gdzeltiler

Hemoliz ¢dzeltisi: 37,2mg EDTA-Na, ve 851mg Tris 1L bidistile suda ¢oézllerek
hazirlandi.

Taze alkali bakir sulfat ¢ézeltisi: 0,1N NaOH icinde hazirlanan %2'lik Na,COs
cozeltisine 1ml %1’lik CuSO,4 ve 1ml %2,7’lik Na-K-tartarat eklenerek hazirlandi.

Kolesterol renk reaktifi: 63 ml anhidri asetik asit, glasiyal asetik asit ile 100 ml'ye
tamamlandi.

Vanadat ¢ozeltisi: 1,227 g amonyum vanadat, distile su icinde ¢6zuldl, 9,5 mi nitrik
asit ekienerek distile su ile 500 ml’'ye tamamland..

Molibdat ¢cézeltisi: 24,9 g amonyum molibdat, distile su icinde ¢ozlldl, 34 misulfirik
asit eklenerek distile su ile 500 ml'ye tamamlandi.

3.3. DENEYSEL CALISMA

HMG CoA rediktaz inhibitérlerinin kan ve doku ATP dizeylerine ve eritrosit
membran lipid kompozisyonuna etkilerini arastirmak amaciyla planladigimiz
calismada kullanilan disi ve erkek ratlar Tarim Bakanli§i Veteriner Asi Kontrol
Laboratuvar’'ndan temin edildi. Swiss albino cinsi 18 rat 12 saat karanlik, 12 saat
gun 1s1g! ile aydinlatiimis, sicakhi§i 20+2°C, nem orani ise %55 olan odalarda
barindirildi. Beslemek igin pelet rat yemi kullanild.

Ratlar 2 gruba ayrildi. Kontrol grubunun (n=6) 4 hafta boyunca normal
beslenmelerine devam edildi. Calisma grubuna ise (n=12) 4 hafta boyunca normal
besinlerinin yanisira bir simvastatin preparati olan Zocorun (Merck & Co.,Inc)
2mg/ml’lik stspansiyonu, 10 mg/kg/gun’lik tek dozda, oral gavaj ile, sabah
saatlerinde verildi (54).

Dérdunct haftanin sonunda calisma ve kontrol grubuna intraperitoneal Urethan
anestezisi (1.25g/kg) uygulanarak ratlarin kalp, karaciger, beyin ve kas dokular
disseke edilerek sivi nitrojende hizla donduruldu ve analiz yapilincaya kadar
(ortalama 15 gin) -70°C'de saklandi. Venéz kan &rnekleri ise vena cava
caudalis’den, KsEDTA (1mg/ml) igeren tuplere alindi ve ATP analizine kadar buz
icinde saklandi.

3.4. KAN ATP ANALIzI

Kan ATP analizi ayni gin icinde yapildi. %12'lik trikloroasetik asid sollisyonu ile
deproteinizasyondan sonra fosfogliserat fosfokinaz (PGK) ve gliseraldehid fosfat
dehidrojenaz (GAPD) enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarla NADH'In NAD'ye
oksitlenmesine bagli azalan absorbans 340 nm de dligllerek ATP degerleri
hesaplandi.
PGK
ATP+3-fosfogliserat —  ADP + 1,3-bisfosfogliserat

GAPD
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1,3-bisfosfogliserat + NADH —* gliseraldehid-3-P + NAD+P
3.5. PLAZMA ANALIZLERI

1500 g’'de 10 dk santrifUjle ayrilan plazmadan total kolesterol, trigliserid, AST, LDH
ve CK duzeyleri 6l¢tidd. Butun analizler Biomerioux Kitleri ile opeRA analizérinde
yapildt.

3.5.1. AST Olgiim Yontemi

Aspartat aminotransferaz aktivitesi, kinetik olarak, AST ve malat dehidrojenaz (MDH)
tarafindan katalizlenen reaksiyonlarla él¢culdi:

AST
L-aspartat + o ketoglutarat «——» okzaloasetat + L-glutamat

MDH
okzaloasetat + NADH, «— | -malat + NAD"

3.5.2. CK Olgiim Yontemi

Kreatin kinaz aktivitesi, kinetik olarak élguldi. N- asetilsistein ile CKnin
reaktivasyonunu CK, hekzokinaz (HK) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH)
enzimlerinin katalizledigi 3 reaksiyon izler:

CK
Kreatin fosfat + ADP ¥ kreatin + ATP

HK

ATP + glukoz +—— glukoz-6-P + ADP

G6PDH

glukoz-6-P + NADP < glukonat-6-P + NADPH + H
3.5.3. TG Olgiim Yéntemi

Trigliserid dUzeyi, agagidaki reaksiyonlarla enzimatik olarak éi¢tidi:
lipaz
trigliserid —> gliserol + yag asidi
gliserokinaz

gliserol + ATP —— gliserol-3-fosfat + ADP

oksidaz
gliserol-3-fosfat —— dihidroksiaseton fosfat + H,0,

peroksidaz
2H,0; + paraklorofenol + 4-aminoantipirin » quinoneimin + 4H,0

3.5.4. Kolesterol Olgiim Yontemi

Kolesterol duzeyi, kolesterol esteraz ve kolesterol oksidazin katalizledigi
reaksiyonlarla enzimatik olarak tayin edildi:
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kolesterol esteraz

kolesterol ester kolesterol + yag asidi

A 4

kolesterol oksidaz
kolesterol

v

kolest-4-en-3-on + H,0,

peroksidaz
2H,0; + fenol + 4-aminoantipirin————— quinoneimin + 4H,0

3.6. DOKU ATP ANALIZLERI
3.6.1. Deproteinizasyon

1- Enzimatik aktiviteleri sivi nitrojende dondurulan kalp, karaciger, beyin ve kas
dokulari sogutulmus mermer havanda toz haline getirildi.

2- Doku agirhiginin iki katindan fazla 0,9 N perklorik asid donduruldu ve éguttidi.

3- Donmus durumdaki doku tozu ile asid karigtirilarak tekrar 6g§uttidi.

4- Asid etkisi ile enzimatik aktivite tahrip edilmeden dokularin isinmasini engellemek
icin, olugan buz karigimi iki saat buz banyosunda bekletildi.

5- Ornekler 2°C’'de homojenize edildi ve homojenatlar 3000 g. de 10 dk. santrifij
edildi.

6- SUpernatant alinarak sediment 0,2 N perklorik asid ile (ilk ekstraksiyonda
kullanilan asid voluminin 1/3'G ile) ekstrakte edildi.

7- Tekrar santrifyjj yapilarak her iki stpernatant karigtirildi ve 2N KOH ile pH 6.0-6.5
arasina notralize edildi.

8- Tekrar 1 saat buz banyosunda bekletildi ve ¢éken KCIQ, santrifijle uzaklastirildi
(55).

3.6.2. Spektrofotometrik Olglim

Supernatantda ATP duzeyi, Adenosine-5-triphosphate, Sigma Diagnostics Kkiti ile
tayin edildi ve sonuglar agagidaki ydéntemle hesaplandi:

AA xVa x Ve = umol ATP/total ekstrat
exdx\V,

AA = A1 - Az

Va = klvetteki test karisiminin volimu

Ve = ekstraktin total volimi

V, = klivete eklenen ekstrakt volima

& = ekstinksiyon koefisient (6,22 cm?/ mol)
d = kuvet kalinhigi

3.7. ERITROSIT MEMBRANLARINDA YAPILAN ANALIZLER
3.7.1. Eritrosit Membranlarinin Elde Edilmesi

Plazmasi alinan eritrositler Uzerine 5 hacim %0,9'luk NaCl eklenerek eritrositler
yikandi. 2 ml eritrosit Uzerine buz soduklugunda hemoliz ¢ozeltisinden 18 ml hizla
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konuldu. Tup icerigi karngtirildiktan sonra 12000 g'de, 4-7°C’de, 7 dakika santrifdj
edildi. Supernatant, hemoglobinden ayriimig “ghost”lari (eritrosit membrani)
cekmemeye dikkat ederek yavasca alindi. Kimelesmis membran 30-60 saniye
vorteksle karigtirildiktan sonra, Uzerlerine yeniden ayni miktar hemoliz solUsyonu
konuldu. Bu iglem, ghostlar tamamen renksiz olarak elde edilinceye kadar
tekrarlandi. Son santrifijden sonra tipun dibinde kalan renksiz ghostlar, hacminin 3
kati kadar hemoliz ¢ézeltisi ile slispansiyonlagtirilarak bagka bir tipe aktarildi ve
analiz yapilincaya kadar -70°C’de saklandi (56).

3.7.2. Membran Protein igeriginin Belirlenmesi

0,1ml ghost stUspansiyonu Gzerine 0,9ml distile su eklendikten sonra, 5 ml taze alkali
bakir sulfat ¢ézeltisi konularak 10 dakika oda sicakliginda birakiidi. 0,5ml Folin
reaktifi eklendi, tup karistirilip oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 750
nm’'de, ayni iglemler uygulanmig distile suya kargi okundu. Stok standart olarak
100mg/dl protein standarti kullanildi ve sonuglar protein standart grafiginden
degerlendirildi.

3.7.3. Eritrosit Membrani Lipid Ekstraksiyonu

4-6mg membran proteini total hacim 2ml olacak sekilde 1mM KHCO; iginde
stspansiyone edildi. CHCIs-CH3;OH (2:1) (V/V) ile, 2 saat streyle, buz banyosunda,
kapakli taplerde ekstraksiyon yapildi. Gézinmeyen materyal filtre kagidindan filtre
edilerek ayrildi. Filtrat hacminin 0,2 kati 0,1 M CaCl, ile ekstrakte edildi. Ust faz
atildi, alt faz tetrar filtre edildi. C6zgenler 40°C’deki su banyosunda. N, gazi altinda
ucuruldu. Elde edilen lipid kalintisi hemen 0,3ml kloroformda ¢6zuldl, kolesterol ve
fosfolipid analizi igin kullaniidi.

3.7.4. Membran Fosfolipid Diizeylerinin Belirlenmesi

0,1 ml lipid ekstrakti Gzerine 0,5 ml, %70’lik perklorik asit ve 0,2 ml, %30’ luk H,O,
eklendi. Tupler, 180-200°C’'de, 15 dakika bekletilerek oksitlenme asamasi sadland..
Tapler oda sicakligina sogutulduktan sonra vanadat-molibdat ¢ézeltilerinden 1’er ml
eklendi. 10 dakika sonra 405 nm’de kére karst okundu. Standart galigsma icin ayni
kosullarda 20 ug/ml'lik fosfolipid standarti ¢aligildi.

3.7.5. Membran Kolesterol Diizeylerinin Belirlenmesi

Kolesterol tayininde Liebermann-Burchard yéntemi kullanildi. 0,1 ml lipid ekstrakti
2,5 ml kolesterol renk reaktifi icinde 10 dakika bekletildikten sonra 0,5 ml %98'lik
H.SO, eklendi. 20 dakika sonra 578 nm’de distile suya karsi okundu. Standart
calisma igin ayni kogullarda 200 mg/dl'lik kolesterol standarti caligildi.

3.8. istatistiksel Analiz
Her bir parametrenin gruplar arasi istatistiksel farklihgini belirlemek igin Mann

Whitney U testi kullamimigtir. Ayrica kontrol ve deney grubunda Sperman
korelasyon analizleri yapiimistir.
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SONUCLAR

Daha 6nce de belirtildigi gibi bu calismada,ratlardan bir kontrol grubu (n=6) ve
simvastatin verilen bir deney grubu (n=12) olusturulmustur.

Elde edilen kontrol grubu bulgulari Tablo 4.1., 4.2. ve 4.3.’de gérilmektedir. ilagc
verilen deney grubunun sonuglar ise Tablo 4.4., 4.5. ve 4.6.’da gésterilmistir.

Tdm sonuglarin ortalama de@erleri ve istatistiksel anlamlari Tablo 4.7.de
gérulmektedir.

Plazma kolesteroll ve eritrosit membran lipid kompozisyonu arasindaki
korelasyonlar Tablo 4.8.’de gérimektedir.

rat no: kan ATP  kas ATP  kalp ATP KC.ATP beyinATP

1 49.8 0.62 0.28 0.08 0.08

2 49.0 0.65 0.33 0.07 0.08

3 52.6 0.77 0.25 0.08 0.14

4 52.8 0.91 0.34 0.10 0.09

5 42.9 0.80 0.33 0.06 0.09

6 49.2 0.66 0.25 0.07 0.08
ortalama 49.3 0.73 0.30 0.08 0.09
ortanca 52.7 0.71 0.30 0.08 0.09
SE 1.47 0.05 0.02 0.00 0.01

birim umol/dl umol/g umol/g umol/g umol/g

Tablo 4.1. Kontrol grubuna ait kan ve cesitli dokularda ATP konsantrasyonlari,
ortalama + SE (standart error) degerleri

rat no: kolesterol TG AST CK LDH
1 64 79 80 395 519

2 67 80 83 1439 335

3 62 115 198 442 971

4 68 92 95 342 610

5 81 88 162 312 733

6 60 107 162 1370 770
ortalama 67 o4 130 717 656
ortanca 66 90 128 418 671
SE 3.1 6 21 218 90
birim mg/dl mg/dl U/L U/L U/L

Tablo 4.2. Kontrol grubuna ait gesitli parametrelerin plazma konsantrasyonlari ve
ortalama + SE degerleri b
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rat no: kolesterol fosfolipid  kolesterol/fosfolipid
1 0.04 2.05 0.02
2 0.08 0.41 0.02
3 0.05 1.78 0.03
4 0.03 1.90 0.02
5 0.04 2.06 0.02
6 0.02 0.44 0.05
ortalama 0.05 1.44 0.03
ortanca 0.05 1.84 0.02
SE 0.01 0.32 0.01

birim umol/mg pr. umol/mg pr. umol/mg pr.

Tablo 4.3. Kontrol grubuna ait eritrosit membrani kolesterol ve fosfolipid
konsantrasyonlari, ortalama + SE de§erleri

rat no: kan ATP kas ATP kalp ATP KC. ATP beyinATP
1 25.2 1.00 0.39 0.08 0.14
2 25.8 0.98 0.43 0.07 0.10
3 23.9 1.08 0.42 0.10 0.05
4 248 0.63 0.14 0.04 0.03
5 24.9 0.97 0.62 0.07 0.08
6 25.4 1.05 0.48 0.07 0.09
7 25.9 0.98 0.37 0.12 0.09
8 245 0.74 0.24 0.07 0.07
9 252 0.72 0.26 0.09 0.07
10 259 0.77 0.41 0.08 0.08
1 25.3 0.76 0.35 0.07 0.18
12 23.9 0.98 0.43 0.07 0.18
ortalama 25.0 0.89 0.38 0.08 0.10
ortanca 25.2 0.98 0.40 0.07 0.09
SE 0.2 0.04 0.04 0.01 0.01
birim umol/dl umol/g pumol/g umol/g umol/g

Tablo 4.4. Deney grubuna ait kan ve ¢esitli dokularda ATP konsantrasyonlari,
ortalama + SE degerleri
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rat no: kolesterol TG AST CK LDH
1 43 60 144 1725 1969

2 44 59 188 394 1079

3 46 32 95 261 516

4 43 78 83 668 532

5 40 56 244 1101 1020

6 40 58 152 446 1032

7 44 69 89 626 788

8 48 47 210 499 1962

9 49 45 178 833 1000

10 43 38 191 966 1050
11 51 73 133 709 1187
12 42 50 236 1482 1624
ortalama 44 55 162 809 1147
ortanca 44 57 183 688 1041
SE 1 4 16 128 139
birim mg/dl mg/di U/L U/L U/L

Tablo 4.5. Deney grubuna ait cesitli parametrelerin plazma konsantrasyonlari,
ortalama + SE degerleri

rat no: kolesterol fosfolipid kolesterol/fosfolipid

1 0.02 3.90 0.01

2 0.02 2.39 0.01

3 0.02 2.91 0.01

4 0.02 219 0.01

5 0.02 3.56 0.01

6 0.02 4.47 0.01

7 0.03 242 <0.01

8 0.03 0.84 0.04
ortalama 0.02 283 0.01
ortanca 0.02 2.65 0.01

SE 0.00 0.40 0.00

birim umol/mg pr. umol/mg pr. umol/mg pr.

Tablo 4.6. Deney grubuna ait eritrosit membrani kolesterol ve fosfolipid
konsantrasyoniari, ortalama + SE degerleri
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birim kontrol deney p<...
grubu grubu

kan ATP umol/di 49.4+1.5 251+02 0.01
kas ATP umol/g 0.73+0.05 0.89+0.04  _
kalp ATP umol/g 0.3£0.02 0.38:0.04 _
KC. ATP umol/g 0.08+0.00 0.08+0.01  _
beyin ATP umol/g 0.09+0.01 0.1:£0.01 _
kolesterol mg/dl 67+3.06 44+1.0 0.01
TG mg/dl 94+5.97 55+4.0 0.01
AST U/L 130+21 161+16 _
CK* U/L 418+218 688+128 _
LDH U/L 656+90 11461138 0.05
er.memb.kolesterol umoi/mgpr. 0.1+0.01 0.02+0.0  0.01
er.memb.fosfolipid* umol/mgpr. 1.84+0.32 265+04 0.01
er.memb.kol/fos. umol/mg pr. 0.05+0.03 0.01+t0.0 0.01

Tablo 4.7. Kontrol grubu ve deney grubuna ait tim parametrelerin ortalama + SE
degerleri, farkliliklarinin istatistiksel anlamlari (p<...) (CK ve eritrosit membran
fosfolipidi i¢in bimodal dagilim nedeniyle ortanca degerler verilmigtir.)

Grup Parametreler r= p<...

deney grubu  plazma kolesterol - eritrosit membran kolesterol 0.720 <0.05
deney grubu  plazma kolesterol - eritrosit membran fosfolipid -0648 <0.05
deney grubu  plazma kolesterol - er. memb. kol./er. memb. fos. 0.851 <0.05
kontrol grubu plazma CK - er. memb. fosfolipid 998 <0.05

Tablo 4.8. Plazma kolesterold, eritrosit membrani lipid kompozisyonu ve plazma CK
aktivitesi arasindaki korrelasyonlar

Tablo 4.7.'de 6zetlenen istatistiksel analizlere bakildiginda:

e HMG CoA reduktaz inhibitérleri verilen deney grubu ile kontrol grubu
karsilagtinldiinda kan ATP konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gére anlamli
derecede dugtugua gdzlenmigtir (p<0.01).

o Kas, karacider, kalp ve beyin dokularindaki ATP konsantrasyonlari icin deney
grubu ve kontrol grubu arasinda anlamii bir fark gézlenmemistir.

o Simvastatin verilen grupta plazma kolesterol ve ftrigliserid konsantrasyonlarinin
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli derecede dustugu gérilmektedir
(p<0.01).

e Plazma enzim dizeylerine bakildiginda, deney grubu ile kontrol grubu arasinda CK
ve AST dizeylerinde anlamh bir degisiklik bulunmazken, LDH konsantrasyonlari
belirgin olarak yUksek bulunmustur (p<0.05).
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e Deney grubu ve kontrol grubunun eritrosit membrani lipid komponentleri
kargilastinidiginda membran kolesterolinin dustaga (p<0.01), membran fosfolipid
konsantrasyonunun arttigi (p<0.01) ve sonug¢ olarak membran kolesterol / fosfolipid
oraninin distugu (p<0.01) gbézlenmistir.

Deney grubu icinde korelasyon analizleri yapildiginda:

¢ Plazma kolesteroll ile eritrosit membran kolesterolll ve kolesterol / fosfolipid orani
arasinda pozitif korelasyon (sirasiyla r = 0.720, r = 0.851) gézlenmistir.

e Plazma kolesterolli ile eritrosit membrani fosfolipid konsantrasyonu arasinda ise
negatif korelasyon (r = -0.649) bulunmustur.

Kontrol grubu iginde korrelasyon analizi yapildiginda;

e Plazma CK konsantrasyonu ile eritrosit membran fosfolipidi arasinda kuvvetli
negatif korrelasyon (r=-0.998, p<0.05) saptanmustir.

Ayrica ratlarin genel durumu izlendiginde:
¢ Deney grubundaki ratlarin 2 tanesinde kilo kaybi ve dorsal alopesi gériimustar.

e Deney grubundaki tum ratlarda simvastatin tedavisinin 21. gininden sonra asiri
hareket ve saldirganiik gézlenmistir.
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TARTISMA

Yuksek kolesterol duzeyleri ile kardiyak mortalite riski arasindaki iligki uzun yillardir
bilinmektedir. NCEP koroner arter hastaligi riskinin azaltiimasi icin total ve LDL
kolesterol duzeylerinin dustrilmesini énermektedir. Bu amacla ABD’de erigkinlerin
%7'si HMG CoA reduktaz inhibitérlerini kullanmaktadir. Ancak 1970’lerde dusik
kolesterol dizeylerinin bircok istenmeyen sonuglari oldudu, nonkardiyovaskuler
nedenlere, 6zellikle kansere badli mortalitede artisa yol actigi bildiriimis ve bu
iliskinin dogrulugunu ve nedenlerini aragtiran ¢aligmalar yapiimigtir (35, 57).

Bu calismalarda 2 sorunun cevabi bulunmaya calisiimigtir:

1. Cok dustk kolesterolli kisilerde nonkardiyovaskiler mortalite artmakta midir,
yoksa dlsuk kolesterol dizeyleri nonkardiyovaskuler mortalitenin nedeni degil
sadece bir korrelati midir?

2. ileri surtilen nonkardiyovaskuiler mortalitedeki artis kolesterolin bagka nedenlerle
distklugine mi yoksa kolesterol dugurmek i¢in kullanilan ilaglarin beklenmeyen
etkilerine mi baghdir?

Biz kolesterol duslruct tedavi olarak insanlarda en sik kullamlan HMG CoA
reduktaz inhibitérlerini ratlara bir ay boyunca oral gavajla vererek serum kolesteroli
Gzerindeki amaclanan etkisine ek olarak olasi yan etkilerini inceledik. ilag verdigimiz
ratlarin plazma kolesterol ve TG duzeylerinde beklenecegi gibi kontrollere gére
anlamli derecede disme gézlendi (p<0.001).

Simvastatin alan ratlarda plazma kolesterolindeki digmeye paralel olarak eritrosit
membrani kolesterol icerijinde dusme bulduk. Ayrica bu etilerine ek olarak
simvastatim alimi ratlarda eritrosit membrani fosfolipid iceriginde artisa yol agti.
Kolesterol biyosentezinin simvastatin tarafindan inhibisyonunun hem plazma
kolesteroliinde hem de hiicre membraniarinin kolesterol igeriginde digmelere yol
acmasi beklenen bir durumdur. Eritrosit membrani fosfolipid i¢eriginin artmasi ise
muhtemelen membran  kolesteroliindeki  digmeye  sekonderdir.  Hicre
membranlarinin lipid kompozisyonundaki %100°U agan bu degismelerin (tablo 4.7)
fonksiyonel sonuglarinin  olmamasi uzak bir olasiliktir. Membranilarda
kolesterol/fosfolipid oranindaki digmenin akigkanlikta artigsa yol actigi bilinmektedir.
Maymun beyninde sinaptik membranlarin kolesterol ve fosfolipid igeriklerinin
degistiriimesi ile akiskanlkta %10’luk bir degisikligin bile serotoninin reseptérune
baglanmasini ve hicrelere alinmini etkiledigi gésterilmistir (46). Bazi arastiricilar
serum kolesterolundeki azalmaya bagli olarak beyin hicrelerinde membran
kolesterolinin azaldigini, lipid mikroviskozitesinin dlserek beyin hicrelerine
serotonin girisinin azaldigint ve bu nedenle dusik kolesterolin depresyon yaratici
etkisi olabilecegini 6ne surmuglerdir (40, 42, 45, 47). Obes kadinlarda eritrosit
membrani fosfolipid kompozisyonundaki degisimin instlin resistansina yol actigi
duyurulmustur (58). Bagka bir calismada simvastatin verilen ratlarda kas hicreleri
icine klor iletiminin azaldigi, potasyum iletiminin ise arttigi bulunmustur (54). Bu
degisikliklerin doza ba@mh oldugu ve siklosporin-A gibi HMG CoA rediktaz
inhibitdrlerinin atilimini yavaglatan ilaclarin birlikte kullanimiyla arttigi bildirilmigtir.
Rat iskelet kasi hucre kultrierinde simvastatin 1-5 umol/L konsantrasyonlarda hiicre
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hasari, 25 pmol/l'de ise hiicre 6lUmu yaratmigtir (59). insanlarda bes aylik

simvastatin tedavisi sonunda eritrositlerde membran agil zincir dagiiminin degistigi
duyurulmustur (60).

Toplumda dusik plazma kolesterol ile nonkardiyovaskuler nedenlerden 61Um siklid
arasinda varligt duyurulan pozitif korrelasyonun bir neden-sonug iligkisini yansitip
yansitmadigi henuz agik degildir. Ornegin sigara icenler ve alkol kullananlarda kaza
ve intihar sonucu 6limin daha sik goéraldugu bildirilmistir (44). Bu sekilde élen
kigilerde siklikla dUsik plazma kolesteroll de bulunmustur. Ancak kolesterol
disUkIGga ile belirtilen nedenlere bagll 6lumler arasinda dogrudan bir iligki
bulunmamig, 6lime yol agan nedenin asil kolesterol dusuklugu degil, sigara icimi ve
alkol kullanimr oldugu belirtilmigtir (44). Koroner damar hastalari arasinda yapilan bir
¢alismada plazma kolesteroli 160 mg/dI’'nin altinda olan 595 kisi, 160 mg/dI'nin
Uzerinde olan 10.968 kigi ile kargilagtinlarak 3.3 yil izlenmisler, dusik kolesterolii
grupta nonkardiyovaskiler nedenlerden o6lum sikigi iki kattan fazla artmis
bulunmustur (61). Bu nonkardiyovaskiler 6lum nedenleri icinde kanser (%41) ve
karaciger hastaliginin (%18) basta gelmesi bu grubun sigara ve alkol kullaniminin
daha sik olabilecegini, kolesterol dusukitgunun belki de bu durumdan kaynaklanan
beslenme farkhiliklar ile iligkili olabilecegini dustundurmektedir. Nitekim plazma
kolesterolli dlglk olan 7735 kigi ile yapilan bagka bir calismada nonkardiyovaskuiler
6lumlerin agirlikli olarak sigara ve alkol kullamimi ile baglantili oldugu, kolesterol
dusukiigunin ancak bir gosterge olabilecedi belirtilmigtir (37). Ancak bizim
calismamaizda ve yukarida anilan ¢alismalarda da goraldugu gibi simvastatin hiicre
membran kompozisyonunu belirgin bicimde degistirmektedir. Bu degisikliklerin
fonksiyonel sonuglarl ve ilaci kullanan hastalardaki olasi istenmeyen etkileri bagka
calismalarla belirlenmelidir.

Bu calismadaki beklenmedik bir bulgu kontrol grubu ratlarda eritrosit membrani
fosfolipid icerigi ile plazma CK aktivitesi arasinda gézledigimiz cok kuvvetli invers
korrelasyondur (tablo 4.8, r=-0.998, p<0.05). Bilgilerimize gére béyle bir iliski daha
6nce duyurulmamigtir. Plazma CK aktivitesi buylk oranda kas hicreleri hasarini
yansitmaktadir. Eritrosit membrani lipid kompozisyonu kas hiicre membranlarininki
ile korrelasyon gésteriyor ise belki de membran fosfolipid igerigindeki dusukluk kas
hiicrelerinden ekstrasellUler sivi ve kan plazmasina CK kagigi ve kas hiicre hasari
ile birlikte gorulmektedir. Bu yénden ilging bir bulgu Duchenne Muskuler Distrofili
hasta ve genetik taglyicilarda eritrosit morfolojisinin membran fosfolipid kompozisyon
degisikligi ile iligkili tipik bir morfoloji (echinocyte) gésterme sikh§inin artmasi ve
bunun tagiyicilarin tanisinda kullanilabileceg@inin duyurulmus olmasidir (62). Kontrol
grubu ratlarda eritrosit membran: fosfolipid icerigi ile plazma CK aktivitesi arasinda
kuvvetli bir invers korrelasyon bulurken deney grubu ratlarda bunun gériinmemesi
yine simvastatin alinimin membran lipid kompozisyonunu ve fonksiyonlarini
etkilemesi ile uyumlu olarak yorumlanabilir. Eritrosit membrani fosfolipid icerigi ile
plazma CK aktivitesi arasindaki iligkinin insanlarda da aragtiriimasi yararli olacaktir.

Biz caligmamizda, birgok yayinlarda belirtilen statin kullanimina bagl olugan
ubikinon dizeyindeki dususin ubikinonun mitokondriyal elektron transport
zincirindeki roltl nedeniyle ATP diglsUne de yol acip agmadigini aragtirmak istedik.
Bu amagla simvastatin verdigimiz ratlarin beyin, kas, kalp, karaciger dokularinda ve
kanda ATP duzeylerini calistik. Kan ATP duzeylerinde kontrollere gére istatistiksel
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olarak anlamh bir digme gézlenirken (p<0.01) doku ATP dizeylerinde anlamh bir
degisiklik saptanmadi. Ne var ki deney ve kontrol grubu ratlarin dokularinda
6lctugimiuz ~ ATP  konsantrasyonlari hem bu hayvanlarin  kanlarinda
buldukarinmizdan (tablo 4.1 ve 4.4), hem de bagkalarinca normal rat dokulari igin
duyurulmus olanlardan (53) ¢ok daha disik bulundu. Olgiimler igin yeni alinmig taze
kan orneklerini kullanirken dokulari -70°C’de sakladiktan (yaklagik iki hafta) sonra
kullanmig olmamiz belki de bu iglemler ve stirede ATP molekullerinin pargalanip
kaybina yol agmig olabilir. Ayrica kanda eritrosit ve lokosit sayimlari yapmamis
olmamiz nedeniyle bu c¢alismanin sonucglarindan hicre ve dokulardaki ATP
konsantrasyonlari hakkinda dogrudan karar vermek mimkin degildir. Ancak
simvastatin alan ratlarda total kandaki ATP konsantrasyonlarinda gérilen anlamli
disme ilacin en azindan bazi dokularda ATP konsantrasyonunu azaltici etki
gdsterdigini disindirmektedir.

Caligmamizda kontrol grubu ratlarda simvastatin alanlar arasinda gérilen diger
farkhliklar ilag alan ratlarda gézlenen asir hareketlilik ve huysuziuk ile yine bu
ratlarin serum LDH aktivitesindeki artigtir. Deney grubu ratlardaki asiri hareketlilik ve
huysuzlugun ilacin etkisi mi oldugu yoksa sadece gavaj isleminden hayvanlarin irrite
olmalarindan mi kaynaklandigi c¢alismamizin sonuglarindan séylenemez, c¢lnku
calismamiz plasebo verilen bir grubu icermemektedir. Ayni nedenle deney grubunda
gorulen LDH yukselmesinin ilaca bagl bir doku hasarini mi yoksa gavaj isleminin
sonugclarini mi yansittigina karar vermek mevcut verilerle mumkin degildir.

HMG CoA rediktaz inhibitérlerinin zararli olup olmadiklarinin disinda maliyetleri de
tatigiimaktadir. NCEP’ye gére LDL kolesteroltl 160mg/dI'nin Uzerinde olan kigilerin
tedavi edilmesi gerekmektedir (63). Bu da ABD’deki erigkinlerin %11’ini kapsar ve yil
bagina maliyeti 5,2-11,1 milyar dolardir. Kolesterollin dtgurtlmesi yerine koroner
arter hastaligi riskini azaltici bagka tedavilerin uygulanmasi hem maliyeti azaltacak,
hem de yan etkileri 6nleyecektir. Ornegin aspirin, riski %33 azaltirken, maliyeti
2%/y\, Gstrojen replasman tedavisi riski %35 azaltirken, maliyeti 135%/yildir.
Antihipertansifler riski %4 azaltirken maliyeti sifir sayilabilir cinkl hipertansiyonu
olan hastaya zaten verilmektedir. Statinler ise KAH riskini %30 azaltirlar ve maliyeti
600%/yil'dir.

Son yillarda kolesterol sentezinin daha ileri bir basamakta inhibe edilmesi igin
calismalar yapiimaktadir. Kolesterol ve ubikinon sentez yolunun dallanma noktasinin
altinda etkili bir enzim olan squalen sentazi inhibe eden, ve squalestatin adi verilen
ilaglarin geligtiriimesi nonsterol izoprenoid sentezini koruyarak statinlerin neden
oldugu yan etkileri énleyebilecektir.

Bu caligmada elde edilen ve yukarida tartisilan bagka veriler HMG CoA rediktaz
inhibitorlerinin hiicre membran lipid kompozisyonunu degstirdiklerini géstermektedir.
Bu veriler membran fonksiyonlarinda degismelere ve hicrelerde ATP olugsumunda
muhtemel bir digmeye de isaret etmektedir.
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OzET

Yuksek kolesterol konsantrasyonlari ile kardiyak mortalite riski arasindaki pozitif
korelasyon nedeniyle kolesterol diizeylerinin dusurGlmesi icin ¢ok cesitli tedaviler
uygulanmaktadir. Bu tedavilerden en sik kullanilani HMG CoA rediktaz
inhibitdrleridi,. HMG CoA redlUktaz inhibitérleri ile tedavi sirasinda kanser,
depresyon, intihar gibi gesitli nonkardiyovaskuler nedenlere bagh mortalitenin arttigi
bildirilmigtir. HMG CoA rediktaz inhibitérleri, HMG CoA reduktaz enzimini kompetitif
olarak inhibe ederek mevalonat sentezini azaltirlar. Mevalonat diger bazi izopren
bilesiklerinin de prekirsérudir ve HMG CoA reduktaz inhibitérleri ile tedavi sirasinda
serum ubikinon duzeylerinin dustugu bircok calismada gosterilmigtir. Ubikinonun
elektron transport zincirindeki roli nedeniyle, bu ilaglarla tedavi sirasinda ATP
olusumunun etkilenip etkilenmedigi agikiik kazanmamistir.

Biz caligmamizda ratlara 4 hafta boyunca simvastatin vererek kanda ve cesitli
dokulardaki ATP konsantrasyonlarina etkilerini aragtirdik. Ayrica kolesterolin,
sadece strikturel olmakla kalmayip fonksiyonel rolt de olan membran yapisindaki
O6nemi nedeniyle, eritrosit membraninin lipid kompozisyonundaki degisiklikleri
inceledik.

Ratlarda simvastatin  kullannmi  ile  plazma kolesterol ve ftrigliserid
konsantrasyonlarinda anlamii  bir dusme gézlendi (p<0.01). Kan ATP
konsantrasyonlan kontrollere gére istatistiksel olarak anlamh derecede dusiuk
bulundu. Analiz yapilan plazma enzimlerinden sadece LDH'da anlamh derecede
artlg saptandi (p<0.05). Eritrosit membran komponentlerinde ise kolesteroliin
distaga (<0.01), fosfolipid duzeyininin arttig (p<0.01) ve kolesterol / fosfolipid
oraninin dustugu gézlendi (p<0.01). Orandaki dustgle plazma Kkolesterol
konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon saptandi (r = 0.851).

Bu ¢alismada halen klinikte kullaniimakta olan bir HMG CoA reduktaz inhibitéri olan
simvastatinin htcre membran lipid kompozisyonunu ve muhtemelen membran
fonksiyonlari ile ATP jenerasyonunu etkiledigine iligkin bulgular elde edildi.
Ratlardaki bu bulgular ilaci kullanan hastalardaki olasi yan etkilerin dederlendirilme
calismalarinda yol gésterici olabilir.
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