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1. GIRIS VE AMAC

Homosistein [Hcy; HSCH2CH2CH(NH2)CO2H, 2-amino-4-merkapto butirik
asit] serbest stilfhidril grubu tasiyan 135.2 dalton agirhiginda kiikiirtlii bir amino asittir. Hcy
diyetle alinmaz ve wviicuttaki tek kaynagini esansiyel bir aminoasit olan metiyonin
aminoasidinin demetilasyonudur. Hiperhomosisteinemide genetik bozukluklar yaninda
kazanilmig patolojiler de yer almaktadir. Toksisite ve beslenme yetersizliginden kaynaklanan
hiperhomosisteinemi  dikkati ¢ekmektedir. Hcy’nin plazma seviyesinin  yiikseldigi
durumlarda; arteryel tromboz, miyokard infarktiisii, inme, vendz tromboz ve kronik renal
yetersizlik olustugu bildirilmistir (45,46). Hcy vaskiiler diiz kas hiicreleri igin ayn1 zamanda
giiclii mitojenik etkiye sahiptir. Ayrica Hcy, endotelden nitrik oksit sentaz (NOs) salinimini
ve nitrik oksit olusumunu (NO) azaltir (17). NO’in endoteliyal {iretiminin bozulmasi sonucu
endotel, oksidatif hasara maruz kalir ve endotel fonksiyon bozuklugu olusur. Ayrica Hcy

lipid peroksidasyonunu artirir (64).

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA) NO sentezini saglayan NOs enziminin endojen
yarigmall inhibitoridiir. Yiikselmis ADMA seviyesi endotel fonksiyon bozuklugunun bir
gostergesidir. Ayrica kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditeyi tahmin etmede de
kullanilabilir. Endotel fonksiyon bozuklugu aterosklerozun erken evresini gdstermektedir.
ADMA ve Hcy’in metabolizmalar: arasinda ortak yolaklar mevcuttur. ADMA nin sentezinde
protein arjinin N-metiltransferaz (PRMT) tip 1 enzimi gorev almaktadir (34). PRMT tip 1
enzimi metil donérii olarak S-adenozilmetiyonini (SAM) kullanarak reaksiyonu
gerceklestirmektedir. ADMA iki metil grubu icerir. ADMA sentezi sirasinda Hcy olusur.
Metiyoninden Hcy olusumu sirasinda S-Adenozil metiyonin (SAM) metil grubu vericisi
olarak kullanilir. ADMA nin metil gruplarinin Hcy dongiisiinden gelmektedir (38,39). Bu
sayede her iki tepkime birbirini tetikler (35).

Hcy proteinlerin yapilarin1 bozar. Oksidatif stresi artirarak protein pargalanmasini
artirir. Hcy metillenmis proteinlerden serbest ADMA’nin salinimini artirir. Dimetilarjinin
dimetil amino hidrolaz (DDAH) enzimi ADMA’y1 metabolize eder. Hcy bu enzim aktivitesini
de inhibe ederek ADMA konsantrasyonlarinin artmasina neden olur (38).

Uciincii jenerasyon yiiksek selektiviteye sahip B1-boker olan nebviolol etkisini L-

arjinin / NO yolu tizerinden vazodilatasyon yaparak gostermektedir (78,81). Yapilan deneysel



caligmalarda endotel kaynaklit NO’nun nebviololiin uyardig1r vazodilatasyonda 6nemli rol
oynadigimi ortaya konmustur. Nebivolol hiicre proliferasyonunu azaltir. Nebivololiin intima
hasarmi 6nledigi gosterilmistir. Endotel hasar1 sonrasi olusan intimal hiperplaziyi ve darligin
yeniden olusumu ihtimalini de azalttig: bildirilmistir (56).

Bu calisma, ratlarda kisa donem hiperhomosisteineminin yol agtigi endotel
fonksiyon bozuklugunun nebivolol tarafindan onlenip Onlenemeyecegini ortaya ¢ikarmak
amaciyla tasarlandi. Bu amagla ratlarin kalp ve torakal aort dokularindan alinan patolojik

kesitler ve serumlarindan elde edilen biyokimyasal veriler kullanilda.

Anahtar Kelimeler: Hiperhomosisteinemi, nebivolol, asimetrik dimetilarjinin,
nitrik oksit, antioksidan, endotel disfonksiyonu, kardiyomyosit dejenerasyonu, histopatoloji,
malondialdehit, glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz,

katalaz, transforming biiylime faktor beta-1, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Homosistein

Homosistein [Hcy; HSCH2CH2CH(NH2)CO2H, 2-amino-4-merkapto butirik
asit] serbest siilthidril grubu tasiyan 135.2 dalton agirhiginda kiikiirtlii bir amino asittir.
Tarihte ilk defa 1932 yilinda de Vigneaud tarafindan tanimlanmistir (1). Hey diyetle alinmaz
ve viicuttaki tek kaynagini esansiyel bir aminoasit olan metiyonin amino asidinin

demetilasyonu olusturur (2).

2.1.1. Homosistein Metabolizmasi

Hcy remetilasyon ve transsiilfiirasyon yollar1 ile metabolize edilmektedir. B12, B6
vitamini ve folik asit bu reaksiyonlarda yer alan oOnemli ajanlardir (sekil 1).
Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi remetilasyon yolunda gorevli enzimlerden
bir tanesidir. MTHFR enzimi 5,10-metilen tetrahidrofolatin 5-metil tetrahidrofolata
doniistimiinii saglar. MTHFR enziminin kofaktorii olarak folik asit kullanilir. 5-metil
tetrahidrofolattan metionin sentaz (MS) enzimi ile tetrahidrofolat olusumu saglanir. MS
enziminin kofaktorii olarak B12 vitamini gorev alir. Transsiilfiirasyon yolunda ise Hcy’den
sistatyonin olusurken sistatiyonin beta sentaz (CBS) enzimi kullanilir. CBS enziminin
kofaktorii olarak B6 vitamini gorev alir (sekil 1) (4).

Remetilasyon reaksiyonlar1 doyuma ulastiginda veya organizmada sistein ihtiyaci
ortaya ciktiginda, transsiilfiirasyon yollar1 ile sistatiyonin beta sentaz enzimi ile Hcy,
sistatyonine ¢evrilir. Ardindan da sisteine hidroliz olur ve sistein idrar ile atilir veya protein
sentezinde kullanilir (3). Metiyonin ve sistein standart aminoasitler arasinda siilfiir atomu
igeren Ozgiil aminoasitlerdir. Metiyonin tiirevi S-adenozil metiyonin, enzimatik tepkimelerde
metil grubu vericisidir. Metiyoninin viicutta fazla ve uygunsuz doéniisiimii ateroskleroza yol
acabilir. Sistein yapisinda fonksiyonel bir thiol grubu bulundurur. Thiol gruplarinin okside
olmastyla iki sistein arasinda disiilfit bagi meydana gelir. Bu bagin olusumu geri ¢evrilebilir
bir tepkimedir. Disiilfit baglarin1 olusturabilmesi sebebiyle sistein bir¢ok proteinin {i¢ boyutlu
yapisinin olusturulmasinda gorev alir. Disiilfit kopriisii ad1 verilen kovalent baglar genelde

ayni polipeptid zincirinde birbirinden uzakta bulunan veya iki farkli polipeptid zincirine ait


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Thiol&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dis%C3%BClfit&action=edit&redlink=1

sisteinler arasinda kurulur. Ozellikle hiicre disinda fazlaca fiziksel ve kimyasal etki altinda
kalan proteinlerin karmasik yapilarini korumalari, bu disiilfit kopriileri sayesinde olmaktadir
(3,4). Ayrica glutatyon sentezine de baktigimizda, y-glutamil-sistein sentaz ve glutatyon
sentaz enzimlerinin katalizledikleri ardisik reaksiyonlar ile glutatyonun, glutamat, sistein ve
glisin aminoasitlerinden olustugu goriilir. Burada sistein hiz sinirlayict substrattir (67). Bu

fizyolojik yolaklar Hcy metabolizmasini agiklamaktadir.
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Sekil 1: Homosistein metabolizmasi, transsiilfiirasyon ve remetilasyon yolaklar

(4).

2.1.2. Hiperhomosisteinemi

Hiperhomosisteinemi plazmadaki Hcy seviyesinin 15 mmol/L den yiiksek
olmasina denir. Normal aglik plazma total Hcy konsantrasyonu 5-15 mmol/L olup, 15-30
mmol/L  hafif derecede hiperhomosisteinemi, 30-100 mmol/L orta derecede
hiperhomosisteinemi ve 100-500 mmol/L agir derecede hiperhomosisteinemi olarak
tanimlanir. (Tablo 1) (5,6).



Tablo I: Hiperhomosisteinemi dereceleri.

Hafif Derecede Hiperhomosisteinemi 15-30 mmol/L
Orta Derecede Hiperhomosisteinemi 30-100 mmol/L
Agir Derecede Hiperhomosisteinemi 100-500 mmol/L

2.1.3. Plazma homosistein diizeyini artiran faktérler:

2.1.3.1. Genetik:
Vitamin B12 transport veya koenzim sentez bozuklugu
Metiyonin sentaz enzim eksikligi
MTHFR enzim defekti
Down sendromu
CBS enzim defekti

2.1.3.2. Yasam Tarzi:
Kafein alimi1
Sigara kullanimi1

Sedanter yasam

2.1.3.3. Fizyolojik:
Glomertiler filtrasyon hizinda azalma
Erkek cinsiyet
Menapoz
Yaslilik

2.1.3.4. llaglar:
Nitrdz oksit (metiyonin sentaz inaktivatorii)
Dihidrofolat rediiktaz inhibitorii (metotreksat)
Vitamin B12 antagonistleri

Antiepileptikler (fenitoin, karbamazepin, valproik asit, lamotrijin, primidon)




Folat antagonistleri (fenitoin, karbamazepin)
Vitamin B6 antagonistleri (metilksantin)

Digerleri (L-dopa, kolestiramin, niasin)

2.1.3.5. Hastaliklar:
Kronik bobrek yetersizligi
Pernisiy6z anemi (vitamin B12 eksikligi)
Folat eksikligi
Vitamin B6 eksikiligi
Hipotiroidi
Diyabetes mellitus
Akut lenfoblastik 16semi
Psoriazis (7-9)

2.1.4. Hiperhomosisteinemi ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar Ile Baglantisi

Hiperhomosisteinemi ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile baglantisini ilk defa 1969
yilinda McCully tarafindan ortaya atilmistir (10). Homosistiniirisi olan ve plazma Hcy
konsantrasyonu yiiksek iki c¢ocukta McCully’nin yaptigi otopsiler, ¢ocuklardaki  genis
arteriyel tromboz ve ateroskleroz belirtilerini ortaya koymustur.(5,9) Yaptigi arastirmalar
sonucunda McCully, artmig plazma Hcy inin aterosklerotik vaskiiler hastaliklarin sebebi
olabilecegini ileri stirmiistir (5,9,11,12).

McCully nin ardindan bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. 2010 yilinda Page ve ark.
kadin hasta grubunda yapmis olduklar1 prospektif bir ¢alismada hiperhomosisteineminin
myokard infarktiisii i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (13).

Hcy fizyolojik ph’da kolaylikla disiilfiirlere yiikseltgenir ve bu tepkime sirasinda
stiperoksit radikal anyonlar1 ve hidrojen peroksit tretilir. Bu serbest oksijen radikalleri de
LDL oksidasyonuna neden olabilir (5,6,14). Ayrica Hey’in oksidasyonu sonucu olusan Hcy-
tiyolakton, intimal makrofajlar tarafindan alinmakta ve ateromatoz plak iginde kopiik
hiicreleriyle birlesmekte ve vaskiiler hasara neden olmaktadir (15).

Ronald ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada orta derecede hiperhomosistinemi

olusturulduktan sonra hayvanlarda mega arter sendromu adini verdikleri tablonun gelistigi



gosterilmistir(16). Bu hayvanlarda aortun dilate goriiniimii, arterlerin genislemis reaktif
hiperemisi ve hipertansiyon dikkati ¢ekmektedir. Ayrica arteriyel diiz kas hiicrelerinin
hipertrofisi yani sira, arterlerde elastik lamina ayrismalar1 da gézlenmistir. Boylece yiikselmis
Hcy’in vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu kolaylastirabilecegi one siirtilmiistiir (16).

Lentz ve ark. yapmis oldugu bir baska caligmada hiperhomosisteinemili hayvan
ve insan endotel hiicrelerinde yeterli NO iiretiminin olmadig1 gdsterilmistir. Hcy’in NOs‘1
inhibe ederek endotel bagimli vazodilatasyonu 6nledigi varsayilmistir (17).

Bellamy ve ark. yaptig1 calismada oral metiyonin yiiklemesi ile saglikli insanlarda
olusturulan hiperhomosisteineminin, kol arterinin akim bagimli dilatasyonunu azalttig
gosterilmistir (18).

Saglikli endotel hicrelerinin NO {iretimi yaparak Hcy‘i detoksifiye ettikleri
belirtilmektedir. NO, oksijen varliginda Hcy ile birlesir ve S-nitrozohomosistein olusturur. S-
nitrozohomosistein ise giiglii bir trombosit inhibitorii ve vazodilatatordiir. Hcy, NOs’1 inhibe
ederek NO diizeyini azaltip S-nitrozohomosistein olusumunu azaltacaktir. Boylece Hcy
detoksifiye edilmeyecek ve toksik etkilerini gosterebilecektir (19).

Serumda yiikselmis Hcey diizeyleri, endotel hiicresi yiizeyindeki trombin reseptorii
olan trombomodilinin aktivitesinin azaltir. Boylece protein C aktivasyonunu inhibe ederek
endotel tarafindan heparan siilfatin ekspresyonunun baskilanmasina ve antitrombin Il
aktivitesinin azalmasma yol agar (20). Lentz ve ark. yapmis oldugu c¢alismada
hiperhomosisteinemik insan umblikal kord endotel hiicrelerinde von Willebrand faktor
tiretiminin azalmis oldugunu ortaya koymuslardir (20).

Midorikawa ve ark. yapmis oldugu insan endotel hiicre kiiltiirii ¢alismasinda Hcy
artisinin  endotel hiicrelerinde doku faktoriiniin aktivitesini artirdigi, doku plazminojen
aktivatoriiniin reseptoriine (annexin II) baglanmasint azalttigi ve endotel hiicrelerinde faktor
V’in aktivitesini artirdigin1 gostermistir. Annexin II baglanmasinin azalmasi ve plazminojen
aktivator inhibitoriiniin artmast ile fibrinolitik aktivitesinin de azaldigi gosterilmistir (21).

Harpel ve ark. yapmis oldugu labaratuvar ¢alismasinda Hcy’nin, lipoprotein a’nin
fibrine olan affinitesinin artirdigin1 géstermistir. Lipoprotein a, fibrin iceren molekiiller ve
hiicrelerin baglanma bdlgeleri igin plazminojenle yarisarak fibrinolizi azaltir. Bu bulgular,
artmis Hcy’in pihtilasmaya meyilli durum olusturmasi nedeniyle aterojenik olabilecegini

ortaya koymusur (22).



Durand ve ark. yapmis oldugu rat c¢aligmasinda akut hiperhomosisteineminin
makrojaj kaynakli doku farkdriiniin artigina ve trombosit kiimelesmesinin olugmasina neden
oldugunu gostermislerdir (23). Ayrica Harker ve ark. yapmis oldugu maymunlar tizerindeki
calismada subendotelyal matriksin, Hcy bagimli endotel hasarina maruz kaldigmmi ve bu
durumun trombosit aktivasyonuna yol actigini gostermislerdir (24). Bu etkiler birlestiginde
trombin olusumu kolaylasmakta ve tromboza meyilli bir ortam olusturmaktadir (25).

Hcy metabolizmasinda, Hcy’nin adenozin ile birlesmesiyle S-Adenozil Hcy
olusurken ortamdaki adenozin konsantrasyonu azalmaktadir (26). Adenozin kalp damar
saglig1 igin giigclii bir koruyucu madde oldugu igin plazma konsantrasyonundaki azalma,
koruyucu etkilerini ortadan kaldirarak vaskiiler hasara yol acacaktir (26-28). Adenozinin
vaskiiler koruyucu etkilerine bakildiginda, adenozinin direkt olarak vazodilatasyon yaptigini
gorebiliriz. Indirek etkisi ise renin saliimmini inhibe ederek anjiotensin 11 ve norepinefrin gibi
giiclii vazokonstriktorlerin sentezini bloke etmektir (26). Adenozin ayrica negatif inotropik,
kronotropik ve dronotropik etki gostererek kalbi korur. Adenozin trombosit agregasyonunun
gliclii inhibitoriidiir (26). Adenozin nétrofillerin aktivasyonunu inhibe eden onemli bir
antienflamatuvar ajandir (28). Notrofiller nedeniyle olusan hasara karsi endoteli Kkorur.
Notrofillerde 16kotriyen sentezini ve arasidonik asid sekresyonunu oOnler (29). Ayrica
makrofaj ve monositlerde TNF-a sekresyonunu inhibe eder (30).

Hiperhomosisteinemide azalmis plazma ve intersitisyel adenozin konsantrasyonu
vaskiiler hastalaliklara zemin hazirlamaktadir. Son zamanlarda yapilmis ¢alismalarda ortaya
konmus olan ve  kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii olan
hiperhomosisteineminin etki mekanizmasinin kompleks reaksiyonlar ile ortaya c¢iktigi

gorilmektedir.

2.2 Asimetrik Dimetilarjinin

ADMA ilk olarak 1970 yilinda tanimlanmistir (31). Saglikli bireylerde plazma
ADMA diizeyle 0.2-1.2 mmol/L arasinda bulunmaktadir (33). Vallance ve ark. tarfindan,
ADMA’nin endotelyal nitrik oksid sentaz (eNOs) enziminin endojen inhibitérii oldugu
gosterilmistir (32,33). ADMA’nin sentezinde PRMT tip 1 enzimi gorev almaktadir (34).
PRMT tip 1 enzimi metil dondrii olarak SAM kullanarak reaksiyonu gergeklestirmektedir.
ADMA ¢ yol ile viicuttan wuzaklastinlir . Birinci yol olarak dimetilarjinin

dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi tarafindan sitriilin ve dimetilamine metabolize



edilerek %90 bu yol ile metabolize olur. Ikinci yol olarak renal yol ile degismeden (%5 bu
yol ile) atilir. Ugiincii yol olarak dimetilarginin piriivat aminotransferaz (DPT) enzimi
tarafindan a-ketoasidlere déniistiiriilerek (%5 bu yol ile ) atilir (Sekil 2) (35,36).
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Sekil 2: ADMA sentezi ve yikimi (35).

ADMA, nitrik oksit biyosentezinin major inhibitoriidiir (Sekil 3) (37).
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Sekil 3: NOs enziminin inhibisyonu (34).



ADMA diizeyi kronik bobrek yetmezlikli hastalarda atilimin azalmasi nedeniyle
yiikselmektedir (33,38,39). Ayrica ADMA’nin diizeyini artiran en onemli faktor olarak
hiperhomosisteinemi gosterilmistir. ADMA ve Hcy’in metabolik yolaklar1 birbirleriyle
etkilesmektedir. ADMA’nin metil gruplarinin Hcy dongiisiinden geldigi goriilmektedir (Sekil
4) (38,39).
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Sekil 4: ADMA ve homosisteinin metabolik yolaklarinin birbirleriyle etkilesimi
(38).

Bu nedenler ile hiperhomosisteinemi direk olarak endotel fonksiyon bozuklugu
yaptigi gibi ADMA’nin artisgina da katkida bulunarak endotel disfoksiyonunu
hizlandirmaktadir. ADMA, NOs inhibisyonu yoluyla endotel bagimli gevsemeyi bozar ve kan
basinciin yiikselmesine neden olur. NOs inhibisyonu bobrekleri de etkileyerek sodyum
atilmin1 azaltarak hipertansiyon olusumunu kolaylastirir. ADMA’ya uzun siireli maruziyet,
hedef organlarda hipertansif hasar olusturur ve aterogenezi artirtr. ADMA nedeniyle ortaya
cikan hipertansiyon, sol ventrikiil hipertrofisine yol agar. Ayrica ADMA, kalp hizin1 ve
kardiyak outputu azaltir (40).
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ADMA kronik kalp yetersizligi hastalarinda da yiiksek bulunmustur. Usui ve ark.
yaptig1 ¢aligmada plazma ADMA diizeylerinin, kronik kalp yetersizligi hastalarinda ytiksek
bulundugunu ve kalp yetmezliginin siddeti ile pozitif korelasyon gdsterdigini
gozlemlemislerdir (41). Saitoh ve ark. yaptig1 calismada kronik kalp yetersizligi hastalarinda
akut alevlenme donemlerinde, plazma ADMA diizeylerinin yiikseldigi saptanmistir. Artmis
oksidan stresin kronik kalp yetmezliginin akut alevlenme donemlerindeki ADMA artigina
katkida bulundugu diisiiniilmektedir (42).

Leong ve ark. yaptiklar1 ¢calismada 24 yil boyunca izledikleri kadinlarda ADMA
yiiksekligi ile 6liim, dliimciil olmayan kalp krizi ve inmede pozitif yonde bir iliski oldugunu
gostermiglerdir. Yaptiklart calismada ADMA seviyesinde bazal degerdeki 0.15 pmol/L artisin
24 yillik takipte kardiyovaskiiler riski ortalama %30 artirdigini ortaya koymuslardir (43).

Valkoven ve ark. yaptigi 150 kisiden olusan orta yas insanlarin alindigi bir
caligmada yiiksek ADMA diizeylerinin, akut koroner olay riskini 3.9 kat artirdigi
gosterilmistir (44).

Choa ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada atriyal fibrilasyonlu hastalarda ADMA
seviyesi ile ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler 6liim ya da inme gibi istenmeyen etkiler arasinda
pozitif yonde bir iligki bulunmustur (45).

Zoccali ve ark. son donem bobrek yetmezlikli hastalarda yapmis oldugu
calismada plazma ADMA diizeyindeki iki pmol/L lik artisin kardiyovaskiiler hastalik riskini
%37 artirdig1 gosterilmistir (46).

Boger ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada metiyoninden zengin folatdan fakir
hiperhomosisteinemik diyetle beslenen maymunlarda plazma ADMA ve Hcy diizeylerinin tig¢
kat arttig1 ortaya konmustur (47). Bu maymunlarda ADMA diizeyleri Hcy diizeyleri ile pozitif
yonde korelasyon oldugu goriildii (47). Ayrica oral metiyonin yiiklemesinden sekiz saat sonra
bakilan plazma ADMA ve Hcy konsantrasyonlarinin arttigi, kol atar damarindan bakilan
akim bagiml dilatasyonun %80 oraninda azaldig: tespit edilmistir (48).

Yiiksek plazma ADMA seviyeleri hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi
diyabetes mellitus, periferik arter hastaligi, hipertansiyon, kronik kalp yetersizligi, koroner
kalp hastaligi ile iligkilendirilmistir (39,41,49,50,51).
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2.3 Endotel fonksiyon bozuklugu

Endotel tek katli yassi epitel hiicrelerin yan yana dizilmeleriyle biitiin
kardiyovaskiiler sistemi igten doseyen, vaskiiler diiz kas tabakasi ile dolagimdaki kan arasinda
bulunan endokrin bir organdir (52). Bir insandaki ortalama endotel miktar1 1800 g agirligina
ve 4000-7000 m2 yiizey alanina sahiptir. Endotel kan basinci, pihtilasma ve inflamatuvar
olaylarda rol alan ve homeostazi saglayan aktif bir yapidir. Endotelin 6nemi 1980’de
Furchgott’un yaptig1 ¢calisgmada endotel kaynakli bir vazodilator faktor varhigini kesfetmesiyle
anlasild1 (53).

1986 yilinda Louis Ignarro tarafindan "Endotel kaynakl gevsetici faktér (EDRF)”
ismindeki bu faktoriin, NO oldugu orataya konmustur (53). Endotelin, dolasimla cevre
dokular arasinda yalnizca bir bariyer degildir, ayn1 zamanda fizyolojik ve patolojik uyarilara
yanit olarak vaskiiler hemodinamiyi etkileyen mediyatorlerin de salgilandigi bir organdir
(Tablo I1). Endotel fonksiyon bozuklugu vazodilatator maddelerin biyoyararlanimindaki
azalma ile karakterizedir; en belirgin olan1 ise NO’in azalmasidir (45).

Damar tonusu, inflamasyon, koagulasyon ve oksidasyonda uygun sekilde
diizenlenmezse, damar yapisinda bozulmaya, subklinik ateroskleroza ve Sonugta
kardiyovaskiiler hastaliklara yol agar (54). Bu dengesizlik, endotel fonksiyon bozuklugunun

karekteristigi olan endotel bagimli vazodilatasyonda azalma ile sonuglanir (55).

Kipiik Yag
Hiicreleri Tabakasi OrtaLezyom  Aterom Fibroz Plak  Komplike lezyon

wem Endotef Disfonksiyon wip

Sekil 5: Endotel fonksiyon bozuklugu.
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Tablo Il: Endotel kaynakli mediyatorler.

» Proteinler

v Bliyiime faktorleri (PDGF)
v" Adhezyon molekiiller;
=  JCAM (intraceliiler adhesyon molekiil)
® VCAM (vaskiiler adhesyon molekiil)
v" PECAM (Platelet endotelyal hiicre adhesyon molekiil)
= E-selektin
= P-selektin
v’ Matriks proteinleri;
= Heparan siilfat
v Pihtulasma faktorleri;
»  TF (doku faktorii)
=  -PA (doku plazminojen aktivatorii)
=  PAI-1 (plazminojen aktivator inhibitérii-1)
= TM (doku faktorii)
»  vWF (von Willebrand faktor)
v Antijenler;
= MHC-V (major histocompatibiliti antijeni-V)
v Enzimler;
= ACE

v Reseptorler

» Kiiciik molekiiller

Histamin

Serbest radikaller

EDREF = Nitrik Oksit

Endotel kékenli konstriiktor faktor

Endotelyal kaynakli hiperpolarizan faktér (EKHF)
Adnedozin

C tipi atriyal natriiiretik faktor

Anjiotensin 11

A N N T N N N

Endotelin-1

» Lipidler

v Prostaglandinler (PGI2, prostasiklin, tromboksan-A2)
v Lokotrienler
v PAF (Platelet activating factor)
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2.4 Nitrik Oksit

NO ilk defa 1980’de Furchgott’un yaptigi ¢alismada EDRF olarak saptanmis
ardindan 1986 yilinda Louis Ignarro tarafindan EDRF ismindeki bu faktoriin, nitrik oksit

oldugu orataya konmustur. L-argininden nitrik osit sentaz tarafindan olusturulmaktadir.

Nitrik Oksit Sentezi

NADPH+H NADP
o NOS o
L-Arginin »| -Sitrdlin
o FMN
2 FAD NG
BH,
Ca“/CaM

Sekil 6: NO’in  sentezi (FMN:flavin mono niikleotid, FAD:flavin
adenindiniikleotid, Ca:kalsiyum, CaM:kalmodulin, BH4:tetrahidrobiopterin (57).

NO kisa yar1 omiirlii bir gazdir. NO’nun dokuda, 10-60 saniyelik yar1 Omrii
vardir. NO, kiigiik bir molekiil olmasi nedeniyle hiicre zarlarindan serbestge diflize olabilir.
Daha sonra nitrite pargalanir. NOs etkisiyle L-arjininden sentezlenir. Ik tanimlandigi doku
tipine gore NOs’un {i¢ izoformu bulunmaktadir (35).

1- Endotelyal NOs (eNOs)
2- Induklenebilir NOs (iNOs)
3- Noronal NOs (nNOs)

NOs izoformlar1 bir¢ok doku veya hiicrede bulunabilir. Kanin akis hizinin
artmasi, endotel hiicreleri tizerinde mekanik bir kuvvet (shear stres) olusturarak NO’nun
sentez ve salimmini artirmaktadir. Ayrica epinefrin, norepinefrin, histamin, vazopressin,
asetilkolin, bradikinin, adenozin difosfat, adenozin trifosfat, trombin, insiilin, endotelin ve 5-
hidroksitriptamin gibi molekiiller, endotel hiicre reseptorlerine baglanip fosfolipaz C enzimini
aktive ederek, Ca araciligiyla eNOs enzim aktivasyonuna yol agmaktadirlar. Nitrik oksit;
endotel hiicrelerinde “caveolae”da (hiicre memranindaki invajinasyonlarda) lokalize
endotelyal NOs’un enzimatik etkisiyle prekiirsorii olan L-arjininden sentezlenir. “Caveolin-

1”7, kalmoduline baglanir ve eNOs aktivitesini inhibe eder. Kalsiyumun kalmoduline
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baglanmasi1 , “Caveolin-1”i ayirir ve eNOs’u aktive ederek NO firetimi aktiflenmis olur
(58,59). eNOs tarafindan sentezlenen NO, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ¢oziiniir guanil
siklaza baglanir ve guanilat siklaz enzimini aktive eder. Boylece hiicre igi siklik guanozin
monofosfat (cGMP) artar. cGMP diiz kas hiicresindeki cGMP bagimli protein kinaz G’i
aktive eder ve hiicre i¢i kalsiyum miktar1 azalarak vasodilatasyona neden olur (Sekil 7).

| . | y
Asetilkolmn, sefotonin \_\_,__Z} l\_\___z_/.;)

trombm, brad kmm

- — Shear stress
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Sekil 7: NO in fizyolojisi. GTP: Guanozin trifosfat, cGMP: siklik guanozin
monofosfat (58).

NO, kardiyovaskiiler sistemde, vaskiiler tonus, diiz kas hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu, trombosit adezyonunun ve agregasyonunun ihibisyonu, monosit adezyonunun
inhibisyonu gibi diizenleyici mekanizmalardan sorumludur. Bu nedenle NO antiaterojenik

molekiil olarak nitelendirilmektedir (60).

15



Vazodilatasyon

LDL oksidasyonu Trombosit
o =g o agregasyonu

P
o~

Siiperoksir radikal i@ c_—:.:gm
salimnmi @
Monosit adezyonu

Yumusak doku
proliferasyonu

Sekil 8: NO in gergelestirdigi (koyu ok) ve dnledigi mekanizmalar (61).

2.5 Homosistein, nitrik oksit ve asimetrik dimetilarjinin birbirleri ile olan
iliskisi

ADMA ve Hcy’in birbirleriyle metil transferaz reaksiyonlar1 sirasinda
kargilagsmaktadir. ADMA olusumu, PRMT 1 ve 2 enzimleri tarafindan metillenmis
proteinlerin proteolizinden meydana gelmektedir. PRMT’ler ise bu metilasyon islemlerini
SAM’1n metil dondrliigiinde yapmakta ve SAM’1n metil grubu vermesiyle SAH ve sonugta
Hcy ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica Hcy, dimetilarjinin dimetil amino hidrolaz enzimi
inhibisyonuna da neden olur. Hcy bu enzim aktivitesini inhibe ederek ADMA

konsantrasyonlarinin artmasina neden olur (Sekil 9).
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Sekil 9: Homosistein, nitrik oksit ve asimetrik dimetilarjinin birbirleri ile olan
iligkisi (62).

Hcy’in ADMA’y1 sitriiline metabolize eden DDAH enzimini inhibe ederek veya
endoplazmik retikulum tizerindeki stresi ve apopitozu artirarak metilarjinin rezidiileri olan
proteinlerin artmis proteolizine neden olarak artirir. ADMA ’nin endotel hiicrelerindeki artisi,
eNOs’u inhibe ederek NO’nun azalmasina ve dolayisi ile endotel fonksiyon bozukluguna
neden olur (Sekil 10).

ADMA veya peroksinitrit gibi diger oksidanlarin neden oldugu eNOs’un
yapisindaki degisiklikler, siiperoksit olusumunu ve NO’nun biyoyararlanimmi daha da
azaltmaktadir. ADMA yiikselmesine sebep olan bir diger mekanizma da ADMA’nin

bobrekten azalmig atilimidir.
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Sekil 10: Homosistein, nitrik oksit ve asimetrik dimetilarjinin birbirleri ile olan iliskisi (63).

Boger ve ark. yapmis oldugu bir calismada metiyoninden zengin folatdan fakir
hiperhomosisteinemik diyetle beslenen maymunlarda plazma ADMA ve Hcy diizeylerinin iig
kat arttig1 ortaya konmustur. Bu maymunlarda ADMA diizeyleri Hcy diizeyleri ile pozitif
yonde korelasyon oldugu goriildii (47). Ayrica oral metiyonin yiiklemesinden sekiz saat sonra
bakilan plazma ADMA ve Hcy konsantrasyonlarinin arttigi, kol atar damarindan bakilan akim
bagimli dilatasyonun %80 oraninda azaldig: tespit edilmistir (48).

In vitro kosullarda da Hcy ve ADMA arasindaki iliski gosterilebilmistir. Boger ve
ark. yapmis oldugu bir ¢alismada insan endotel hiicrelerinin L-metiyonin veya L- Hcy ile
inkiibasyonu neticesinde ADMA nin kiiltiir ortaminda doz bagimli bir artig gosterdigi ortaya

konmustur (61).

18



2.6 Antioksidanlar

Karbonhidrat, protein, lipid, ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin canli
hiicrelerde oksidasyonunu 6nleyen maddelere antioksidan maddeler denir. Antioksidanlar ya
da antioksidan savunma sistemleri olarak adlandirilan mekanizmalar, reaktif oksijen
rtinlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 Onlemek icin organizma
tarfindan kullanilir. Antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Membran
lipidlerine etki ederek peroksit olusturabilen serbest oksijeni (O2) ortamdan temizleyebilirler.

Okside substratin oksidasyonunu geciktirir veya inhibe ederler (64).

Tablo I11: Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olmak olmak tizere iki gruba

ayrilirlar.
Enzimatik Nonenzimatik
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albumin
Katalaz (KAT) A-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferanz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

2.6.1. Malondialdehit

Lipid peroksidasyonu, karbon baglarinin kopmas: ile aldehid yapisindaki yikim
driinlerinin ortaya c¢ikmasma neden olur. Olusan bu yikim fdirinlerinden olan 4-
hidroksinonenal ve malondialdehit (MDA) , hiicrelere rahatca diffiize olabildiklerinden
hasarin boyutunu atirabilirler (65). MDA protein tiyolleri ile reaksiyona girerek lipid ve
proteinler arasinda gapraz kopriiler olusturarak hasara neden olur (65,66). 4-hidroksinonenal
ise trombosit agregasyonunu ve aktif adenilat siklazi inhibe eder. Bunun sonucunda hiicrede
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran Ozellikleri degisir. Bu etkiler MDA’ ’nin genotoksik, karsinojenik ve mutajenik
olabilecegine isaret emektedir. Malondialdehit miktarinin artmasi hasarin gostergesi olarak

kabul edilebilir (65,66)
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2.6.2.Glutatyon

Karacigerde sentezlenebilen diisiik molekiil agirlikli bir tripeptid olan glutatyon
(y- Glutamil Sisteinil Glisin, GSH), hiicre i¢i bir antioksidan olup hiicre dis1 mesafede diistik
konsantasyonlarda bulunur. GSH biinyesindeki sisteine bagli tiyol grubu ve yiiksek
konsantrasyonundan dolay1 (0,1-10 mM) hiicre i¢inde gorev alan onemli bir antioksidandir.
Hiicreyi oksidatif hasara karsi, hiicre iginde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam olusturarak
korur (67). Glutatyon sentezinde, y-glutamil-sistein sentaz ve glutatyon sentaz enzimlerinin
katalizledikleri ardisik reaksiyonlar ile glutamat, sistein ve glisin aminoasitleri bir tripeptid

olusturur. Burada sistein hiz siirlayici substrattir (67).

Glutamatin tepkimeye girmesi igin kullanilan sistein hiicrelerde sinirli miktarda
bulunur. Sistein olusumu, doku proteinlerinin yikimiyla, bazi hiicrelerde serin aminoasitinin
metiyonin araciligi ile olan transsiilfiirasyonuyla veya diyetle alinan proteinler yoluyla
saglanir. (Sekil 11)
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=
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Sekl 11: Glutatyon siklusu (67).
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Glutatyon, hidrojen peroksit (H202), hidroksil (OH), superoksit (02), alkoksil
radikalleri ile direk etkilesime girerek proteinlerin sulfidril gruplarmin rediikte halde
kalmasimi saglayarak protein ve enzimlerin inaktivasyonunu onler ve hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korur. Ateroskleroz, parkinson hastaligi, Karaciger hastaliklari, akciger
hastaliklari, kronik viral enfeksiyonlar, kanser gibi birgok hastaligin patofizyolojisinde GSH

eksikligi gosterilmistir (67).

2.6.3.Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 85 kD molekiil agirligi olan tetramerik, dort
selenyum atomu ihtiva eden sitolozik bir enzimdir (68-70). Hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur (68). Eritrosit ve karaciger enzim aktivitesinin en yogun oldugu

dokulardir (69). Glutatyon peroksidaz asagidaki reaksiyonlari katalizler.

H,0,+2GSH  SSHPX L 665G + 21,0 1)
GSH-Px
ROOH + 2GSH ————» GSSG + ROH + H,0 ()

Eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidan GSH-Px’dir. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden olur
(68-70).

2.6.4.Glutatyon Rediiktaz

Hidroperoksitlerin indirgenmesi ile olusan okside glutatyonun (GSSG), rediikte

hale (GSH) dontismesini katalizleyen enzim glutatyon rediiktazdir. Bu reaksiyonun

gerceklesmesi igin ortamda pentoz fosfat yolundan elde edilen NADPH bulunmalidir (71).

GSSG + NADPH + H” =eeeeeeee » 2GSH + NADP”
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2.6.5.Stiperoksit dismutaz

SOD enziminin iig¢ tiirli bulunmaktadir; mangan, bakir-¢inko ve bakir igeren 3 tiir
SOD enziminin varligi tanimlanmistir (72). Mangan igeren formu mitekondride bulunrken
bakir-ginko igeren formu stoplazmada, bakir igeren formu ise plazmada bulunmaktadir (72).

SOD, siiperoksit radikalini (elektron ilavesiyle) hidrojen peroksit ve oksijen formuna indirger.
20, +2H, — H,0,+ 0;
SOD
Bu sayede siiperoksitin hiicre igi konsantrasyonunu diisiik tutarak siiperoksit

radikalinin zararli etkilerine karsi hiicreyi korur. Daha sonra katalaz enzimi devreye girer
(72).

2.6.6.Katalaz

Katalazin gérevi hidrojen peroksidi indirgeyerek, son iiriin olarak su ve oksijen

olusturur (72). Katalaz asagidaki reaksiyonu katalizler.
CAT
2 HZGE =i 2 HZD +0,

Katalaz dort adet hem grubu tasiyan bir hemoproteindir. Katalaz peroksizomlarda
bulunmaktadir (64). Katalazin indirgeyici etkisi hidrojen peroksit ile metil ve etil
hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere kars1 olabilmektedir (73). Lipit hidroperoksitleri gibi
biiyiik molekiillere karst etki edememektedir. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger ve
bobrekte yogundur (64,73)

2.7. Nebivolol

Nebivolol  [(+)-[R*[S*[S*-(S*)]]]-a.0’-(iminobis-methylene)-bis-[6-fluoro-3,4-
dihydro-2H-1-benzoxxpyran-2-methanol]] dort asimetrik karbon atomu igeren iiglincii
jenerasyon, yiiksek selektiviteye sahip pl-bokerdir. Nebivolol hipertansiyon ve kalp

yetersizliginde kullanim agisindan onay almistir (74).
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Yiksek PB1 selektivitesi sayesinde hafif-orta diizey kronik obstriktif akciger
hastaligi (KOAH) olan hastalarda kullanimina olanak saglamaktadir. Cazzolaa ve ark yapmis
olduklar1 ¢alismada nebivololiin hafif-orta diizey KOAH hastalarinda kullaniminin giivenli
olabilecegini ortaya koymuslardir (75). Yine tavsanlar {izerine yapilan bir baska ¢alismada
D’Agostino ve ark. nebivololiin diger beta blokerlere nazaran hava yolu duyarliligin1 daha az

etkiledigini ortaya koymuslardir (76).

Terapotik nebivolol, on farkli “streoizomer” arasindan D-nebivolol (SR3
Nebivolol) ve L-nebivololin (RS3 Nebivolol) esit oranlardaki rasemik karigimindan
olusmaktadir (Sekil 12).

RSSS
(levo-nebivolol]
(R 67 145)

f \/‘ SRRR

(dekstro-nebivolol)
F (R 67 138)

Sekil 12: Terapdtik DL-nebivololiin ii¢ boyutlu yapisi.

Nebivolol oral alindiginda absorbsiyonu birlikte alinan gidalardan etkilenmez ve
absorbsiyonu ¢ok iyidir (77). Oral uygulanmada zirve plazma konsantrasyonuna 0.5-2 saat
sonra ulasir. Bu plazma konsantrasyonlar1 1-2 saatlik yarilanma omrii ile azalmaya baslayip
onu takip eden 10-44 saatlik terminal yarilanma 6mrii ile azalmaya devam eder (77). Aktif
hidroksi-metabolitin atilim yarilanma 6mrii genellikle 17-32 saat (ortalama 20 saat) arasinda
degismektedir. Nebivololiin baslica metabolizasyon yolu karacigerde aromatik hidroksilasyon
ile olmaktadir (77).

Nebivololiin proteine baglanmasi oldukga spesifiktir (d-nebivolol i¢in % 98.1, 1-
nebivolol i¢in % 98.0) ve oncelikle albiimine baglanir (77). Nebivolol uygulamadan bir hafta

sonra dozun %38’1 idrarla, %48’1 fecesle atilir. Degismeden idrar ile atilan nebivolol miktari
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%35 den azdir.Nebivololiin nihai yar1 émrii giiclii metabolize edenlerde ortalama 10.3 saat,
yavas metabolize edenlerde 31.9 saattir (78). Ayrica nebivololiin intrensek sempatomimetik
aktivite 6zelligi bulunmamakla birlikte alfa blokajida yapmadigi ortaya konulmustur (79).
Nebivololiin kalp yetersizligi hastalarinda negatif inotropik etkisi diger beta blokerlere

nazaran daha az bulunmaktadir (80).

Nebviolol etkisini L-arjinin/NO yolu iizerinden NO artis1 ile vazodilatasyon
yaparak gostermektedir (78,81-83). Ayrica diger beta blokerlerden farkli olarak Nebivolol 3
reseptor agonistik etkisi ile eNOs aktivasyonu yaparak NO atisin1 saglamaktadir (84).

2013 yilinda Ceron ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢alismada ratlarin renal arteri
klipslenerek hipertansiyon modeli olusturulmustur. Operasyondan 6 hafta sonra ratlara
10/mg/kg/giin dozuyla nebivolol 4 hafta boyunca uygulanmis ve c¢alismanin sonunda
Nebivolol’'un TGF-B, matriks metalloproteinaz 2 ve 9 azalmasi yaparak prooksidan ve

profibrotik siireci onleyebildigi ilk defa gosterilmistir (85).

Ayrica nebivolol, NO inhibitorlerini de ortadan kaldirarak endotel bagiml
vazodilatasyona katki saglamaktadir (85-87).

Nebivolol hiicre proliferasyonunu azaltir (56). Nebivololiin intima hasarini
onledigi gosterilmistir. Endotel hasari sonrasi olugan intimal hiperplaziyi ve stenozun yeniden
olusumu ihtimalini de azalttig1 bildirilmistir (56).

Gao ve ark. nebivololiin koroner arter endotelinde gevsetici 6zelliginin olup
olmadigini in vitro saptamak amaciyla bir deney diizenlemis, bu deneyde endotelyumlu ve
endotelyumsuz izole kopek koroner arterlerinde, prostoglandin F2 ile daraltict uyari
esnasinda, izometrik gerilim Ol¢iilmiistiir (88). DI-nebivololiin, endotelyum korundugunda
koroner arterlerde konsantrasyona bagl daha iyi gevsemeyi sagladigini, bu gevsemenin de
NOs inhibitorii nitro-L-arjinin ile inhibe oldugunu ortaya koymuslardir. Gao ve ark. nebivolol
verilmesi ile calismalarinda NO’ya bagli vazodilatasyonun harekete gecirilebildigini
gostermislerdir (88). Bu ¢alismaya dayanarak nebivololiin diger B-blokerlerden farkli olarak,
koroner arterlerde endotelyuma bagli gevsemeyi, NO sistemi yoluyla harekete gecirdigi
diistinilmektedir. NO salinimi ise hiicre i¢i iki farkli mekanizma ile uyarildigt
diistinilmektedir. Bunlardan ilki endotelyal NO sentaz enziminin ya Ca—kalmodulin
kompleksi ile iliskisi neticesinde (89) ya da kalsiyumdan bagimsiz olarak kinaz yoluyla
fosforilasyon tepkimesi ile gergeklestigi diistiniilmektedir (90).
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Broeders ve ark. yapmis oldugu ratlardan alinan torakal aorta dokusunun organ
banyosu calismasinda nebivololin karacigerde olusan metabolitlerinin  B2-adrenerjik
reseptorler vasitasiyla NO iiretimini artirdigi bulunmustur (91). Cominacini ve ark. yaptigi
hiicre kiiltiirii ¢alismasinda hem nebivolol hem de karcigerde olusan 4-keto metabolitlerinin

oksidan tiriinlerin yikimini uyarmak yoluyla NO firetimini artirdiklar1 rapor edilmistir (92).

Taddei ve ark. yaptigi bir g¢alismada normotansif ve hipertansif bireylerde
nebivolol verildiginde kol atar damar kan akimini arttigi ve bu etkinin NG monometil- L-
arginin (L-NMMA, yani NO inhibitorii) ile antagonize edildigi gosterilmistir (93). Tzemos ve
ark. yapmis oldugu calismada nebivolol esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda bazal ve

uyarilmis endotelyal NO salinimini artirdigi gosterilmistir (94).

Yapilan ¢alismalar, nebivololiin dogal yapisit nedeniyle poliamin metabolizmasi
ile etkilesime girebildigini gostermektedir. Karbon zincirinde en az iki amin grubu bulunan
bir bilesik smifi olan poliaminlerin hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ig¢in gerekli molekiiller
oldugu ve hiicre ¢ogalmasinda onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle nebivololiin
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etme yeteneginin de oldugu gosterilmistir
(83, 95, 96)

Sonug olarak, nebivolol trombosit kiimelesmesini (97) ve vaskiiler diiz kas hiicre
cogalmasini engelleyerek, ayn1 zamanda da endotelin-1 salinimini azaltarak (96) yanliza kalbi

degil vaskiiler sistemi de NO araciligi ile ateroskleroz ve tromboza kars1 korur.

2.8. Transforming biiyiime faktor beta ve Vaskiiler endotelyal biiyiime

faktorii

Anjiojenik biiylime faktorleri olan TGF-p ve VEGF lokal olarak salinan
proteinlerdir ve embriyogenez, tiimor biliyiimesi, yara iyilesmesi, damar biiylimesinin
diizenlenmesinde kilit rol oynarlar.

TGF-B hiicre dongiisiinde kritik rol oynayan molekiilllerden biridir. TGF betal,
TGF beta2 ve TGF beta3 olmak {izere ii¢ formu bulunmaktadir. TGF-B, retinoblastoma
proteinin fosforilasyonundan sorumlu olan siklin:siklin bagimli kinaz kompleks proteinini

bloke eden p15 ve p21 proteinlerinin sentezini saglar. Boylece TGF-f hiicre dongiisiiniin G1
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fazinda bloklar. Ayrica TGF-B, G1 hiicre dongiisii ilerlemesinde rol oynayan c-myc geninin
ekspresyonunu da bastirmaktadir (98). Tam fonksiyonu anlagilamasada TGF- endotel

hiicrelerinin proliferasyonunu, gogiinii ve mikro damar olusumunu baskilar (99,100)

Tgf-B’nin gorevi biyiimenin engellenmesidir. Tgf-B’nin reseptoriine baglanmasi
ile siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin uyarilmasiyla hiicrede biiylime Onleyici gen Uriinleri
olusturulur. Tgf- B reseptorlerinin inaktive ya da mutant olduklarinda kolon ya da pankreatik

timorler izlenebilmektedir (101).

Tgf-B epitelyal, endotelyal ve hematopoetik hiicelerde etkili bir c¢ogalma
Onleyicisidir (102).

Tgf-Bp aym1 zamanda antiinflamatuvar bir sitokindir. Ayrica Tgf-B kollajen,
proteoglikan ve fibronektin {iretiminin artisina neden olur (103). Bu 6zellikleri ile Tgf-p doku
iyilesmesinde skar olusumunda gorev alir. Kronik enflamasyon siirecinde ise akciger,

karaciger ve bobrek gibi organlarda fibrozis gelisiminden sorumludur (103).

2013 yilinda Ceron ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢aligmada ratlarin renal arteri
klipslenerek hipertansiyon modeli olusturulmustur. Operasyondan 6 hafta sonra ratlara
10/mg/kg/giin dozuyla nebivolol 4 hafta boyunca uygulanmis ve caligmanin sonunda
Nebivolol’'un TGF-B, matriks metalloproteinaz 2 ve 9 azalmasi yaparak prooksidan ve
profibrotik siireci onleyebildigi ilk defa gosterilmistir (85).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii endotel hiicrelerinin gogiinii, ¢ogalmasini, ve

farklilagsmasini saglamaktadir (103-105).

Ayrica, VEGF’e maruz kalan damarlarda, endotel hiicrelerinde NO sentazi
uyarma yoluyla fenestrasyonlar olusturup transselliiler aralik olusumuna neden olur (103).
Boylece damar gecirgenligini artirir ve hiicre gociinii uyarip, apoptozisi 6nler. Hiicre dist
matriks yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteazlarin, {tirokinazin, doku tipi
plasminojen aktivatorlerinin salinimin1 da uyarir. Boylelikle invazyon ve metastazi da
kolaylastirir (103,106,107).

Bolgesel damar hasari, iskemi, miyokard enfarktiisii ve yanik yaralanmasi endotel
oncii hiicrelerinin hareketlenmesi ve dolagimdaki bu hiicrelerin artis1 igin VEGF giiglii bir
uyarandir. Park ve ark. yapmis oldugu insan hiicre kiiltiirii calismasinda iskemik dokuda hiicre

artisina VEGF seviyelerindeki artisin eslik ettigi gosterilmistir (108).
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Tsujii ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada in vitro kolon kanser hiicre
kiiltirinde siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin anjiogenezisi destekledigi gosterilmistir. Kolon
kanseri hiicre kiiltiirinde COX-2 nin asir1 salmimi; VEGF, trombosit kaynakli biiyiime
faktorii ve temel fibroblast biiyiime faktér yapimini indiiklemistir. Bu anjiogeneziz
mediyatorleri ve bunlarin endotelyal hiicrelerdeki reseptorleri, artmis vaskiiler gegirgenlik,
endotel hiicre cogalmasi ve gogiiniin uyarilmasi ile iliskili bulunmustur. COX-2 asir1
ekspresyonu kolon kanser hiicre kiiltiiriinde endotelyal hiicrelerin yayilimini uyarmaktadir. Bu
etki spesifik COX-2 inhibitorii olan NS-398 ve selektif olmayan aspirin ile durdurulmustur
(109).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alismada kullanilan ratlar Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim Laboratuari’ndan temin edilmistir. Calismada ortalama agirliklar1 250-450 gr olan 28
adet erigkin erkek Wistar-Albino cinsi sigan kullanildi. Ratlar rastgele ve esit sayida (n=7)
olarak 4 gruba ayrildi. Sicanlar deney Oncesi bir ay siire ile tel kafeslerde 12 saat gece 12 saat
giindiiz sirkadiyan ritimde, ortam sicakligi 24-26°C olacak sekilde tutuldu. Siganlarin
beslenmesinde tiim gruplarda standart rat besini ve sehir igme suyu ratlarin serbest erisimine
acik olarak calisma boyunca sinirlama olmadan kullanildi. Calisma protokolii ve deneysel
metod Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 2011/076

numarali etik kurul karar1 ile onaylanmustir.

3.1. Deney Modeli

Ratlar rastgele ve esit sayida (n=7) olarak 4 gruba ayrild1.
1) Kontrol Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle herhangi bir
medikasyon uygulanmadi. Ayni orogastrik gavaj stresini yasamalar1 amaciyla ratlara

orogastrik gavaj ile her giin, giinde bir kez 1ml igme suyu verildi.

2) Nebivolol grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle orogastrik gavaj
ile her giin, giinde bir kez 10 mg/kg/giin nebivolol verildi (110,111).

3) Metiyonin grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle orogastrik
gavaj ile her giin, giinde bir kez 1gr/kg/giin metiyonin (M9625 Sigma-Aldrich L-Methionine
reagent grade, >98% (TLC) ) verildi.

4) Metiyonin+nebivolol grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle
orogastrik gavaj ile her giin, giinde bir kez 1gr/kg/glin metiyonin, ve ayni giin i¢inde iki saat
sonra 4 hafta siire ile giinde bir kez 10 mg/kg/giin nebivolol verildi.

Calisma baslamadan 6nce ratlarin agirliklar 6lgiildii. lag doz ayarlamasi yapmak

i¢in her hafta ratlarin agirliklar1 6lgiilerek her rat i¢in verilecek ila¢ miktarlar1 belirlendi.

Hiperhomosisteinemi saglamak igin L-metiyonin (M9625 Sigma-Aldrich L-
Methionine reagent grade, >98% (TLC) ) ph’1t 7,4 olan fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS)
¢ozilinerek ratlara 4 hafta boyunca her giin 1g/kg doz oral gavaj yoluyla verildi.
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Nebivolol ise Abdi ibrahim firmasinm iirettigi Nexivol 5 mg hazir tabletler
ezilerek %10 dimetilsiilfoksit ile ¢oziinerek 4 hafta boyunca her giin 10mg/kg doz oral gavaj
yoluyla verildi.

Calismanin sonunda ratlar eter anestezi altinda sakrifiye edilerek kan Ornekleri
EDTA’l1 hemogram ve diiz biyokimya tiiplerine alind1. Ardindan ratlarin aorta ve kalbi diseke
edilerek histokimyasal ve immunohistokimyasal incelemeler igin %10 formaldehid

soliisyonuna kondu.

3.2. Biyokimyasal Incelemeler
Ratlarin kanlar diiz biyokimya tiiplerine alindiktan sonra + 4C de 4000 rpmde 10
dakika santrifiij edilerek serumlar, plazmalar ayrilarak daha sonra analiz edilmek {izere -80

°C’de saklanda.
ADMA, Hcy, MDA, NO, katalaz, SOD ve glutatyon analizleri i¢in serum,

glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz analizleri i¢in plazma kullanildu.

3.2.1. Rat serum ADMA ve Hcy

ADMA (ng/ml) (USCN Life Science inc. Katalog no: E91301Ge) ve Homosistein
(mikromol/L) (Cusabio, Katalog No: CSB-E13376r ) diizeyi ticari kit kullanilarak ELISA

yontemi ile saptand.

3.2.2. Katalaz aktivitesi

Katalaz (U/g) “Catalase Assay Kit” (Cayman; Item No: 7070002,USA)
kullanilarak ELISA y&ntemi ile saptandi. (Yontem katalazin H202‘i indirgemesi esasina
dayanmaktadir) (112).

3.2.3. Glutatyon rediiktaz aktivitesi

Glutatyon rediiktaz aktivitesi (U/g) “Glutathione Reductase Assay Kit” (Cayman;

Item No: 703202, USA) kullanilarak ELISA yontemi ile saptandi. Bu ydntem NADPH

oksidasyonunun 6l¢iimii prensibine dayanmaktadir (113).
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3.2.4. Glutatyon peroksidaz aktivitesi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi (U/g) “Glutathione Peroxidase Assay Kit”
(Cayman; Item No: 703102, USA) kullanilarak ELISA yéntemi ile saptandi. Bu ydntem
okside glutatyon ve glutatyon rediiktazin da kullanildigi iki basamakli bir reaksiyonla,

NADPH oksidasyonunun 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (114).

3.2.5. Glutatyon diizeyi

Glutatyon diizeyi, “Glutathione Assay Kit” (Cayman; Item No: 703002, USA)
kullanilarak ELISA yontemi ile saptandi. Bu yontem glutatyon rediiktazin ve DTNB’in (5,5
—di tiyo-bis-2-(nitrobenzoik asit), Ellman reatifi) kullanildigi dongiisel bir reaksiyonla, TNB

konsantrasyonunun 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (115).

3.2.6. SOD Aktivitesi

Sun Y. ve ark. tarif ettigi yonteme gore belirlendi. Bu yontem nitroblue
tetrazolium’un  siiperoksit iireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan
indirgenmesi esasina dayanmaktadir (116). Calismamizda SOD aktivitesi tinite/mg (U/mg)
serum proteini olarak ifade edildi. Serum protein diizeyi biiiret yontemi ile Abbott firmasina
ait otoanalizérde (Architect C 8000, Abbott, Abbott Park, IL, USA) saptandu.

3.2.7. MDA tayini

Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu olan Esterbauer metodu uygulanarak yapildi
(117). Bu yontemde Tiyobarbutirik asit ile 90-95°C’de reaksiyona giren malondialdehit,
pembe renkli kromojen olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla sogutulan numunelerin

absorbanslar1 532 nm’de okunup sonuglar nmol/ml olarak ifade edildi.

3.2.8. NO Tayini
Serum NO diizeyi (nitrit+nitrat) Navarro-Gonzalvez tarafindan tarif edilen
kadmiyum-indirgeme yontemi ile belirlendi. Bu yontemde, iiretilen NO, siilfanilamidin

diyazotizasyonundan sonra naftiletilendiaminle birlesmesi esasina dayanarak 6lgiildi (118).
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3.3. Patolojik Incelemeler

Torakal aorta ve kalp dokularindan parafin bloklar hazirlandi. Bu bloklardan
mikrotom ile 4pum kalinhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinize edilerek cam
slaytlara monte edilip hematoksilen—cosin, Verhoeff’un elastik boyasi (Giil Biyoloji
Labaratuvari, hayvan bag ve destek doku boyasi, katalog no: 5089, Istanbul, Tiirkiye) ile
boyanarak 1s1ik mikroskobunda incelendi. Tiim ornekler deney gruplarindan habersiz ayni
patolog tarafindan degerlendirildi. Incelemede damar intimal ve medial hasarlanma dereceleri
semikantitaif olarak skorlanarak gruplar arasindaki farklilik degerlendirildi. Kalp dokusu
degerlendirilmesinde miyosit hasari, nekroz, miyosit hiicre sismesi, fibrozis saptanmasina
gore asagidaki skalaya uygun olarak semikantatif olarak skorlandi. Torakal aortada endotel
hasar1 ise, kesitlerde saptanan liimende daralma, duvar kalinlasmasi, limende endotelden
yoksun alanlar ve lamina elastika kivrimina gore asagidaki skalaya uygun olarak semikantatif
olarak skorlandi. Skorlama sistemi:

(-) : Degisiklik yok

(+) : Hafif degisiklikler

(++) : Orta derecede degisiklikler

(+++) : Belirgin degisiklikler, olarak degerlendirildi.

Ayrica pozitif yiikli lamlara alinan kesitlere immunhistokimyasal yontemle
“VEGF (VEGF (A-20) rabbit polyclonal 1gG 200 ug/ml, sc-152, Lot: K1212 Santa Cruz
Biotechnology Inc., SantaCruz, CA, USA)” ve “TGF B-1 (TGF B-1 (V) rabbit polyclonal 19G
200 pg/ml, sc-146, Lot: K2112 Santa Cruz Biotechnology Inc., SantaCruz, CA, USA)”
boyalar1 uygulandi. Bu boyama da semikantitaif olarak skorlanarak gruplar arasindaki
farkliliklar degerlendirildi. Immunohistokimyasal boyanma uygulanan preparatlar 151k
mikroskobunda degerlendirildi. VEGF i¢in intimal hiicrelerde stoplazmik ve membrandz ,
TGF B-1 i¢in damar duvarlarindaki stoplazmik boyanma yogunlugu yoniinden:

(0) : Boyanma yok

(+): Zayif boyanma

(++) : Orta derecede boyanma

(+++) : Yogun boyanma, skorlama sistemi kullanilarak degerlendirildi.
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4. ISTATIKSEL DEGERLENDIRME

Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for SocialScience) 14.0 programi
kullanilarak yapildi. Rat gruplar1 kendi aralarinda ve kontrol grubu ile karsilastirildi. Nicel
verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Normal dagilan
nicel verilerin gruplar arasi karsilastirmasi i¢in tek yonlii varyans analizi kullanildi ve
gruplarin ¢oklu karsilastirmasinda Levene homojenlik testi istatistigine gore Tukey HSD ya
da Dunnet T3 testi kullanildi, tanimlayici istatistikler ortalamatstandart sapma seklinde
gosterildi. Normal dagilmayan nicel verilerin gruplar arasi karsilagtirmasi i¢in Kruskal Wallis
varyans analizi kullanildi ve tanimlayici istatistikler medyan (25-75 persantil) seklinde

gosterildi. Sonuglar p<0,05 oldugu durumlarda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Tablo IV: Kontrol grubunun biyokimyasal verileri.

Protein | ADMA |Hcy Katalaz | Glutatyon Glutatyon Glutatyon SOD (U/mg | MDA NO
Rat grup 1 (g/dl) | (ng/ml) | (mikromol/L) | (U/g) |Peroksidaz(U/g) |Rediiktaz(U/g) | (mikromol/L) | protein) (nmol/ml) | (uM/L)
Kontroll 6,5 150,3 |5,9 62,15|468,34 522,441,226 1,72 1,84 18,45
Kontrol2 7,5 163,2 |6 52,33|389,76 339,59 1,44 1,85 1,79 17,01
Kontrol3 7,9 1234 19,3 47,85 356,69 268,66 | 1,81 1,67 1,68 20,52
Kontrol4 6,8 1055 |7,3 63,9|453,67 249,7011,11 1,89 1,88 19,62
Kontrol5 6,9 76,2 9,5 62,91434,42 246,08 | 0,98 1,96 1,65 17,64
Kontrol6 6,2 1273 |8,1 72,02 437,75 273,86|1,59 1,79 1,87 20,79
Kontrol7 6,5 1209 |76 67,54 428,32 326,53|1,79 1,92 1,92 20,07
Tablo V: Nebivolol grubunun biyokimyasal verileri.

Protein | ADMA | Hcy Katalaz | Glutatyon Glutatyon Glutatyon SOD (U/mg | MDA NO
Rat grup 2 (g/dl) | (ng/ml) | (mikromol/L) |(U/Qg) Peroksidaz(U/g) |Rediiktaz(U/g) | (mikromol/L) |protein) (nmol/ml) | (uM/L)
Nebivololl |6,40 165,60 |4,30 53,59 316,69 265,30 1,11 1,88 1,88 22,59
Nebivolol2 |6,80 155,50 |4,10 49,85 353,61 249,70 0,89 1,65 1,89 21,87
Nebivolol3 |7,20 162,10 |4,60 53,13 342,53 176,87 1,11 1,66 1,97 21,69
Nebivolol4 6,90 141,70 (7,30 56,38 |228,32 184,56 0,74 1,86 1,99 20,16
Nebivolol5 |6,90 107,30 |7,50 46,30 |356,69 184,56 0,98 1,89 2,10 20,79
Nebivolo6 |8,10 160,30 |5,80 42,16 |253,64 209,62 1,32 1,65 2,23 21,87
Nebivolol7 |8,20 151,90 |5,00 42,01 234,32 155,30 1,27 1,79 1,89 23,13




Tablo VI: Metiyonin grubunun biyokimyasal verileri.

Protein | ADMA | Hcy Katalaz | Glutatyon Glutatyon Glutatyon SOD (U/mg | MDA NO
Rat grup 3 (g/dl) | (ng/ml) | (mikromol/L) |(U/q) Peroksidaz(U/g) |Rediiktaz(U/g) | (mikromol/L) |protein) (nmol/ml) | (uM/L)
Metiyonin 1 |8,50 174,90 |38,40 32,54 102,63 65,31 0,55 1,12 2,55 17,01
Metiyonin 2 | 7,40 250,00 |42,70 23,45 |137,75 114,73 0,56 1,23 2,87 20,07
Metiyonin 3 | 7,80 161,70 |45,90 26,03 128,32 62,42 0,65 1,34 2,92 21,33
Metiyonin 4 | 7,50 237,80 |26,60 14,07 112,56 56,60 0,35 1,34 3,25 29,61
Metiyonin 5 | 6,40 278,90 28,20 26,95 127,72 132,65 0,51 1,36 3,32 26,01
Metiyonin 6 |6,80 230,10 38,30 25,81 126,35 62,42 0,26 1,38 3,34 22,68
Metiyonin 7 | 7,30 246,50 (29,30 17,74 122,45 58,15 0,33 1,33 2,89 32,04
Tablo VII: Metiyonin+nebivolol grubunun biyokimyasal verileri.
SOD
Protein | ADMA |Hcy Katalaz | Glutatyon Glutatyon Glutatyon (U/mg MDA NO

Rat grup 4 (g/dl) (ng/ml) | (mikromol/L) | (U/g) |Peroksidaz(U/g) | Rediiktaz(U/g) | (mikromol/L) | protein) (nmol/ml) | (uM/L)
Metiyonin+nebivololl | 6,90 121,40 |12,70 40,87 196,98 246,08 0,89 1,45 2,12 22,86
Metiyonin+nebivolol2 | 7,20 105,40 |13,40 31,67 |257,90 176,87 1,20 1,56 1,98 24,12
Metiyonin+nebivolol3 | 7,10 106,80 |11,60 34,58 233,88 239,15 1,10 1,63 2,34 24,48
Metiyonin+nebivolol4 | 6,90 135,90 |10,40 33,33 | 225,66 184,56 0,96 1,46 2,00 21,15
Metiyonin+nebivolol5 |6,90 106,70 |12,80 38,26 196,98 123,04 0,87 1,32 1,96 23,13
Metiyonin+nebivolol6 |8,30 127,90 |15,90 33,98 |157,19 204,57 1,12 1,12 2,38 20,52
Metiyonin+nebivolol7 | 6,20 88,50 |16,20 39,60 |223,87 136,93 1,35 1,26 2,48 19,08
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Tablo VIII: Kontrol grubunun patolojik verileri.
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Tablo IX: Nebivolol grubunun patolojik verileri.
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Tablo X: Metiyonin grubunun patolojik verileri.

Rat grup 3 | Kardiyomiyosit Endotel Tgf B-1 TgfB-1 | VEGF VEGF | Verhoef Verhoeff
Dejenerasyonu Dejenerasyonu Aorta | Kalp Aorta Kalp Aorta Elastik Elastik
Kalp Aorta
Metiyoninl | 3 2 1 1 2 0 0 0
Metiyonin2 | 3 0 1 1 2 1 0 0
Metiyonin3 | 3 1 2 2 1 1 0 0
Metiyonin4 | 1 0 2 0 1 0 0 0
Metiyonin5 | 1 2 2 1 2 2 0 0
Metiyonin6 | 1 0 2 0 2 0 0 0
Metiyonin7 | 1 2 1 1 2 1 0 0
Tablo XI: Metiyonin+Nebivolol grubunun patolojik verileri.
Rat grup 4 Kardiyomiyosit Endotel Tgf p-1 | Togfp-1 | VEGF | VEGF | Verhoef Verhoeff
Dejenerasyonu Dejenerasyonu Aorta | Kalp Aorta Kalp Aorta | Elastik Elastik
Kalp Aorta
Metiyonin+nebivololl | 1 2 2 2 2 0 0 0
Metiyonin+nebivolol2 | 1 0 2 1 2 1 0 0
Metiyonin+nebivolol3 | 2 0 2 1 0 0 0 0
Metiyonin+nebivolol4 | 1 0 1 1 1 1 0 0
Metiyonin+nebivolol5 | 2 0 1 1 1 0 0 0
Metiyonin+nebivolol6 | 1 0 2 1 1 0 0 0
Metiyonin+nebivolol7 | 2 1 1 1 2 2 0 0
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Tablo XII: Normal dagilan nicel veri gruplarinin biyokimyasal verilerinin taminlayici istatistikleri.

Glutatyon

Hcy ADMA Protein Katalaz Peroksidaz Glutatyon MDA
Grup adi (mikromol/L) (ng/ml) (g/dl) (Ulg) (Ulg) (mikromol/L) | (nmol/ml) | NO (uM/L)
Kontrol Ortalama 7,6714| 123,8286| 6,9000 61,2414 424,1357 1,4257 1,8043 19,1571
Grubu +1,42912| +28,50753| +,60277| +8,41861 +38,43941 +0,32490| =+0,10342| =+1,47101
Nebivolol |Ortalama 5,5143| 149,2000{ 7,2143| 49,0600 297,9714 1,0600 1,9929 21,7286
Grubu +1,40170, +20,07245| +,68173| +5,71872 +57,36938 +0,20591| +0,13048| +1,00738
Metiyonin |Ortalama 35,6286| 225,7000| 7,3857| 23,7986 122,5400 0,4586 3,0200 24,1071
Grubu +7,60564| +42,22120| +,67683| +6,14874 +11,56228 +0,14473| +0,29314| +5,37354
Metiyonin+ |Ortalama 13,2857 113,2286| 7,0714| 36,0414 213,2086 1,0700 2,1800 22,1914
nebivolol +2,12480| +£16,08703| +,62906| +3,50588 +32,55290 +0,17474| +0,21602| +1,99349
Grubu
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Tablo XI11I: Normal dagilmayan nicel veri gruplarinin biyokimyasal verilerinin taminlayici istatistikleri medyan persantil (25-75) olarak verildi.

Glutatyon Rediiktaz (U/g) | SOD (U/mg protein)
Medyan Persantil (25-75) Medyan Persantil (25-75)
Grup ad1
Kontrol Grubu 273,8600 (249,7000-339,5900) 1,8500 (1,7200-1,9200)
Nebivolol Grubu 184,5600 (176,8700-249,7000) 1,7900 (1,6500-1,8800)
Metiyonin Grubu 62,4200 (58,1500-114,7300) 1,3400 (1,2300-1,3600)
Metiyonin+ nebivolol Grubu 184,5600 (136,9300-239,1500) 1,4500 (1,2600-1,5600)
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Tablo XIV: Tim gruplarin patolojik verilerinin ortalama ve standart sapmalari.

Kardiyomiyosit Endoteldejenerasyonu | Tgf -1 | Tgf B-1| VEGF | VEGF Verhoeff Verhoeff

Grup Adi Dejenerasyonu Aorta Kalp | Aorta | Kalp | Aorta | elastik Kalp | elastik Aorta
Kontrol Grubu |Ortalama 0,29 0,14 2,000 043 1,71 0,29 0,00 0,00

+0,488 +0,378| =+0,000| +0,535| +,488| +0,488 +0,000 +0,000
Nebivolol Grubu|Ortalama 0,57 0,00 1,86 1,29 1,29 1,00 0,00 0,00

+0,535 +,000{ +0,378| +0,488| +0,488| +0,000 +0,000 +0,000
Metiyonin Ortalama 1,86 1,00 1,57 0,86 1,71 0,71 0,00 0,00
Grubu +1,069 +1,000{ =+0,535| +0,690| +0,488| +0,756 +0,000 +0,000
Metiyonin+ Ortalama 1,43 0,43 1,57 1,14/ 1,29, 0,57 0,00 0,00
nebivolol Grubu +0,535 +0,787| =+0,535| +0,378| £0,756| +0,787 +0,000 +0,000
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5.1. Biyokimyasal Bulgular

5.1.1. Homosistein
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0 Meti i
. L etiyonin+
Kontrol Grubu Nebivolol Metiyonin Nebivolol
Grubu Grubu
Grubu
‘ W Seril 7,6714 5,5143 35,6286 13,2857
Sekil 13: Homosistein ortalamalari.
Tablo XV: Gruplarin  homosistein  ortalamalarinin

kendi aralarinda

karsilastiriimalarinin p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

Hcy Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu
Grubu Grubu
Kontrol Grubu 1 0,077 0,000* 0,001*
Nebivolol Grubu 0,077 1 0,000* 0,000*
Metiyonin Grubu 0,000* 0,000* 1 0,001*
Metiyonin+ 0,001* 0,000* 0,001* 1

nebivolol Grubu

* p<0.05

Hcy seviyeleri acisindan kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark

saptand1 (p: 0,000*). Kontrol grubu ile metiyonintnebivolol gruplari arasinda anlamli fark

saptand1 (p:0,001*). Nebivolol grubu ile metiyonin gruplari arasinda anlamli fark saptandi
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(p:0,000*). Nebivolol grubu ile metiyonin+nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi

(p:0,000*). Metiyonin+nebivolol grubu ile metiyonin grubundaki ratlar karsilastirildiginda

aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptand1 (p: 0,001*). Kontrol grubu ile nebivolol

gruplari arasinda karsilagtirildiginda anlamli fark saptanmadi (p: 0,077).

5.1.2. Asimetrik Dimetilarjinin
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. L etiyonin+
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Grubu Grubu
Grubu
‘ W Seril 123,8286 149,2 225,7 113,2286
Sekil 14: ADMA ortalamalari.
Tablo XVI:  Gruplarm  ADMA  ortalamalarinin

kendi

aralarinda

karsilastirilmalarinin p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

ADMA Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu
Grubu Grubu
Kontrol Grubu 1 0,364 0,000* 0,898
Nebivolol Grubu 0,364 1 0,000* 0,113
Metiyonin Grubu 0,000* 0,000* 1 0,000*
0,898 0,113 0,000* 1

Metiyonin+
nebivolol Grubu

* p<0.05
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Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,000%*) .
Nebivolol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,000*). Metiyonin
grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,000%). Kontrol
grubu ile nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,364). Kontrol grubu ile
metiyonin+nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi (p:0,898). Nebivolol grubu ile

metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,113).

5.1.3. Katalaz
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. L etiyonin+
Kontrol Grubu Nebivolol Metiyonin Nebivolol
Grubu Grubu
Grubu
‘ HSeril 61,2414 49,06 23,7986 36,0414
Sekil 15: Katalaz ortalamalari.
Tablo  XVII:  Gruplarin  katalaz  ortalamalarmin ~ kendi  aralarinda

karsilastirilmalarinim p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

Katalaz Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu

Grubu Grubu

Kontrol Grubu 1 0,006* 0,000* 0,000*

Nebivolol Grubu 0,006* 1 0,000* 0,003*

Metiyonin Grubu 0,000* 0,000* 1 0,006*

Metiyonin+ 0,000* 0,003* 0,006* 1

nebivolol Grubu

* p<0.05
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Kontrol grubu ile nebivolol gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,006%).
Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,000*) . Kontrol grubu
ile metiyonin+nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,000%). Nebivolol grubu
ile metiyonin grubu arasinda anlamh fark saptandi (p:0,000*). Nebivolol grubu ile
metiyonint+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,003*). Metiyonin grubu ile

metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,006%).

5.1.4. Glutatyon
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Kontrol Grubu Nebivolol Metiyonin Nebivolol
Grubu Grubu
Grubu
‘ mSeril 1,4257 1,06 0,4586 1,07
Sekil 16: Glutatyon ortalamalari.
Tablo XVIII:  Gruplarin  glutatyan  ortalamalarinin =~ kendi  aralarinda

karsilastiriimalarinim p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

Glutatyon Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu

Grubu Grubu

Kontrol Grubu 1 0,026* 0,000* 0,031*

Nebivolol Grubu 0,026* 1 0,000* 1,000

Metiyonin Grubu 0,000* 0,000* 1 0,000*

Metiyonin+ 0,031* 1,000 0,000* 1

nebivolol Grubu

* p<0.05
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Kontrol grubu ile nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,026%).
Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,000*) . Kontrol grubu
ile metiyonin+nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,031*). Nebivolol grubu
ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptand: (p: 0,000*). Metiyonin grubu ile
metiyonint+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,000*). Nebivolol grubu ile

metiyonint+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p:1,000).

5.1.5. Nitrik Oksit
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Kontrol Grubu Nebivolol Metiyonin Nebivolol
Grubu Grubu
Grubu
‘ WSeril 19,1571 21,7286 24,1071 22,1914

Sekil 17: Nitrik oksit ortalamalari.
Tablo XIX: Gruplarin NO ortalamalarinin kendi aralarinda karsilastiriimalarinin p

degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

NO Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu

Grubu Grubu

Kontrol Grubu 1 0,396 0,024* 0,258

Nebivolol Grubu 0,396 1 0,463 0,991

Metiyonin Grubu 0,024* 0,436 1 0,636

Metiyonin+ 0,258 0,991 0,636 1

nebivolol Grubu

* p<0.05
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Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda istatistiksel a¢idan anlamli fark
saptand1 (p:0,024*). Kontrol grubu ile nebivolol gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (p: 0,396). Kontrol grubu ile metiyonin+nebivolol gruplari arasinda anlamli
fark saptanmadi (p: 0,258). Nebivolol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark
saptanmadi (p: 0,463). Nebivolol grubu ile metiyonintnebivolol grubu arasinda anlamli fark
saptanmadi (p: 0,991). Metiyonin grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark

saptanmadi (p: 0,636).

5.1.6. Glutayon Peroksidaz
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Nebivolol Metiyonin
Grubu Grubu

Glutatyon Peroksidaz (U/g)

Metiyonin+
Nebivolol
Grubu

‘ mSeri 1 424,1357 297,9714 122,54 213,2086

Kontrol Grubu

Sekil 18: Glutatyon peroksidaz ortalamalari.

Tablo XX: Gruplarin glutatyon peroksidaz ortalamalarinin kendi aralarinda

karsilastiriimalarinim p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

Glutatyon Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu

Peroksidaz Grubu Grubu

Kontrol Grubu 1 0,003* 0,000* 0,000*

Nebivolol Grubu 0,003* 1 0,001* 0,038*

Metiyonin Grubu 0,000* 0,001* 1 0,001*

Metiyonin+ 0,000* 0,038* 0,001* 1

nebivolol Grubu

* p<0.05
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Kontrol grubu ile nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,003%).

Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,000*) . Kontrol grubu

ile metiyonin+nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,000*). Nebivolol grubu

ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,001*). Nebivolol grubu ile

metiyonint+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,038*). Metiyonin grubu ile

metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,001%*).

5.1.7. Malondialdehit
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Kontrol Grubu Nebivolol Metiyonin Nebivolol
Grubu Grubu
Grubu
‘ WSeril 1,8043 1,9929 3,02 2,18

Sekil 19: MDA ortalamalari.

Tablo XXI: Gruplarin MDA ortalamalarinin kendi aralarinda karsilagtirilmalarinin

p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

MDA Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu
Grubu Grubu
Kontrol Grubu 1 0,062 0,000* 0,015*
Nebivolol Grubu 0,062 1 0,000* 0,342
Metiyonin Grubu 0,000* 0,000* 1 0,000*
0,015* 0,342 0,000* 1

Metiyonin+
nebivolol Grubu

* p<0.05
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Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,000%) .

Kontrol grubu ile metiyonin+nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,015%).

Nebivolol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptand: (p: 0,000*). Metiyonin

grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,000*). Kontrol

grubu ile nebivolol gruplart arasinda anlaml fark saptanmadi (p: 0,062). Nebivolol grubu ile

metiyonint+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,342).

5.1.8. Glutatyon Rediiktaz

Tablo XXII: Gruplarin glutatyon rediiktaz ortalamalarinin kendi aralarinda

karsilastirilmalarinin p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

Glutatyon rediiktaz | Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu
Grubu Grubu
Kontrol Grubu 1 0,306 0,000* 0,081
Nebivolol Grubu 0,306 1 0,046* 1,000
Metiyonin Grubu 0,000* 0,046* 1 0,191
0,081 1,000 0,191 1

Metiyonin+
nebivolol Grubu

* p<0.05

Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p:0,000%*) .

Nebivolol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlaml fark saptandi (p: 0,046*). Metiyonin

grubu ile metiyonint+nebivolol grubu arasinda anlaml fark saptanmadi (p: 0,191). Kontrol

grubu ile nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,306). Kontrol grubu ile

metiyonintnebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,081). Nebivolol grubu

ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 1,000).
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5.1.9. Siiperoksit Dismiitaz

Tablo  XXIIl:  Gruplarn  SOD  ortalamalarinin ~ kendi  aralarinda

karsilastiriimalarinin p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile isaretlenmistir.

Stiperoksit Dismiitaz | Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu

Grubu Grubu

Kontrol Grubu 1 1,000 0,001* 0,007*

Nebivolol Grubu 1,000 1 0,010* 0,053

Metiyonin Grubu 0,001* 0,010* 1 1,000

Metiyonin+ 0,007* 0,053 1,000 1

nebivolol Grubu

* p<0.05

Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,001%) .
Kontrol grubu ile metiyonin+tnebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,007%).
Nebivolol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,010*). Nebivolol
grubu ile metiyonintnebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,053). Metiyonin
grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamlh fark saptanmadi (p: 1,000). Kontrol

grubu ile nebivolol gruplari arasinda anlaml fark saptanmadi (p: 1,000).
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5.2. Patolojik Bulgular

Tablo XXIV: Gruplara Kruskal-Wallis

incelemelerin istatistiksel anlaml1 olanlar1 * ile isaretlenmistir.

testi uygulandiginda patolojik

Kardiyomiyosit | Endotel Tgf  B-1]| Tof B-1 | VEGF VEGF
Dejenerasyonu Dejerasyonu Kalp Aorta Kalp Aorta
Aorta
p 0,003* 0,070 0,175 0,038* 0,281 0,117
* p<0.05

e

Resim 1: Kontrol grubuna ait torakal aorta H&E boyama ile x100 lik goriiniimii (normal)
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Resim 2: Nebivolol grubuna ait torakal aorta H&E boyama ile x200 liikk goriiniimii (normal).

Resim 3: Metiyonin grubuna ait torakal aorta H&E boyama ile x200 lik gériniimi, ok:

endotel hiicrelerinde dokiilmeyi gosteriyor (+2 dejenasyon).
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Resim 4: Metiyonin+nebivolol grubuna ait torakal aorta H&E boyama ile x100 lLik
goriiniimii, damar duvarinda kalinlasma, medial tabakada liflerde dejenerasyon bulgulari (+1

dejenerasyon).

Resim 5: Kontrol grubuna ait torakal aorta dokusunun VEGF ile boyanmasi x40 lik gortiniimii
(boyanma skoru 0).
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Resim 6: Kontrol grubuna ait torakal aorta dokusunun Verhoeff’un elastik boyasi ile

boyanmasi x40 lik gériintimii (normal boyanma).

Patolojik veriler incelendiginde verilerden sadece kardiyomiyosit dejenerasyonu
ve Tgf B-1 aorta gruplarinin icinde istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gozlendi. Ileri
istatistiksel analizlerin yapilmasi bu gruplara planlandi. Verhoeff elastik boyasi ile

preperatlarda boyanmanin olmamasi nedeniyle bu gruplar analize dahil edilmedi.
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5.2.1. Kardiyomiyosit Dejenerasyonu

1,8

1,6
1,4

1,2

0,8

0,6
0,4

Kardiyomiyosit Dejenerasyon Skoru

;I
0]

Kontrol Grubu

Nehivolol
Grubu

Metiyonin
Grubu

Metiyonin+Ne
hivolol Grubu

0,29

‘lSeril

0,57

1,86

1,43

Sekil 20: Kardiyomiyosit dejenerasyon skoru ortalamalari.

Tablo XXV: Gruplarin kardiyomiyosit dejenerasyon skoru ortalamalarinin kendi

aralarinda karsilagtirilmalarmin p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile

isaretlenmistir.
Kardiyomiyosit Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu

Dejenerasyonu Grubu Grubu
Kontrol Grubu 1 1,000 0,010* 0,027*
Nebivolol Grubu 1,000 1 0,104 0,236
Metiyonin Grubu 0,010* 0,104 1 1,000

0,027* 0,236 1,000 1

Metiyonin+
nebivolol Grubu

* p<0.05

Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,010%) .

Kontrol grubu ile metiyonin+tnebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,027%).

Nebivolol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,104). Nebivolol

grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,236). Metiyonin

grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 1,000). Kontrol

grubu ile nebivolol gruplari arasinda anlaml fark saptanmadi (p: 1,000).
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Resim 8: Nebivolol grubuna ait kalp dokusunun H&E boyasi ile boyanmasi x100 liik

goriintimii (normal).
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Resim 9: Metiyonin grubuna ait kalp dokusunun H&E boyasi ile boyanmasi x100 likk
goriiniimii, ok: niikleus kaybini, tiggen: kas liflerindeki dejenerasyonu gostermektedir (+3

dejenerasyon).

Resim 10: Metiyonin grubuna ait kalp dokusunun H&E boyasi ile boyanmasi x200 lik
goriinimii, ok: niikleus kaybini, tiggen: kas liflerindeki dejenerasyonu gostermektedir (+3

dejenerasyon).
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Resim 11: Metiyonin+nebivolol grubuna ait kalp dokusunun H&E boyasi ile boyanmasi x100
lik gortinimii, ok: niikleus kaybini, tiggen: kas liflerindeki dejenerasyonu gostermektedir (+2

dejenerasyon).

56



5.2.2. TGF -1 Aorta
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Sekil 21: Tgf p-1 aorta boyanma skoru ortalamalari.

Tablo XXVI: Gruplarin TGF B-1 aorta boyanma derecesi ortalamalarinin kendi

aralarinda karsilagtirilmalarmin p degerleri. Istatistiksel olarak anlamli olanlar * ile

isaretlenmistir.
TGF B-1 Aorta Kontrol Grubu | Nebivolol Metiyonin Metiyonin+
nebivolol Grubu

Grubu Grubu

Kontrol Grubu 1 0,045* 1,000 0,145

Nebivolol Grubu 0,045* 1 1,000 1,000

Metiyonin Grubu 1,000 1,000 1 1,000

Metiyonin+ 0,145 1,000 1,000 1

nebivolol Grubu

* p<0.05

Kontrol grubu ile nebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p: 0,045%).

Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 1,000). Kontrol grubu

ile metiyonin+nebivolol gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,145). Nebivolol

grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 1,000). Nebivolol grubu ile

metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 1,000). Metiyonin grubu ile

metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 1,000).
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Resim 12: Kontrol grubuna ait torakal aorta dokusunun TGF B-1 ile boyanmasi x40 lik

goriiniimii (boyanma skoru 0).

Resim 13: Nebivolol grubuna ait torakal aorta dokusunun TGF B-1 ile boyanmast x200 liik

goriiniimii (boyanma skoru +2).
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Resim 14: Metiyonin grubuna ait torakal aorta dokusunun TGF B-1 ile boyanmasi x100 likk
goriiniimii (boyanma skoru +1).

Resim 15: Metiyonin+nebivolol grubuna ait torakal aorta dokusunun TGF B-1 ile boyanmasi
x100 lik gértinimii (boyanma skoru +2).
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6. TARTISMA

Ratlar iizerinde yaptigimiz bu calismamizda literatiirde ilk defa kisa donem
hiperhomosisteineminin yol agtigi endotel fonksiyon bozuklugunu nebivolol molekiilii
vererek onleyebilecegimizi biyokimyasal olarak gosterebildik. Ayrica bildigimiz kadariyla ilk
kez oral metiyoninden iki saat sonra aymi giin icinde bir defa verilen nebivololin Hcy
seviyelerindeki yiikselmeyi engelleyebilecegini gosterdik. Literatiirde daha 6nce benzer bir
calismanin yapilmamis olmasi ¢alismamizi 6zgiin kilmaktadir. Buldugumuz biyokimyasal
bulgular sonucunda kisa donem hiperhomosisteineminin yol agtigi endotel fonksiyon
bozuklugunu es zamanli baslanacak nebivolol molekiilii ile 6nleyebilecegimizi diisiiniiyoruz.

Calismamizda histopatolojik bulgulara bakildiginda metiyonin verilen gurupta
daha fazla kardiyomiyosit dejenerasyonu saptandi. Fakat kisa donemde metiyonin ile es
zamanli nebivolol verilmesinin histopatolojik veriler {izerinde istatiksel olarak anlamli farka
neden olmadig1 goriildii.

Kiikiirtlii bir aminoasit olan Hcy diyetle alinmaz ve viicuttaki tek kaynagini
esansiyel bir aminoasit olan metiyonin aminoasidinin demetilasyonu olusturur (1,2).
Hiperhomosisteinemide genetik bozukluklar yaninda edinsel patolojiler de yer almaktadir.
Ayrica beslenme yetersizliginden ve toksisiteden kaynaklanan hiperhomosisteinemi dikkati
cekmektedir (7). Hiperhomosisteinemi plazmadaki Hcy seviyesinin 15 mmol/L den yiiksek
olmasma denir. Normal aglik plazma total Hcy konsantrasyonu 5-15 mmol/L olup, 15-30
mmol/L  hafif derecede hiperhomosisteinemi, 30-100 mmol/L orta derecede
hiperhomosisteinemi ve 100-500 mmol/L agir derecede hiperhomosisteinemi olarak
tanimlanir (5,6). Calismamizda metiyonin grubundaki ratlara literatiirdeki benzer deney
modellerinde kullanilan 1 g/kg/giin dozunda L-metiyonin 4 hafta siireyle her giin, giinde bir
kez orogastrik gavaj ile verildi (119,120). Calismamizda nebivolol grubundaki ratlara da
literatiirdeki ¢alismalar taranarak giivenilirligi ve etkinligi denenmis doz olan, 4 hafta siireyle
orogastrik gavaj ile her giin, giinde bir kez 10 mg/kg/giin nebivolol verildi (110,111). Cao ve
ark. yapmis olduklar1 ¢alismada 3 ay boyunca 1 g/kg/giin dozunda L-metiyonin intragastrik
uygulama sonrasinda hayvanlar sakrifiye edilmis ve hiperhomosisteinemi grubunda
25.24+7.23 mikromol/L Hcy diizeyleri elde edilmis kontrol grubu ratlarda ise Hcy 4.04+1.07
mikromol/L diizeyinde saptanmistir. Gruplar arasinda yapilan istatiksel degerlendirme

sonucunda p<0.001 olarak anlamli saptanmistir (119). Calismamizda oral gavaj yolu ile
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verdigimiz 1 g/kg/giin L-metiyonin sonucunda ratlarda orta derecede hiperhomosisteinemi
olusturuldu. Metiyonin grubundaki ratlarin serumlarinda 35,6286+7,60564 mikromol/L
diizeylerinde orta derecede hiperhomosisteinemi izlendi. Kontrol grubu ratlarda
7,6714+1,42912 mikromol/L diizeylerinde Hcy seviyesi 6l¢iildii. Kontrol grubu ile metiyonin
grubu karsilastirildiginda aralarindaki fark anlamli saptandi. 1 g/kg/giin dozunda metiyonin
ile ayn1 giin iginde iki saat sonra 10mg/kg/giin dozunda nebivolol alan metiyonin+nebivolol
grubunda 13,2857+2,12480 mikromol/L diizeylerinde Hcy seviyesi Ol¢iildii. Bu grup
metiyonin grubu ile karsilastirildiginda Hcy seviyesi agisindan aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli saptandi. Bu sonu¢ metiyonin ile ayni giin i¢inde iki saat sonra nebivolol
verildiginde,  nebivololin =~ Hcy  seviyesinin  yilikselmesini  engelleyebilecegini
diisiindiirmektedir. Bildigimiz kadariyla literatiirde bu bulgumuzu destekleyecek daha once
yapilmis benzer bir ¢alisma yoktur.

Metiyonin ile ayni giin i¢inde verilen nebivololiin Hey diizeylerindeki artist NO
yolu ile engellemis olabilecegini diisiinmekteyiz. Nebviolol etkisini L-arjinin/NO yolu
tizerinden NO artis1 ile vazodilatasyon yaparak gostermektedir (78,81-83). Ayrica diger beta
blokerlerden farkli olarak Nebivolol B3 reseptor agonistik etkisi ile eNOs aktivasyonu
yaparak NO atisin1 saglamaktadir (84). Bu sayede total antioksidan kapasiteyi artirmaktadir.
Bizim calismamizda da Hcy seviyesi yiiksek olan metiyonin grubu ratlarda en yiikksek ADMA
degerleri saptanmistir. Kontrol grubu ratlarda 123,8286+28,50753 ng/ml ADMA diizeyi
saptanmigtir. Metiyonin grubundaki ratlarda 225,7000+42,22120 ng/ml ADMA diizeyi
saptanmistir. Kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda ADMA diizeyleri agisindan anlaml
fark saptanmistir. Burada metiyonin verilmesi ile olusturdugumuz Hcy yiikselmesinin endotel
fonksiyon bozuklugu yaptigint ADMA iizerinden gostermis olduk. NO’in artist ADMA’nin
azalmasina neden oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica nebivolol, NO inhibitorlerini de ortadan
kaldirarak endotel bagimli vazodilatasyona katki saglamaktadir (85-87). ADMA’nin azalmast,
oksidatif stresin ve hiicresel hasarmin azalmasina neden olur. Bu sayede protein yikiminin
artmasi engellenmis olur ve organizmada protein sentezi devam eder. Protein sentezi sisteine
ihtiya¢ duyar. Sistein yapisinda fonksiyonel bir thiol grubu bulundurur. Tiyol gruplarinin
okside olmasiyla iki sistein arasinda disiilfit bagi meydana gelir. Distilfit baglarini
olusturabilmesi sebebiyle sistein birgcok proteinin ii¢ boyutlu yapisinin olusturulmasinda gorev
alir. Ozellikle hiicre disinda fazlaca fiziksel ve kimyasal etki altinda kalan proteinlerin

karmasik yapilarini korumalari, bu disiilfit kopriileri sayesinde olmaktadir (3,4). Organizmada
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sistein ihtiyact ortaya c¢iktiginda sistein iiretimi i¢in Hey transsiilfiirasyon yolu ile sistatiyonin
beta sentaz enzimi ile sistatiyonine gevrilir. Ardindan da sisteine hidroliz olur ve sistein idrar
ile atilir veya protein sentezinde kullanilir (3). Ayrica Hcy’nin metabolizmasina baktigimizda
organizmada Hcy remetilasyon ve transsiilfiirasyon yollar1 ile metabolize edildigini
gormekteyiz (4). Remetilasyon reaksiyonlari doyuma ulastiginda veya organizmada sistein
ihtiyac1 ortaya ciktiginda transsiilfiirasyon yollart ile sisteine hidroliz olur (3). Ayrica
glutatyon sentezine de baktigimizda, vy-glutamil-sistein sentaz ve glutatyon sentaz
enzimlerinin Katalizledikleri ardisik reaksiyonlar ile glutatyonun, glutamat, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olustugunu gérmekteyiz. Burada sistein hiz sinirlayict substrat olarak rol
almaktadir (67). Yani sistein olusumu ig¢in Hcy yikilmakta ve serum diizeyinin artmasi
engellenmektedir. Bu fizyolojik yolaklar Hcy metabolizmasini agiklamaktadir. Goel ve ark.
yapmis oldugu fareler {izerindeki ¢alismada nebivolol verilmesi ile doku glutatyon
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla yiikselme oldugu saptanmistir (142). Daha 6nceden de
bahsettigimiz gibi Hcy’nin transsiilfiirasyonu sonucu olusan sistein glutatyon sentezinde
kullanilmaktadir. Dolayis1 ile bu fizyolojik yolaklar ve literatirde tam olarak ortaya
konamamayan daha bir¢ok yolaklar ile Hcy diizeylerindeki artisi nebivololiin engellemis
olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu alanda yeni hipotezlere ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.
Biz bu ¢alismamizda endotel fonksiyon bozuklugu iizerine yogunlastik. Ciinkii
Hcy’in plazma seviyesinin yiikseldigi durumlarda; endotel fonksiyon bozuklugu ile iliskili
arteryel tromboz, miyokard infarktiisii, inme, vendz tromboz ve kronik renal yetersizlik
olusturdugu bilinmektedir. Endotel fonksiyon bozuklugunun bir gostergesi olarak ADMA’y1
kullanmay1 tercih ettik. Asimetrik dimetil arjinin, NO sentezini saglayan NOs enziminin
endojen yarigmali inhibitoriidiir. Yikselmis ADMA seviyesi endotel disfonksiyonunun bir
gostergesidir. Ayrica kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditeyi tahmin etmede de
kullanilabilir. Endotel fonksiyon bozuklugu aterosklerozun erken evresini gostermektedir
(33). Calismamizda ADMA sonuglarinin hiperhomosisteinemiye ikincil yiikselmesinin
endotel fonksiyon bozuklugu gelistigine isaret etmektedir. Hcy vaskiiler diiz kas hiicreleri i¢cin
ayni zamanda potent mitojenik etkiye sahiptir. Ayrica Hcy, endotelden NOs salinimini ve NO
olusumunu azaltir. NO’in endoteliyal iiretiminin bozulmasi sonucu endotel, oksidatif hasara
maruz kalir ve endotel fonksiyon bozuklugu olusur. Ayrica Hcy lipid peroksidasyonunu
artirir. Boylece heniiz endotel hasar1 gelismeden nebivolol vererek engellenen yiliksek Hcy

seviyeleri sayesinde yukarida bahsettigimiz patolojilere karsi teorik olarak nebivolol ile
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primer  koruma yapilabilecegini diistinmekteyiz. Literatiirdeki caligmalarda
hiperhomosisteineminin ve bu patolojilerin 6nlenmesi i¢in B12 vitamini, C vitamini, E
vitamini ya da folik asit kullanilmis olup kismi basarili sonuglar elde edilmistir. Bizim
calismamizda ise nebivolol kullanilmistir. Calismamiz literatiirdeki ilk ¢alisma olmasi
nedeniyle diger c¢alismalardan  ayrilmaktadir (121-125). Bu veriler 1s18inda
hiperhomosisteinemiye ikincil endotel hasar1 gelistikten sonra, nebivololin NO yolu
tizerinden saglayacagi olumlu etkiler ile sekonder korumada yeri olabilecegini diisiiniiyoruz.
Zira tglincti jenerasyon, yiiksek selektiviteye sahip B1-boker olan nebviolol etkisini L-arjinin
INO yolu iizerinden vazodilatasyon yaparak gostermektedir. Yapilan deneysel ¢aligmalarda
endotel kaynakli NO’nun nebviolol’un uyardigi vazodilatasyonda 6nemli rol oynadigini
ortaya konmustur (56). Nebivolol hiicre proliferasyonunu azaltir. Nebivololiin intima hasarini
onledigi gosterilmistir. Endotel hasar1 sonrasi olusan intimal hiperplaziyi ve stenozun yeniden
olusumu ihtimalini de azalttig1 bildirilmistir (56).

ADMA ve Hcy’nin metabolizmalar1 arasinda ortak yolaklar mevcuttur.
Metiyoninden Hcy olusumu sirasinda S-Adenozil metiyonin metil grubu vericisi olarak
kullanilir. Protein arjinin metil transferaz 1 ve 2 enzimleri ise SAM kullanir. ADMA iki metil
grubu igerir. ADMA sentezi sirasinda Hcy olusur. Hcy protein yapilari destabilize eder.
Oksidatif stresi artirarak protein pargalanmasini artirir. HCy metillenmis proteinlerden serbest
ADMA’nin salinimimi artirir.  Dimetilarjinin  dimetil amino hidrolaz enzimi ADMA’y1
metabolize eder. Hcy bu enzim aktivitesini de inhibe ederek ADMA konsantrasyonlarinin
artmasina neden olur. Choa ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada atrial fibrilasyonlu hastalarda
baktiklart ADMA seviyesi ile ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler 6liim ya da inme gibi istemeyen
etkilerin ortaya ¢ikmasi arasinda pozitif yonde bir iligki oldugunu gostermislerdir (45).

Zoccali ve ark. insanlarda yapmis oldugu c¢alismada plazma ADMA
diizeylerindeki 2 mmol/L lik artis kardiyovaskiiler hastalik riskini %37 artirdig1 gosterilmistir
(46). Valkoven ve ark. yaptigi 150 kisiden olusan orta yas insanlarin alindig1 bir ¢alismada
yiksek ADMA diizeylerinin, akut koroner olay riskini 3.9 kat artirdigi gosterilmistir (44).
Boger ve ark. yapmis oldugu bir calismada metiyoninden zengin folatdan fakir
hiperhomosisteinemik diyetle beslenen maymunlarda plazma ADMA ve Hcy diizeylerinin ii¢
kat artigi ortaya konmustur (47). Ayrica Boger ve ark. yapmis oldugu bir bagka insan
calismasinda oral metiyonin yiiklemesinden 8 saat sonra bakilan plazma ADMA ve Hcy

konsantrasyonlarinin arttii, brakial arterden bakilan akim bagimli dilatasyonun %80
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oraninda azaldigi tespit edilmistir (48). Biitiin bu ¢alismalar, ADMA diizeyi ile endotel
fonksiyon bozuklugu arasindaki yogun iliskiye ve ADMA’nin endotel fonksiyon
bozuklugunun bir gostergesi olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Calismamizda 6nemli bulgulardan birisi de kontrol grubu ile metiyonin+nebivolol
gruplart arasinda ADMA  diizeyleri agisindan anlamli  fark  saptanmamasidir.
Metiyonin+nebivolol grubu metiyonin almasina ragmen ayn1 giin iginde metiyoninden iki saat
sonra nebivolol verilmesi ADMA seviyelerinindeki artisi potansiyel olarak engellemis
olabilir. ADMA seviyelerinin artmamasi, bu gruptaki Hcy’nin yiikselmemesine bagl olabilir.
Ciinkii Hcy ADMA’nin yikilmasindan sorumlu olan dimetilarjinin dimetil amino hidrolaz
enzimi inhibisyonuna neden olmaktadir. Hcy bu enzim aktivitesini inhibe ederek ADMA
konsantrasyonlarinin artmasina neden olur (62). DDAH enzimi inhibe olamayinca
ADMA’nin yikimint saglayarak seviyesinin diismesini sagladigin1 diisiinmekteyiz. Ayrica
nebivololiin, NO inhibitérlerini de ortadan kaldirarak endotel fonksiyonunun korunmasina ek
katki saglamis olabilir (85-87).

ADMA diizeyleri agisindan metiyonin grubu ile metiyonin+nebivolol grubu
arasinda saptanan anlamli fark nebivololiin, metiyoninin yol agabilecegi ADMA
seviyelerindeki artis1 istatiksel olarak anlamli derecelerde yiikselmesini engellenmis
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizdaki bulgulara dayanarak Hcy seviyelerindeki artisinin oksidatif stresi
artirabilecegini diigiinmekteyiz. Yaptigimiz ¢alismada oksidatif stres ile katalaz seviyeleri
arasinda literatiir ile uyumlu pozitif korelayonda bulgular saptanmistir. Literatiire
baktigimizda Wyse ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada Hcy uygulamasinin ratlarda katalaz
aktivitesinde azalmalara neden olmustur (125). Calismamizda da metiyonin alan grupta
katalaz aktivitesi anlamli diizeyde azalmistir. Katalaz diizeyleri agisindan metiyonin grubu ile
metiyonintnebivolol gruplari arasinda anlamli fark saptanmistir. Metiyonin+nebivolol grubu
metiyonin almasina ragmen, ayni giin i¢inde iki saat sonra nebivolol verildiginde, katalaz
seviyelerindeki azalmay1 engelleyebilecegini gostermis olduk. Bu bulgu metiyonin ile birlikte
verilen nebivololiin hiperhomosisteinemiyi engellemesi ile veya nebivololiin yol actigt NO
artis1 nedeni ile gergeklesmis olabilecegini diisliniiyoruz. Ayrica hiperhomosisteineminin
neden olacag oksidatif stresin engellenmesinin de bu bulguya katki saglamis olabilecegini

diistiniiyoruz. Literatiirde de Akcay ve ark. koroner yavas akim hastalarinda yaptiklari insan
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deneyinde alt1 ay siireyle nebivolol tedavisi verilmesinin katalaz seviyelerini artirdig
gosterilmistir (141).

Dimitrova ve ark. yapmis oldugu c¢alismada diyetlerinde Hcy bulunan ratlarin
miyokardiyal glutatyon diizeyinin Onemli derecede azaldigi gosterilmistir (126).
Calismamizda da metiyonin alan grupta literatiir ile uyumlu bir sekilde glutatyon seviyesi
diger gruplar ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde azalmistir. Bu fark metiyonin grubunda
hiperhomosisteineminin olusturdugu oksidatif stresin bir bulgusu olarak yorumlanabilir.
Glutatyon diizeyleri agisindan metiyonin grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda
saptanan anlamli fark nebivololiin, hiperhomosisteinemiyi Onlemesine bagli gergeklesmis
olabilir. Ayrica nebivololiin total oksidan stresi azaltmasina da bagl gergeklesmis olabilir.
Goel ve ark. yapmis oldugu fareler {lizerindeki ¢alismada nebivolol verilmesi ile beyin doku
glutatyon seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla yiikselme oldugu saptanmistir (142). Zira
daha 6nceden de bahsettigimiz gibi Hey’nin transsiilfiirasyonu sonucu olusan sistein glutatyon
sentezinde kullanilmaktadir.

NO kisa yar1 omiirlii bir gazdir. NO’nun dokuda, 10-60 saniyelik yar1 Omrii
vardir. NO, kiigiik bir molekiil olmasi nedeniyle hiicre zarlarindan serbestge difiize olabilir.
Daha sonra nitrite pargalanir. NO seviyelerine bakltigimizda calismamizda orneklerin
toplanmasi ve calisilmasinda azami ilgi gosterilmis olmasina ragmen NO verilerinde
calismamizda istatistiksel olarak anlamli sonuclar elde edemedik. Literatiirdeki ¢alismalara
bakildiginda Akcay ve ark. koroner yavas akim hastalarinda yaptiklari insan deneyinde alt1 ay
stireyle nebivolol tedavisi verilmesinin NO seviyelerini artirdig1 gosterilmistir (141) Tzemos
ve ark. yapmis oldugu ¢alismada nebivolol esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda bazal ve
uyartlmis endotelyal NO salinimini artirdigi gosterilmistir (94). Broeders ve ark. yapmis
oldugu ratlardan alinan torakal aorta dokusunun organ banyosu ¢aligmasinda nebivololiin
karacigerde olusan metabolitlerinin B2-adrenerjik reseptorler vasitasiyla NO iiretimini
artirdigr bulunmustur (91). Cominacini ve ark. yaptigi hiicre kiiltiirii ¢alismasinda hem
nebivolol hem de karcigerde olusan 4-keto metabolitlerinin oksidan {triinlerin yikimini
uyarmak yoluyla NO iiretimini artirdiklar1 rapor edilmistir (92). Ayrica diger beta
blokerlerden farkli olarak Nebivolol B3 reseptor agonistik etkisi ile eNOs aktivasyonu
yaparak NO atisin1 saglamaktadir (84).

Antioksidan molekiillerden biri olan glutatyon peroksidaz diizeyleri agisindan

literatiire baktigimizda Gilad ve ark. tarafindan yapilan Hcy’in peroksinitritlere karsi
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etkilerinin arastirildigi ¢aligmalarinda, Hey’in hem glutatyon peroksidaz aktivitesini inhibe
ettigi hem de glutatyon peroksidaz enziminin m-RNA’simi azalttigini ortaya koymuslardir
(127). Dayal ve ark. yaptig1 bir diger calismada yiiksek miktarda metiyonin igeren diyetle
beslenen farelerde total plazma Hcy diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu ve
glutasyon peroksidaz enzim azalmasmin olustugunu bildirmiglerdir (128). Glutayon
peroksidaz seviyelerine bakltigimizda kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark
saptand1. Bu fark hiperhomosisteinemi nedeniyle olusan oksidan stres nedeniyle glutatyon
peroksidazin asir1 kullanilmasina bagl gerceklesmis olabilir. Bir diger onemli bulgu da
metiyonin grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda glutatyon peroksidaz seviyeleri
acisindan anlamli fark bulunmasidir. Bu fark iki grup arasmdaki Hcy seviyelerindeki
farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi gibi nebivololiin total antioksidan kapasite iizerine olan
olumlu etkileri nedeniyle de ger¢eklesmis olabilir.

Malondialdehit miktarinin artmasi, hiicre hasarmin ve lipid peroksidasyonunun
gostergesi olarak kabul edilebilir (65,66). Literatiire baktigimizda Yiice ve ark. tarafindan
yapilan hiperhomosisteinemik ratlarda E vitaminin etkisinin arastirildigi ¢alismalarinda,
hiperhomositeinemik ratlarda MDA seviyelerinin yiikseldigini ortaya koymuslardir (129).
Calismamizda da metiyonin alan grupta literatiir ile uyumlu bir sekilde kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda MDA  seviyesi anlamli diizeyde artmistir. Bu fark yiikksek Hcy
diizeylerinin yol agmis olabilecegi oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.
Ayrica metiyonin grubu ile metiyonin+nebivolol grubu arasinda anlamli fark saptadik.
Metiyonin grubunda daha yiiksek MDA seviyeleri saptandi. Literatiirde de calismamizla
uyumlu veriler bulunmaktadir. Akcay ve ark. koroner yavas akim hastalarinda yaptiklar1 insan
deneyinde, alti ay siireyle nebivolol tedavisi verilmesinin MDA seviyelerini azalttigini
gostermistir (141). Calismamiz metiyonin ile ayni giin verilecek nebivololiin total antioksidan
kapasiteyi artirarak MDA seviyelerinin istatiksel olarak anlamli derecelerde artmasini
engelleyebilecegine isaret etmektedir. Bu etkide nebivolol ile Hcy seviyelerinin
yiikselmesinin engellenmesinin de rolii olabilecegini diisiiniiyoruz.

Antioksidan bir molekiil olan glutayon rediiktaz igin literatiire baktigimizda
Gubandru ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, alzheimer hastalarinda ADMA ve Hcy
seviyelerinin yiikseldigini ve glutatyon rediiktaz ile total antioksidan kapasitenin azaldigini
ortaya koymuslardir (130). Caligmamizda da metiyonin alan grupta literatiir ile uyumlu bir

sekilde kontrol grubuyla karsilastirildiginda, glutayon rediiktaz seviyesi anlamli diizeyde
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azalmistir. Metiyonin grubunda GR seviyesi metiyonintnebivolol grubuna gore diisiik
saptanmis olsa da bu fark istatiksel anlamliliga ulasamamustir.

Antioksidan bir molekiil olan siiperoksit dismiitaz agisindan literatiire
baktigimizda Yamamoto ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada, Hcy‘in SOD enziminin
etkinligini azalttigim1 ve SOD’in endotel hiicre yiizeyine baglanmasini saglayan endotelyal
heparan siilfat proteoglikanini bozdugunu dolayisiyla endotel hiicre ylizeyine SOD’in
baglanmasini engelledigini, fibroblastarca salinan SOD ekspresyonunu azalttigin1 ve endotel
hiicrelerinin serbest radikallere karst savunma yetene§inin azalmis oldugunu ortaya
koymuslardir (131). Calismamizda da metiyonin alan grupta literatiir ile uyumlu bir sekilde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, siiperoksit dismiitaz seviyesi anlamli diizeyde azalmistir.
Bu fark yiiksek Hey diizeylerine ikincil artan oksidatif stres nedeniyle gergeklesmis olabilir.
Ayrica Akcay ve ark. koroner yavas akim hastalarinda yaptiklari insan deneyinde, alti ay
stireyle nebivolol tedavisi verilmesinin SOD seviyelerini artirdigin1  gostermistir (141).
Calismamizda SOD diizeyleri agisindan metiyonin grubunda, gruplar arasindaki en disiik
seviyeler saptanmasina ragmen istatistiksel olarak metiyonin grubu ile metiyonin+nebivolol
grubu arasinda anlamli fark saptanmadi.

Histopatolojik bulgulardan sadece kardiyomiyosit dejenerasyonu ve Tgf -1 aorta
boyanma gruplarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanabildi. Bunun nedeninin
calismamizin dort hafta gibi doku ¢alismalari i¢in kisa sayilabilecek bir siirede yiiriitiilmiis
olmas1 olabilecegini diisiiniiyoruz. Ileri istatistiksel analizler bu gruplara uygulandi.
Verhoeff’un elastik boyasi ile tiim preperatlarda normal boyanmanin olmasi nedeniyle bu
gruplar analize dahil edilmedi. Patolojik agidan bakildiginda literatiirdeki diger ¢alismalarda
incelendiginde dokularda histopatolojik degisikliklerin izlenmesi i¢in daha uzun siire
hiperhomosisteinemiye maruziyetin gerektigini diisiiniiyoruz (132). Bu ¢alismamizda tim
histopatolojk bulgularin gruplarda daha agik ortaya konabilmesi ig¢in dort haftalik bir siirenin
yetmeyecegini gostermis oldugumuzu diisiiniiyoruz.

Kardiyomiyosit dejenerasyonu agisindan literatiiri inceledigimizde Zivkovic ve
ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada ratlarin kalbini diseke ettiklerini ve organ banyosuna alarak
bir deney modeli tasarladiklarin1 gérmekteyiz. Deneylerinde rat kalbine uyguladiklar1 akut
Hcy perfiizyon uygulamasi ile sol ventrikiil fonksiyonlarinda bozulma (kardiyotoksik etki)
elde ettiklerini gostermislerdir (135). Bunun mekanizmasi olarak artan Hcy’nin NO

biyoaktivitesini baskilamasi ve endotel fonksiyon bozuklugu yapmasi ve total oksidan
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kapasiteyi artirarak olusturdugu toksik etki olarak yorumlamislardir. Bizde bulgularimizin
ortaya c¢ikmasinda ayni mekanizmalarin rol oynadigini disiiniiyoruz. Kardiyomiyosit
dejenerasyonu agisindan kontrol grubu ile metiyonin grubu arasinda anlamli fark gézlemledik.
Yaptigimiz c¢alisma ile hiperhomosisteineminin dort haftada kardiyomiyosit hiicrelerinde
dejenerasyon meydana getirebilecegini gosterdigimizi diisliniiyoruz. Literatiirde konuyla ilgili
olarak Moshal ve ark. ratlar iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada hiperhomosisteineminin
miyosit kasilmasini azalttigini metalloproteinazlar {izerinden ortaya koymuslardir (133).

Chen ve ark. ratlar iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarinda 4 hafta siireyle
ratlara 1 g/kg giin L-metiyonin uygulamislar ve deney sonunda once ratlari ekokardiyografi
ile degerlendirmisler ve hiperhomosisteinemik ratlarin sistolik fonksiyonlarinda azalma
saptamislardir. Ardindan ratlarin kalplerinde yaptiklar1 analizlerde kardiyomiyosit ¢aplarinda
artis ve hiicreler aras1 mesafede fibrozis artisi oldugunu gostermislerdir (134). Calismamizda
kardiyomyosit dejenerasyonu metiyonin grubunda en ¢ok saptanmasina ragmen bu fark
metiyonin+nebivolol grubu ile kiyaslandiginda istatiksel anlamliliga ulagsmadi. Calismamizda
bu etkiyi gosterme agisindan nebivolol dozu diisiik gelmis veya denek sayisi yeterli olmamis
olabilir.

Tof-p ile ilgili bilgiler literatiirde tam olarak aydinlatilamamustir. Tgf-p’nin gorevi
biiylime inhibisyonu oldugu diisiinilmektedir. Tgf-B’nin reseptoriine baglanmasi ile siklin
bagimli kinaz inhibitorlerinin uyarilmasiyla hiicrede biiyiime onleyici gen iiriinleri sentezlenir.
Tof-B reseptorlerinin inaktive ya da mutant olduklarinda kolon ya da pankreatk tiimorler
izlenebilmektedir (101). Tgf-p epitelyal, endotelyal ve hematopoetik hiicelerde potent bir
proliferasyon inhibitoriidiir (102). Tgf-B aym1 zamanda enflamasyon karsiti bir sitokindir
(103). Ayrica Tgf-p kollajen, proteoglikan ve fibronektin {iretiminin artigina neden olur. Bu
ozellikleri ile Tgf-B doku iyilesmesinde skar olusumda gorev alir. Kronik enflamasyon
stirecinde ise akciger, karaciger ve bobrek gibi organlarda fibrozis gelisiminden sorumludur
(103). Goriildiig gibi Tgf-f hem hiicre proliferasyonunu 6nleyici bir sitokin hem de fibrotik
sliregte rol alan bir sitokin olarak rol almaktadir. Literatiirde nebivololiin ve Hcy’nin Tgf-§
lizerine olan etkisini inceleyen az sayida calisma olup cesitli yorumlar yapilmigtir.
Nebivololiin antioksidan kapasiteyi artirmasi ve endotel fonkSiyonunu korumasi yoluyla
fibrozisi Onleyici etkisi olmasi nedeniyle Tgf B-1’i azalttigimi rapor eden c¢aligmalar

(85,136,137) ile nebivololiin Tgf-B’y1 etkilemedigini rapor eden ¢alismalar mevcuttur (138).
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2013 yilinda Ceron ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢alismada ratlarin renal arteri
klipslenerek hipertansiyon modeli olusturulmustur. Operasyondan 6 hafta sonra ratlara
10/mg/kg/gliin dozuyla nebivolol 4 hafta boyunca uygulanmis ve calismanin sonunda
Nebivolol’un TGF-B, matriks metalloproteinaz 2 ve 9 azalmasi yaparak prooksidan ve
profibrotik siireci 6nleyebildigini immunfloresan incelemelerle gosterebilmislerdir (85).

Toblli ve ark. yaptigi calismalarda TGF B-1 profibrotik olarak degerlendirilmis
zucker diabetik yagh ratlarda yaptiklar1 ¢alismalarinda nebivololiin TGF B-1 azalttiklarini ve
fibrozisi 6nledigini géstermislerdir (136,137).

Nebivolol’un hiicre ¢ogalmasini dnledigini Brehm ve ark. yaptiklari hiicre kiiltiir
calismalarinda gostermis bu etkisinin endotelin-1 sekresyonunun azalmasina bagl
olabilecegini diisiinmiislerdir (97).

Peters ve ark. ratlar {izerinde yaptiklar1 ¢alismada nebivololiin veya metaprololiin
TGF-B iizerine bir etksisinin olmadigini enalaprilin TGF-f’nin azalmasi iizerine etki ettigini
diistinmislerdir (138). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise Kontrol grubu ratlarda TGF B-1 aorta
boyanma skoru ortalamasi 0,43+0,535 iken nebivolol grubu ratlarda 1,294+0,488 olarak
saptandi. Aradaki fark istatiksel olarak anlamli saptanmistir. Tgf B-1’in proliferasyonu inhibe
ettigi diistiniildiigiinde nebivololiin Tgf -1’1 artirmasi mantikli goriilebilir. Fakat nebivololiin
total antioksidan kapasite {izerine olan olumlu etkisinden dolay1 fibrozisi 6nlemesi gerektigi
diistintildiiglinde, fibrozis ile iligkili oldugu one siiriilen Tgf B-1 diizeylerinde nebivolol alan
grupta saptadigimiz artis1 yorumlamak gliclesmektedir. Sonug¢ olarak calismamizda bazi
literatiir verilerinden farkli olarak nebivololiin Tgf -1’1 artirdigini1 gézlemledik.

Toborek ve ark. tarafindan yapilan bir calismada alti-dokuz ay siire boyunca
diyetlerinde metiyonin verilen tavsanlarin aortlarinda yapilan histolojik kesitlerinde intimal
kalinlasma, kolesterol depositleri, kalsifikasyonlar gibi tipik aterosklerotik degisiklerin
oldugunu saptamiglardir (132). Chen ve ark. yapmis oldugu diger bir ¢alismada ise ratlarin
karotis arterleri balon ile dilate edildikten sonra ratlara 14 giin boyunca pompa vasitasiyla
periton i¢i devamli HCy uygulamalar1 sonucu karotid arterlerde intimal hiperplaziye ve hiicre
proliferasyonuna sebep oldugunu ortaya koymuslardir (139). Tsai ve ark. insanlarda yaptiklari
bir caligmada 55 yas istii insanlarda plasma Hcy seviyesi yiiksekligi ile karotis arter duvar
kalinlig1 artisinin pozitif yonde iligskili oldugunu bunun da muhtemel sebebinin Hcy’in

vaskiiler diiz kas hiicre biiylimesini artirmasi oldugunu ortaya koymuslardir (140).
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Hiperhomosisteineminin oksidan hasar araciligiyla endotel fonksiyonlarini
bozarak fibrozisi tetikledigini ve yiiksek Hcy seviyelerinin Tgf B-1’1 artirdigini rapor eden
calismalar mevcuttur (143,144). Buna karsin, hiperhomosisteineminin  Tgf B-1’i

etkilemedigini rapor eden ¢aligmalar da mevcuttur (145).

Raaf ve ark. yaptiklar1 ¢alismada ratlara metiyonin verilmesi ile saglanan
hiperhomosisteineminin ~ miyosit  hiicrelerinde  fibrozis  yaptigim1  ve  ventrikiiler
kardiyomiyositlerde hipertrofiye neden oldugunu gostermislerdir. Ayrica

hiperhomosisteinemik ratlarda Tgf B-1’in yiikseldigini ortaya koymuslardir (143).

Sen ve ark. yaptig1 ¢alismada in vitro kosullarda fare aortik endotel hiicre kiiltiirii
kullanmiglar ve hiperhomosisteineminin Tgf B-1’in yiikselttigini ortaya koymuslardir (144).
Bu durumun yiiksek Hcy diizeylerinin neden oldugu oksidatif stres kaynakli enflamatuvar

olaylari takiben olan endotel hasar1 ve fibrozisin neden oldugunu diisiinmiislerdir (144).

Solini ve ark. yaptiklari ¢alismada saglikli insanlardan alinan deri 6rneklerinden
elde edilen fibroblast Kkiiltiirlerinde, hiperhomosisteineminin Tgf B-1’i etkilemedigini

gozlemlemislerdir (145).

Calismamizda gruplarin TGF p-1 aorta boyanma skoru ortalamalari kendi
aralarinda karsilastirildiginda, metiyonin grubu ile metiyonin+nebivolol gruplari arasinda
anlamli fark saptanmadi. Nebivolol verilmesi ile TGF B-1 aorta boyanma skorunun artmasini
tek bir mekanizma ile agiklamak ise miimkiin goriinmemektedir. Literatiirde de halen bu
karisikhigin devam ettigi, bu alanda yeni hipotezlere ihtiyag duyuldugu gériilmektedir. Ote
yandan calismamizdaki bulgularin bu sekilde sonuglanmasinin denek sayisinin az olmasi,
verilerin normal dagilmamasi, calisma siiresinin nispeten kisa olmasi veya uygulanan
nebivolol dozunun belki de goreceli olarak az olmasi gibi nedenlerle ilgili olabilecegi
diisiiniilebilir. Patolojik anlamda degisikliklerin gerceklesebilmesi i¢in daha uzun siire ile
hiperhomosisteinemiye maruziyetin  gerekliligi s6z konusu olabilir. Histopatolojik
degisikliklerin daha saglikli degerlendirilebilmesi i¢in daha biiyiik 6lgekli ve uzun siireli

calismalarin yapilmasi gerekli olabilir.
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7.SONUC

Hiperhomosisteinemi hayatimizda dis etkenlere maruziyet nedeniyle, ilag
kullanim1 nedeniyle veya genetik nedenlerden dolay1 olusan ciddi bir kardiyovaskiiler risk
faktoriidiir. Hiperhomosisteineminin getirecegi endotel fonksiyon bozuklugu ciddi bir
mortalite ve morbidite nedenidir. Hiperhomosisteineminin neden oldugu endotel fonksiyon
bozuklugunu 6nlemek amaciyla vitamin ve farmasotik ajanlar kullanilarak bir ¢cok calisma
yapilmistir. Endotel fonksiyon bozuklugunu onlemek halk sagligi agisindan Onem
arzetmektedir.

Ratlar iizerinde yaptigimiz bu calismamizda literatiirde ilk defa kisa donem
hiperhomosisteineminin yol actifi endotel fonksiyon bozuklugunu nebivolol molekiilii
vererek Onleyebilecegimizi biyokimyasal olarak gosterebildik. Ayrica bildigimiz kadariyla
ilk kez oral metiyonin ile aym giin i¢inde iki saat sonra verilen nebivololiin Hcy
seviyelerindeki yiikselmeyi engelleyebilecegini gosterdik. Literatiirde daha 6nce benzer bir
calismanin yapilmamis olmasi ¢alismamizi 6zgiin kilmaktadir. Buldugumuz biyokimyasal
bulgular sonucunda kisa donem hiperhomosisteineminin yol actigi endotel fonksiyon
bozuklugunu es zamanli baglanacak nebivolol molekiilii ile onleyebilecegimizi diisiiniiyoruz.
Calismamizda histopatolojik bulgulara bakildiginda metiyonin verilen gurupta daha fazla
kardiyomiyosit dejenerasyonu saptandi. Fakat kisa donemde nebivolol verilmesinin
histopatolojik veriler iizerinde istatiksel olarak anlamli farka neden olmadigi goriildi. Bu
sonuglarin genellenebilmesi i¢in ayrica histopatolojik degisikliklerin daha agik ortaya
konabilmesi i¢in daha uzun siireli ve daha fazla sayida hayvanin kullanilacag: klinik

caligmalarin gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.
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8.0ZET

Bashk: Ratlarda Kisa Donem Hiperhomosisteineminin Yol Actigi Endotel

Disfonksiyonu Uzerine Nebivololiin Histopatolojik ve Biyokimyasal Etkileri

Giris Ve Ama¢: Homosistein vaskiiler diiz kas hiicreleri i¢in potent mitojenik
etkiye sahiptir. Ayrica homosistein, endotelyal nitrik oksit sentaz salinimini ve nitrik oksit
olusumunu azaltir. Nitrik oksidin endoteliyal iiretiminin bozulmasi sonucu endotel, oksidatif
hasara maruz kalir ve endotel disfonksiyon olusur. Ayrica homosistein lipid
peroksidasyonunu artirir.

Ugiincii jenerasyon yiiksek selektiviteye sahip B1-boker olan Nebviolol etkisini L-
arjinin/NO yolu iizerinden vazodilatasyon yaparak gostermektedir. Yapilan deneysel
caligmalarda endotel kaynakli NO’in, nebviolol’'un uyardig1 vazodilatasyonda onemli rol
oynadig1 ortaya konmustur. Nebivolol hiicre proliferasyonunu azaltir. Nebivolol intima
hasarin1 Onler. Endotel hasar1 sonrasi olusan intimal hiperplaziyi ve stenozun yeniden
olusumu ihtimalini de azalttigi bildirilmistir. Bu calismada, nebivololiin endotel
disfonksiyonunu Onleyici etkisini, ratlardan alinan kalp ve torakal aortlarindaki patoloji
kesitleri ile kan serumlarindan yapilan biyokimyasal analizlerinden elde edilecek olan

sonugclar ile ortaya ¢ikarmay1 amagladik.

Gere¢ Ve Yontem: Erkek wistar albino cinsi ratlar rastgele ve esit sayida (n=7)
olarak 4 gruba ayrildi.

1) Kontrol Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle herhangi bir
medikasyon uygulanmadi. Ayni orogastrik gavaj stresini yasamalari amaciyla ratlara
orogastrik gavaj ile her giin, glinde bir kez 1ml i¢gme suyu verildi.

2) Nebivolol grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle orogastrik gavaj
ile her giin, giinde bir kez 10 mg/kg/giin nebivolol verildi.

3) Metiyonin grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle orogastrik
gavaj ile her giin, giinde bir kez 1gr/kg/giin metiyonin verildi.

4) Metiyonin+nebivolol grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 4 hafta siireyle
orogastrik gavaj ile her giin, giinde bir kez 1gr/kg/glin metiyonin, ve ayni giin i¢inde iki saat

arayla 4 hafta siire ile glinde bir kez 10 mg/kg/giin nebivolol verildi.
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Calisma baglamadan once ratlarin agirliklar1 6lgiildii. Siganlarin beslenmesinde
tiim gruplarda standart rat besini ve sehir igme suyu ratlarin serbest erisimine agik olarak
calisma boyunca smirlama olmadan kullanildi. ila¢ doz ayarlamasi yapmak icin her hafta
ratlarin  agirhiklart  Olgiilerek  her rat i¢in  verilecek ilag miktarlar1  belirlendi.
Hiperhomosisteinemi saglamak i¢in L-metiyonin (M9625 Sigma-Aldrich L-Methionine
reagent grade, >98% (TLC) ) ph’1 7,4 olan fosfat tampon (PBS)’da ¢6ziinerek ratlara 4 hafta
boyunca her giin 1g/kg doz oral gavaj yoluyla verildi. Nebivolol ise Abdi Ibrahim firmasiin
irettigi Nexivol 5 mg hazir tabletler ezilerek %10 dimetilsiilfoksit ile ¢dziinerek 4 hafta
boyunca her giin 10mg/kg doz oral gavaj yoluyla verildi. Caligmanin sonunda ratlar eter
anestezi altinda sakrifiye edilerek kan Ornekleri EDTA’l1 hemogram ve diiz biyokimya
tiplerine alindi. Ardindan ratlarin aorta ve Kalbi diseke edilerek histokimyasal ve

immunohistokimyasal incelemeler i¢in %10 formaldehid soliisyonuna kondu.

Bulgular: Calismamizda metiyonin verilen grupta anlamli diizeyde
hiperhomosisteinemi saptandi. Bu bulguya paralel olarak biyokimyasal analizlerde
antioksidan molekiiller olan katalaz, glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
stiperoksit dismiitaz sevyelerinde azalma ile oksidan molekiiller olan ADMA, homosistein ve
MDA seviyelerinde artis gozlendi. Metiyonin ile beraber nebivolol verilen grupta ise
antioksidan molekiiller olan katalaz, glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
sliperoksit dismiitaz seviyelerinde azalmanin 6nlendigi ve oksidan molekiiller olan ADMA,
homosistein ve MDA seviyelerinde artisin engellendigi gozlendi. Metiyonin ile beraber
nebivolol verilen grup ile metiyonin alan grup istatistiksel acgidan karsilastirildiginda
biyokimsal olarak glutayon rediiktaz ve SOD sonuglarinin karsilastiriimalarinda, aralarindaki
fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Diger tiim biyokimyasal verilerin
karsilastirilmalarinda istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi. Histopatolojik bulgulardan
sadece kardiyomiyosit dejenerasyonu ve Tgf B-1 aorta boyanma gruplarinda, istatistiksel
olarak gruplar aras1 fark saptadi. Fakat metiyonin ile beraber nebivolol verilen grup ile

Metiyonin alan grup istatistiksel agidan karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi.
Sonug¢: Ratlar lizerinde yaptigimiz bu c¢alismamizda literatiirde ilk defa kisa

donem hiperhomosisteineminin yol actig1 endotel fonksiyon bozuklugunu nebivolol molekiilii

vererek onleyebilecegimizi biyokimyasal olarak gosterebildik. Ayrica bildigimiz kadariyla ilk

73



kez oral metiyonin ile ayn1 giin i¢inde iki saat sonra verilen nebivololiin Hey seviyelerindeki
yiikkselmeyi engelleyebilecegini gosterdik. Literatiirde daha once benzer bir caligmanin
yapilmamis olmasi c¢alismamizi 6zglin kilmaktadir. Buldugumuz biyokimyasal bulgular
sonucunda kisa donem hiperhomosisteineminin yol agtig1 endotel fonksiyon bozuklugunu es
zamanlt baglanacak nebivolol molekiilii ile dnleyebilecegimizi diisiiniiyoruz. Caligmamizda
histopatolojik bulgulara bakildiginda metiyonin verilen gurupta daha fazla kardiyomiyosit
dejenerasyonu saptandi. Fakat kisa donemde nebivolol verilmesinin histopatolojik veriler
tizerinde istatiksel olarak anlamli farka neden olmadigr goriildii. Bu sonuglarin
genellenebilmesi i¢in ayrica histopatolojik degisikliklerin daha acik ortaya konabilmesi i¢in
daha uzun siireli ve daha fazla sayida hayvanin kullanilacagi klinik calismalarin gerekli

oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Hiperhomosisteinemi, nebivolol, asimetrik dimetilarjinin,
nitrik oksit, antioksidan, endotel disfonksiyonu, kardiyomyosit dejenerasyonu, histopatoloji,
malondialdehit, glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz,

katalaz, transforming biiytime faktor beta-1, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorti.

fletisim adresi: Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Kardiyoloji Anabilim Dali, Merkez/Aydin, Tel:05352013420
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9. SUMMARY

Title: Histopathological and Biochemical Effects of Nebivolol on Short Term

Hyperhomocysteinemia Induced Endothelial Dysfunction in Rats.

Objective: Homocysteine has a potent mitogenic effect on vascular smooth
muscle cells. Additionally homocysteine, decreases endothelial derived nitric oxide synthase
and nitric oxide formation. As a result of degradation the endothelial production of nitric
oxide, endothel is subjected to oxidative stress and endothelial dysfunction occurs. Also
homocysteine increases lipid peroxidation.

Nebviolol which is highly selective third generation B1-boker, shows its effect by
vasodilatation, through L-arginine/NO pathway. Endothelial derived NO plays an important
role on nebviolol induced vasodilation, has been shown in the experimental studies. Nebivolol
reduces cell proliferation. Nebivolol prevents intima against damages. Nebivolol reduces
intimal hyperplasia and the possibility of restenosis which occurs after endothelial injury. In
this study, we aimed to uncover the nebivolol’s inhibitor effect on endothelial dysfunction,
with pathology sections whichs are taken from rats’ heart and thoracic aorta, and biochemical
analysis results of blood serum.

Materiel And Method: Male wistar albino rats were divided into 4 groups
randomly and equally (n=7).

1) Control Group (n=7): The animals in this group, did not receive any
medication for 4 weeks. Every day, once a day we gave 1 ml drinking water by orogastric
gavage.

2) Nebivolol Group (n=7): The animals in this group, 10 mg/kg/day nebivolol was
given by orogastric gavage every day, once a day, for 4 weeks.

3) Methionine group (n=7): The animals in this group, 1gr/kg/day methionine was
given by orogastric gavage every day, once a day, for 4 weeks.

4) Methionine+nebivolol group (n=7): The animals in this group, 1gr/kg/day
methionine and 10 mg/kg/day nebivolol was given at the same day two hours later by
orogastric gavage every day, once a day, for 4 weeks.
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Before the study begins, weights of rats were measured. Throughout the study, in
all groups of rats were fed by standard rat silage and urban drinking water without limitation.
For drug dosage adjustment, weights of the rats were measured every week. And then the
amount of drug was determined for each rat. L-methionine (M9625 Sigma-Aldrich L-
Methionine reagent grade, >98% (TLC) ) which dissolved in pH 7.4 phosphate buffer
solution, was given 1gr/kg/day dosage by orogastric gavage every day, once a day, for 4
weeks. Nebivolol was obtained from Nexivol ready tablets which was produced by Abdi
Ibrahim Company. And then dissolved in 10% dimethylsulfoxide solution. Nebivolol was
given 10mg/kg/day dosage by orogastric gavage every day, once a day, for 4 weeks. At the
end of the study, rats were sacrificed under ether anesthesia, and then blood samples were
taken in EDTA hemogram tubes and flat biochemistry tubes. Then the rat aorta and heart
were dissected and placed in 10% formaldehyde solution for histochemical and

immunohistochemical examination.

Results: In our study hyperhomocysteinemia was found to be significantly in the
group which received methionine. In line with this finding in the biochemical analysis of
antioxidants catalase, glutathione, glutathione peroxidase, glutathione reductase, superoxide
dismutase levels were decreased and oxidants ADMA, homocysteine and MDA levels were
increased. The animals in the group, which was given methionine and nebivolol at the same
time, antioxidant catalase, glutathione, glutathione peroxidase, glutathione reductase,
superoxide dismutase levels were observed decrease and oxidant ADMA, homocysteine and
MDA levels were observed increase. When we make comparison of the animals in the group,
which was given methionine and nebivolol at the same time and the animals in the group
which was given methionine only, the difference of the Glutathione reductase and SOD
results was not statistically significant. All other comparison of biochemical results were
obtained statistically significant. From the histopathological findings, only in TGF -1 aorta
staining groups and the cardiomyocyte degeneration groups, were detected statistically
significant differences between the groups. But when we make comparison of the animals in
the group, which was given methionine and nebivolol at the same time and the animals in the
group which was given methionine only, the difference of results was not statistically

significant.
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Conclusion: In this study which was done on the rats, we were able to shown
biochemical results that we could avoid from short-term hyperhomocysteinemia induced
endothelial dysfunction by giving nebivolol molecule, for the first time in the literature.

In addition, for the first time we showed nebivolol may prevent from increase in
Hcy levels, if we gave oral methionine with nebivolol in two hours later on the same day.
Previously in the literature to the absence of a similar study makes our work unique. We
believed that we can avoid from short-term hyperhomocysteinemia induced endothelial
dysfunction by giving nebivolol molecule based on our biochemical findings. When we
compared histopathological findings in our study, cardiomyocyte degeneration was observed
more in the methionine group. But in the short term administration of nebivolol, did not cause
a statistically significant difference on histopathological findings. We believe that more
clinical trials which will use more rats and long treatment periods are needed in order to

generalize these results, also revealed histopathological changes clearly.

Keywords: Hyperhomocysteinemia, nebivolol, asymmetric dimethyl arginine,
nitric  oxide, antioxidant, endothelial dysfunction, cardiomyocyte degeneration,
histopathology, malondialdehyde, glutathione, glutathione peroxidase, glutathione reductase,
superoxide dismutase, catalase, transforming growth factor beta-1, vascular endothelial

growth factor.

Contact address: Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Kardiyoloji Anabilim Dali, Merkez/Aydin, Phone:00905352013420
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