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HIiPERKOLESTEROLEMILI HASTALARDA BAZI
SITOKIN VE OKSIDATIF STRES
PARAMETRELERININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Amag:  Ateroskleroz olusmast ve  gelismesinde Onemli etkisi olan
hiperkolesteroleminin bazi sitokin ve oksidatif stres parametreleri ile ilgisinin

arastirilmasi.

Gerec ve Yontem: Rutin laboratuvar tetkikleri ile hiperkolesterolemi tanis1 konulan,
50 hasta ve 30 saglikli birey calisma kapsamina alindi. Her iki gruptan da lipid
parametreleri (Total Kolesterol, Trigliserid, HDL, LDL), tiimoér nekroz faktor alfa
(TNF-a), interlokin 1 beta (IL-1B), interlokin-6 (IL-6), malondialdehid (MDA) ve
paraoksonaz-1 (PON1) calisilip degerlendirildi. TNF-a, IL-1p ve IL-6 hem boncuklu
Flow sitometrik yontemle hem de ELISA yoOntemiyle analiz edilip ydntem

karsilagtirmas1 yapildi.

Bulgular: Hiperkolesterolemililerde, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiikselmis TNF-a, IL-1B, IL-6 ve MDA ile azalmis PONI
seviyeleri bulundu. Bland-Altman grafigi ile yapilan yontem karsilastirmasinda
ELISA ve Flow yontemleri, TNF-a ve IL-1p i¢in birbirleriyle uyumsuz, IL-6 i¢in

uyumlu oldugu goriildii.

Sonug¢: Aterogenezin olusmasinda sitokinlerin ve oksidatif stresin onemli etkilerde
bulundugu goriisii desteklendi. Koroner arter hastaliklarinin olusma mekanizmasini
aydimlatmada calismamizin katki saglayacagini diisiiniiyoruz. Ayrica literatiirde
sayis1 yetersiz olan Flow sitometri ve ELISA yoOntemlerinin karsilastirildigi nadir
calismalardan olmustur. iki yontem arasindaki uyumun daha kapsamli ¢alismalarla

arastirilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Flow sitometri, hiperkolesterolemi, oksidatif stres, sitokinler,

yontem karsilagtirmasi.
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EVALUATION OF SOME CYTOKINES AND
OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN PATIENTS
WITH HYPERCHOLESTEROLEMIA

ABSTRACT

Aim: In order to investigate the relationship between hypercholesterolemia that has a
significant impact on the development of atherosclerosis and some cytokines,

oxidative stress parameters.

Materials and Methods: Fifty patients who were diagnosed as hypercholesterolemia
with routine laboratory tests and additionally 30 healthy individuals were included in
the study. In both groups, the lipid parameters (total cholesterol, triglyceride, HDL,
LDL), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 1 beta (IL-1B), interleukin-6
(IL-6), malondialdehyde (MDA) and paraoxonase-1 (PONI) levels were studied.
TNF-a, IL-1B and IL-6 levels were analyzed with both bead flow cytometric assay

and ELISA methods and these methods were compared to each other.

Results: When the hypercholesterolemic group compared to the control group it has
found that; the levels of TNF-a, IL-1pB, IL-6 and MDA were significantly increased
and the levels of PON1 were decreased. When the Flow and ELISA methods
compared to each other with Bland-Altman graphic it has found that they were
incompatible for TNF-a and IL-1B and compatible for IL-6.

Conclusion: The opinion that cytokines and oxidative stress were found to be
significant influence in the formation of atherogenesis was supported. We believe
that our study will contribute to the lighting the formation mechanism of the
coronary artery diseases. In addition, this study is one of the few studies that have
been compared to flow cytometry and ELISA methods in the literature.It has
concluded that;the agreement between the two methods should be investigated with

more comprehensive studies.

Keywords: Cytokines, flow cytometry, hypercholesterolemia, method comparison,

oxidative stres.
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1. GIRIS ve AMAC

Plazma kolesterol seviyesinin yiikselmesi anlamina gelen hiperkolesterolemi,
kardiyovaskiiler  hastaliklarin = risk  faktorler1 arasimda en  Onemlisidir.
Hiperkolesterolemi ile iliskili olan koroner arter hastaligi, miyokard infarktiisii, strok
ve periferik damar hastaliklari; morbidite ve mortalite sebepleri arasinda ilk siralarda
bulunmaktadir (1,2). Hiperkolesterolemide artan oksidatif stres ve diger nedenlerle
olusan ateroskleroz ilerleyici hastaliklarin altyapisini olusturmaktadir (3,4).

Yapilan klinik arastrmalar, inflamasyon ile lipit metabolizmas1 arasinda bir iliski
oldugunu gostermektedir. Hiperkolesterolemisi olan hastalarda serum tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-a) , interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-1 beta (IL-1pB) diizeylerinde
onemli degisiklikler oldugu bildirilmektedir (5,6). TNF-a, vaskiiler hiicrelerde
serbest radikal olusumunu arttirir. Serbest radikaller permeabiliteyi arttirarak 6deme
neden olur (7). Aterosklerozun olusmasinda ve gelismesinde TNF-o’nin 6nemli
etkisi bulunmaktadir (8). IL-1, T hiicresinin antijeni tanimasit ve uyarimi ile
salgilanabildigi gibi; TNF-0, interferon-gama (IFN-y) ve lipopolisakkarit etkisiyle
de salgilanabilir. Lipoksijenaz yolu {riinleri, IL-1 salinimmi artirirken;
siklooksijenaz yolu {irtinleri ve steroidler IL-1 salinimmi engellerler (9). IL-6’nin
aterogenezde gorev almasi ve obezitede koroner risklerin artmasinin nedenlerinden

biri olmasi, lipid metabolizmasindaki etkilerindendir (10).



Oksidatif stres; oksidan mekanizmanin antioksidan mekanizmay1 astig1 durumlarda
gozlenir. Canli sistemlerinde bulunan reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit
anyonu, hidroksil radikali, nitrik oksit (NO), peroksil radikali ve hidrojen peroksit
gibi serbest radikaller oksidatif stresin 6nemli kaynaklaridir. ROS, hiicrelerin lipid,
protein, DNA ve karbohidratlar gibi tiim oOnemli bilesiklerine etki ederler ve
yapilarmin  bozulmalarma neden olurlar (11). Bu oksidatif mekanizma
elemanlarindan biri olan paraoksonaz (PON), HDL’yi oksidasyondan koruyarak
HDL’nin ters kolesterol tasima fonksiyonunun devamini saglar. Bu durum
makrofajlarda kolesterol birikimini engelleyerek kopiik hiicre olusumunu ve
ateroskleroz gelisimini yavaslatmaktadir (12). Yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucunda olusan malondialdehit (MDA) ise; membran bilesenlerinin ¢apraz
baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olarak; membranin iyon transportu,

enzim aktivitesi, akigkanlik ve permeabilite gibi 6zelliklerini degistirir (13).

Bu calismada; hiperkolesterolemili hastalarda saglhkli goniillillere gore bu
parametrelerin (TNF-a, IL-1p8, IL-6, MDA ve PON1) karsilastirilmasinin yapilmasi
ve sitokinleri hem Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi hem de
Flow (akim) sitometri yontemi ile ¢alisilip; yontem karsilastirilmasiin yapilmasi

amaglandu.



2. GENEL BILGIiLER
2.1. KOLESTEROL

Kolesterol, insan metabolizmasinda 6nemli rol oynayan ve hiicre membraninda
gorevleri olan organik bir maddedir. Yunanca chole (safra) ve steros (kat1)
sOzciiklerinin birlesiminden olusan kolesterol; ilk kez 1815 yilinda Fransiz kimyaci
M.E. Chevreul tarafindan bulundu, 20. yiizyilin baslarinda izole edildi ve kismen
tanimlandi. Ancak yapis1 hakkinda yeterli bilgi elde edilemedi. Bundan sonraki
ylizyilda kolesteroliin yapis1 agiklandi, sentez yollar1 bulundu ve kolesterol
metabolizmasin diizenleyen mekanizma ortaya konuldu (14).

Kolesterol, birbiriyle kaynasmis A, B, C ve D olmak {izere dort adet birlesik
halkalardan ve D halkasina tutunmus 8 tiiyeli dallanmis hidrokarbon zincirinden

olusan, 27 karbonlu siklopentanoperhidrofenantren yapisindadir (Sekil 2.1) (14).

CHy CHp CHy CHy
i - e

CH CHy CH

o o EH3

Sekil 2.1 Kolesteroliin yapist



2.1.1. Kolesterol Sentezi

Kolesterol diyetten saglanabilirken 6zellikle karaciger ve bagirsak hiicreleri basta
olmak {tizere viicuttaki hiicrelerin ¢ogunda bulunan bir mekanizmayla sentez
edilebilmektedir. Kolesterol sentezinin Onciilii; glukoz, yag asitleri veya amino
asitlerden {iretilebilen asetil KoA’dir. Tki molekiil asetil KoA, asetoasetil KoA
olusturduktan sonra hidroksimetilglutaril KoA (HMG-KoA) yapmak iizere bir diger
asetil CoA ile kondanse olur. HMG-KoA’nmn indirgenmesi mevalonati meydana
getiri.  HMG-KoA rediiktaz tarafindan katalizlenen bu tepkime kolesterol
sentezindeki ana hiz kisitlayic1 basamaktir (Sekil 2.2). Mevalonat, izopren birimleri
iretir ve bu birimler kondanse olup en sonunda skualen olusturur (Sekil 2.3).
Skualenin halkalanmasi steroid halka sistemini yapar ve daha sonra bir dizi tepkime
ile kolesterol olusur (Sekil 2.4). Adrenal bezler ve gonadlarda da 6nemli miktarda

sentez edilen kolesterol, steroid hormon sentezinin 6nciilii olarak kullanilir. (15, 16).
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Sekil 2.2. Kolesterol sentezinde izopentenildifosfat olusumu (17)
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2.1.2. Kolesterol Emilimi

Gida ile alman kolesterolin en yogun olarak bulundugu kaynaklar; karaciger,
yumurta sarisi, kirmizi et, tam yagl siit irtinleri ve kabuklu deniz hayvanlaridir (18).
Besinlerle alinan kolesterol miktar1 genellikle yag tiiketimiyle iliskilidir ve gidalarda
bulunan kolesteroliin cogunlugunu serbest formu olustururken yalnizca %8-15" lik
bir kismini kolesterol esterleri olusturmaktadir (19).

Besinlerle alinan kolesterol ince bagirsagin proksimal kisminda yag asitleri ve
lizofosfolipidlerle birlikte safra tuzu migellerinden emilir. Bagirsak lumeninden
enterositler tarafindan gerceklestirilen emilim isleminin, kolesterol homeostazinda
gorev alan HMG-KoA rediiktaz ve sterol diizenleyici eleman baglayict protein
(SREBP) gibi sterole hassas bdlge igeren bir anahtar protein olan Niemann-Pick C1-
benzeri 1 proteini (NPCILI) tarafindan gergeklestirildigi gosterildi (20, 21).
NPCILI1, enterositlerin brush-border zarmna yerleserek; kolesterol ile fitosterollerin
intestinal emiliminde gorev yapmaktadir (22).

2.1.3. Kolesteroliin Kanda Tasinmasi

Hidrofobik molekiiller olduklarindan dolay1 kolesterol ve diger lipidler plazmada
protein molekiilleri ile beraber lipoprotein halinde suda c¢oziinebilen
makromolekiil kompleksleri seklinde taginirlar (17). Lipoproteinler genel olarak
icte hidrofobik lipidleri (trigliserid ve ester kolesterol) iceren bir ¢ekirdek
barindirir. Dista ise fosfolipid tabakasi ve bu tabaka arasina yerlesmis serbest
kolesterol ile proteinlerden olusur. Proteinler hiicre membraninda oldugu gibi
bu tabaka arasinda ve {izerinde yerlesik olabilir. Lipoproteinlerin protein
kisimlar1 apolipoprotein ile enzimlerden meydana gelir (23).

Lipoproteinler,  santrifiijdeki hareketlerine,  elektroforetik yiiklerine, lipid
fraksiyonlarma ve icerdikleri apoproteinlerine gore; Silomikron, c¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL), diisik yogunluklu lipoprotein (LDL), ara
yogunluklu lipoprotein (IDL) ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seklinde
ayrilirlar (17) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Lipoproteinlerin siniflandirmasi ve 6zellikleri (17)

Sinifi Yogunlugu (g/mL) Capi (nm) Apolipoprotein
Silomikron <1.006 75 —200 B48, A1V, CII, CIII, E
VLDL 0.95-1.006 30-80 B100, E, CI, CII, CIII
IDL 1.006 —1.019 25-35 B100, E

LDL 1.019 - 1.063 18 —-25 B100

HDL 1.063 - 1.210 5-12 Al, All, CI, CI1, CIII, E

2.1.3.1. Silomikronlar

Cap1 en biliylik, yogunlugu en az olan silomikronlar; trigliserit icerigi en yiiksek olan
lipoproteinlerdir. Silomikronlar, ince bagirsak epitel hiicrelerinin diiz endoplazmik
retikulumunda sentezlenirler; sonra lenfatik sisteme gecerler, daha sonra juguler
venden kan dolasimina katilirlar. Postprandiyal plazmada bulunan silomikronlarin
yapisinda bulunan  trigliseritler, bagirsaklardan dokulara tasmmasi sirasinda
lipoprotein lipazin etkisiyle hidroliz olur ve silomikron kalintilar1 haline gelir.
Silomikron kalintilar1 karacigere gelerek Apo E reseptorleriyle katabolize edilirler.

Silomikron kalintilar1 kolesterol bakimindan zengindirler (17).
2.1.3.2. Cok diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL)

Endojen trigliserit ve kolesterol diyete bagli olarak karacigerde sentezlenip;
VLDL yapisinda paketlenerek dolasima verilirler. Olgun VLDL yapisindaki
trigliseritler, lipazlarin hidrolizi ile dokulara verilerek kolesterolden zengin
lipoprotein yapilarina doniistirler (17).

2.1.3.3. Ara yogunluklu lipoproteinler (IDL)

Lipolitik enzimler tarafindan VLDL’den olusturulan IDL, normal kosullarda
plazmada diisiik miktarlarda bulunur. IDL’ nin yaklasik % 50° si karacigerde

Apo E reseptorleriyle alinarak katabolize edilir. Geri kalam trigliseritden fakir,

kolesterolden zengin LDL’ ye doniistir (17, 23).




2.1.3.4. Diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL)

Tek apoproteini Apo B100 olan, plazma kolesteroliiniin yaklagik %70’ini tagiyan
LDL’ler farkli biyiiklikte ve yogunlukta, farkli yap1 ve fizikokimyasal
kompozisyona sahip heterojen partikiiller halinde bulunurlar. Yapisinda zengin
cesitlilikte coklu doymamis yag asidi bulunmaktadir. igeriginde a-tokoferol,
karetenoid gibi bazi antioksidanlar bulunmasina ragmen  giiclii =~ oksidasyon
potansiyeline sahiptir (24). LDL’nin %751 karaciger parankim hiicreleri tarafindan
almmaktadir. Diger dokular az miktarda LDL almaktadirlar. Bu alimlarin 2/3’iine
LDL reseptorii aracilik eder (17).

LDL kolesterol diizeylerinin diisiiriilmesi; kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi
icin uzun yillar farmakolojik tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde temel olarak
iizerinde durulan bir konudur. Plasebo-kontrollii ¢alismalar siirekli olarak,

LDL’nin disiiriilmesinin klinik vaka oranmi azalttigini gostermektedir (2,25).
2.1.3.5. Yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)

Hacimleri diisiik, yogunluklar1 yiiksek olan lipoproteinlerdir. HDL, dolasimdaki
diger lipoproteinlerden kolesterol esterlerini toplar ve kiire sekilli olgun HDL sekline
dontistir. HDL kiitlesinin %50°s1 protein, %30’u fosfolipid, %20’si kolesteroldiir.
Baslica proteini Apo Al’dir ve protein i¢eriginin yaklasik % 70’ni olusturur. Bundan
baska Apo A-II, Apo A-IV, Apo C-I, C-II ve C-III, Apo-D, Apo-E, Apo-J
(clusterin) ve Apo-L gibi diger apoproteinler de bulunur. Bu apoproteinler
lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT), PON, haptoglobulin, platelet aktive
edici faktor asetil hidrolaz (PAF-AH) gibi 06zellikle antioksidan sistemle alakali
pek cok proteinin HDL’nin yapisina katilmasi, inhibisyon veya aktivasyonu ve
ekstrahepatik dokularla etkilesimleri ile iliskilidirler (17,26).

HDL seviyesi ile olusabilecek kardiyovaskiiler hastalik riski arasinda zit etkilesim
oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur (27,28). Nitrik oksitin biyoyararlanimini
artrran HDL, aym1 zamanda ve antiinflamatuvar, antioksidan, antiapoptotik ve

antitrombotik 6zelliklere de sahiptir (29).



2.1.4. Kolesteroliin Onemi

2.1.4.1.Hiicre zan

Hiicre zarinin temel bileseni olan kolesterol, c¢esitli fosfolipid, sfingomyelin ve
glikolipidlerin olusturdugu lipid molekiillerinin yaklasik olarak %20-25" lik kismini
olusturmaktadir (30). Kolesteroliin molekiiler yapisi diger zar lipidlerinden oldukca
farkli olmasina ragmen hidrofobik ve hidrofilik gruplari birlikte tasima o6zelligi
benzerdir. Fosfolipid ¢ift tabakali yap1 icerisindeki kolesterol, polar hidroksil grubu
ile sulu faza dogru yonelirken; hidrofobik steroid halka fosofolipidlerin hidrokarbon
zincirleri arasinda paralel olarak yer almaktadir (31).

Kolesterol tarafindan gergeklestirilen lipidlerin artmig lateral diizenlenmesi ile, zarda
akiciligin azalmasi ve polar molekiillerin ge¢irgenliginin kisitlanmasi saglanmaktadir
(32).

2.1.4.2. Safra asitleri

Karacigerde kolesteroliin dontisiimii ile sentezlenen ve fizyolojik deterjan 6zelliginde
olan safra asitleri; besinlerle alman yag, kolesterol ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin
ince bagirsakta emilimini kolaylastirip; kolesterol ve diger maddelerin feges ile
atilmasin1 saglayan yapilardir. Duedonumdan ince barsaga verilip ileumda tekrar
emilen safra asitleri, portal vendz dolasimla yeniden karacigere taginir. Bu sekilde
safra asitlerinin yalnizca %35’ lik bir kismu fegesle atilir; ki bu kayip da kolesteroliin
dontistimii ile ger¢eklesen biyosentez yoluyla telafi edilir (33).

Viicuttaki kolesteroliin yaklasik %350’sini safra asitlerine doniistiiriilen kolesterol
olusturmaktadir. Ekstrahepatik dokulardan karacigere tasinan asir1 kolesterol,
hepatositlerde safra asitlerine doniisiir. Bu biyosentez yolak, insanlarda kolesterol
homeostazinin saglanmasida 6nemli rol oynamaktadir (33).

Hepatik kolesteroliin fazlas1 iki yolak ile safra asitlerine doniistiiriiliir. Birincisi,
kolesterol 7a-hidroksilazin hiz kisitlayic1 basamagi katalizledigi notral ya da klasik
yolak, ikincisi ise; sterol 27-hidroksilazin diizenleyici enzim olarak gorev yaptigi
asidik ya da alternatif yolaktir. insan safra iceriginde en ¢ok bulunan safra asitleri
olan kolik asit ve kenodeoksikolik asit primer safra asitleri olarak adlandirilmaktadir.
Primer safra asitlerinin dekonjugasyonu ve 7a-OH grubunun da uzaklastirilmasi ile

sekonder safra asitleri olan deoksikolik asit ve litokolik asit olusmaktadir (34).



2.1.4.3. Steroid hormonlar

Steroidojenik hiicreler olan adrenalde, overde, testiste, plasentada ve beyinde normal
iireme fonksiyonu ve viicut homeostazisinde kullanilmak {izere steroid hormonlar
sentezlenirler. Kolesterolin hormon Onciisii  oldugu  steroid hormonlar,
glikokortikoidler (21C), mineralokortikoidler (21C), androjenler (19C), Ostrojenler
(18C) ve progesteronlar (21C) olmak iizere bes gruptur. Steroidogenezde, substrat
olan kolesterol, sitokrom P450 yan zincir kirict enzim (P450scc) tarafindan
pregnenolona metabolize edilir. Pregnenolon tizerinden gerceklesen seri reaksiyonlar

sonucunda steroid hormonlar sentezlenmektedir (35).

2.1.5. Hiperkolesterolemi

Hiperkolesterolemi, olusumunda biiyiik rol oynadigi1 ateroskleroz etkisi nedeniyle
major kardiyovaskiiler risk faktoriidir. Tim diinyada oldugu gibi iilkemiz
insanlarinda da 6lim nedenlerinin basinda hiperkolesterolemi sonucunda ortaya
¢ikan kalp hastaliklar1 6n sirada yer almaktadir. Ulkemizde lipit risk faktorlerinin
durumunu ortaya koyan ¢aligmalar arasinda Tirk Erigkinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve
Risk Faktorleri ¢alismas1 (TEKHARF), Tirk Kalp Calismas1 ve Metabolik Sendrom
Sikligi  Arastrmasi (METSAR) gibi c¢alismalar bulunmaktadir. TEKHARF
calismasinin 1990 yili ilk taramasinda, lilkemizde 35-64 yas grubunda ortalama total
kolesterol diizeyi erkeklerde 185 mg/dL, kadinlarda 192 mg/dL bulundu. Total
kolesterol diizeyinin >200 mg/dL. olmas1 hiperkolesterolemi olarak kabul
edildiginde, erigskin yas grubunda hiperkolesterolemi siklig1 yaklasik %25°tir. Tiirk
Kalp Calismasi’nda hiperkolesterolemi oranlar1 erkeklerde %32, kadinlarda %22
olup TEKHARF verilerine yakindir. TEKHARF 2001 yili taramasinda; normal
popiilasyonda ortalama kolesterol diizeyi erkeklerde 186 mg/dL, kadinlarda 195
mg/dLolarak bulundugu ve 1990 yili taramasina gore de ciddi bir artis gosterdigi
rapor edildi. TEKHARF’te 2001 taramasinda LDL diizeyleri, erkeklerde 114.6
mg/dL, kadinlarda 122.4 mg/dL bulundu. Tiirk Kalp Calismasi’nda LDL; erkeklerde
136 mg/dL, kadmlarda 111 mg/dL bulundu ve >130 mg/dL smir degerine gore
erkeklerde %37, kadinlarda %28 oraninda LDL kolesterol yiiksekligi saptandi.
METSAR’da LDL, erkeklerde 98.5 mg/dL, kadmlarda 100.5 mg/dL bulundu.
Ulkemizdeki ortalama LDL kolesterol diizeyleri, Amerika Birlesik Devletleri ve

Kuzey Avrupa iilkelerine gore oldukga diisiiktiir (Tablo 2.2) (36-38).
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Tablo 2.2. Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda cinsiyete gore kolesterol ortalamalari

Arastirma Yih Erkek Kadin
TEKHARF 1990 185.0 192.0
Tiirk Kalp Calismasi 1993 1740+ 1.5 175.0+£1.3
Erem C. 2003 189.3+0.9 190.7 £ 0.8
Demiral Y. 2004 203.4+£49.2 203.0 +45.7
METSAR 2005 173.6 £40.9 179.6 +41.4
BAK Projesi 2007 208.36 + 0.63 211.32+0.44

Ateroskleroz patogenezinde cesitli teoriler bulunmaktadir. Literatiirde 6ne siiriilen
bir teoriye gore; ¢esitli travmalar ile damar endotelinin biitlinliigiinde bozulma olur
ve subendotelyal tabaka acia ¢ikar. Dolasimda bulunan monositler makrofajlara
dontiserek inflamasyonla seyreden tamir ve hatali iyilesme siirecini baglatirlar. Bir
diger teori de lipid infiltrasyon teorisidir. Buna gore; aterosklerozun sebebi
hiperlipidemi ve 6zellikle hiperkolesterolemidir. Dolagimda fazla miktarda bulunan
aterojenik lipoproteinler oksidasyona ugrarlar ve damar duvarinda birikerek
lezyonlara yol acarlar (39).

Aterogenezin ilk evresi hayatin erken donemlerinden itibaren baglayan yagl
cizgilenmelerdir. Bu ¢izgilenmelerin histopatolojisinde, LDL fagosit etmis
makrofajlar bulunur. ikinci evrede lipidden zengin bir cekirdek etrafinda fibroz
plaklardan olusan bir skar dokusu izlenir. Diger risk faktorleri bu andan itibaren plak
biiyiimesinde etkilidirler. Ugiincii evre ise; plaklarin yirtilip damar i¢i piht1 olusumu
ile sonuglandigi stabil olmayan plak donemidir. Yiksek LDL seviyeleri olgun
koroner plak gelisiminde ve plak stabilizasyonunun bozulmasinda rol oynar (40,41).
Aterosklerotik koroner arter hastaliginda (KAH); kaygan ve antitrombotik 6zellikte
olan endotel, risk faktorlerinin etkisi ile kayganlik 6zelligini kaybederek yapigskan ve
tromboza meyilli hale gelir. Endotelden adezyon molekiilleri, biiyime faktorleri ve
cesitli sitokinler salinmaya baglar. Okside LDL, IL-1 ve TNF-a’y1 aktive eder. Bu
birincil proinflamatuvar sitokinler IL-6’y1 aktive ederek karacigerden akut faz
reaktanlarmnin salinmasina yol acarlar (42).

Risk faktorlerinin varliginda plaktaki inflamasyon devam eder ve subendotelyal

birikim giderek artar. Intimada biriken LDL, inflamatuvar yamiti bizzat arttirir.
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Okside LDL, fosfolipid salmimi yolu ile endoteli aktive eder. Hemodinamik stres de
adezyon molekiil birikimini arttirp olaya katkida bulunur. Kolesterol esterlerinin
makrofajlarda birikimi ile kopiik hiicreleri olusur. Makrofajlar bir yandan lipid
biriktirirken 6te yandan inflamatuvar mediyatorleri salmaya devam ederler. T
lenfositler de intimada birikip proinflamatuvar sitokinleri salmaya devam ederler. T
hiicrelerinin  bir goérevi de makrofajlar1 aktive ederek kollajen, matriks
metalloproteinazlar1 ve sitokin salinimini tesvik etmesidir. Boylece aterom plagi
dista fibroz, icte ise lipid ¢ekirdek ve diiz kas hiicrelerinden olusan bir yapiya
doniisiir ve giderek biiyiir. Intima ve mediya tabakalarmi ilgilendiren bu siireg
ilerledik¢e lezyonlarda lipidden zengin nekrotik kisimlar kalsifiye olabilirler (39).
Meydana gelen aterom plaklari; ince, fibroz bir dis kilifa ve yumusak lipid
birikimlerine sahiptirler. Inflamasyon hiicrelerinin de sayica daha fazla ve daha aktif
olmas1 nedeniyle yirtilmaya son derece hassastirlar. Serum kolesterol
konsantrasyonunun statin grubu antihiperlipidemik ilaclar ile azaltilmasi hem plagin
lipid igerigini azaltmakta hem de antiinflamatuvar 6zellik gosterip makrofajlarin
birikimini de azaltarak hassas plaklarin daha az aktiflesmesine sebep olmaktadirlar.
Plaklarin yirtilmast sonucu subendotelyal bolge kan ile temas ederek damar
duvarinda trombiis olusumu baglar. Boylece anstabil anginadan ST yiikselmesi ile
miyokard infarktiisiine (MI) kadar degisebilen olaylar zinciri de baslamis olur (43)
(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Aterom pagi olusumu, KAKS: Koroner arter kalsifikasyon skoru (44).

2.1.6. Kolesterol Diizeyi ve Ateroskleroz

Serum LDL diizeyleri 25-60 mg/dL arasinda fizyolojik olarak giivenlidir. Hayvan
calismalarinda aterosklerozun gelismedigi LDL diizeyi genellikle 80 mg/dL’nin
altindaki degerlerdir (45). Ailesel hipobetalipoproteinemi sonucu asir1 diisiik LDL
diizeyi olanlarda yasam siiresinin daha uzun oldugu izlenmistir (46). KAH olmayan
bireylerin LDL seviyeleri ile yeni baslayan KAH arasinda dogru orantili bir iligki
vardir. 100 mg/dL nin iizerindeki LDL seviyelerinin aterojenik oldugu goriilmiistiir
(47,48). Sadece total kolesterol seviyesini <150 mg/dL (LDL <100 mg/dL)’ nin
altinda tutmay1 basarabilen toplumlarda yasam boyu klinik KAH’in neredeyse hic
izlenmedigi goriildii (49).

Serum LDL diizeyi; <100 mg/dL optimal (yasam boyu KAH riski ¢ok diisiik), 100-
129 mg/dL optimale yakim, 130-159 mg/dL smirda yiiksek, 160-189 mg/dL yiiksek,
>190 mg/dL ¢ok yiiksek riskli grup olarak belirlendi (25,43,50).
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2.2. SITOKINLER

Ik kez 1974‘de Stanley Cohen tarafindan adlandirilan sitokin sdzciigii, 1969‘da
Dudley Dumonde tarafindan ‘lenfokin’ olarak tanimlandi. 1979°da diizenlenen
Uluslararas1 Lenfokin Calistayi’nda interlokinler ‘l6kositler arasi sinyal iletisimini
saglayan proteinler’ olarak tanimlanmalarmin ardindan 1989‘da Balkwill ve Burke
tarafindan sitokinler ¢esitli hiicreler tarafindan tretilen, fizyolojik yanitlarda 6nemli
roller iistlenen, bircok farkli hastaligin patofizyolojisinde yer alan ve terapotik
potensiyeli olan, lenfokin, monokin, interldkin, interferon olarak adlandirilan bir
grup protein olarak ifade edildi (6, 51).

Sitokinler dogal ve spesifik immunitenin effektor fazinda iiretilirler ve bagisiklik ve
inflamatuvar yanitlarin olugmasini ve diizenlenmesini saglarlar. Sitokin salmimi kisa,
kendini smirlayan bir olgudur. Genel olarak sitokinler onciil molekiiller olarak
depolanmazlar ve sentezleri yeni gen transkripsiyonu ile baslatilir. Bu
transkripsiyonel aktivasyon genellikle gecicidir ve sitokinleri kodlayan mRNA'lar
stabil degildir. Bu nedenle sitokinler bir kez sentezlendiginde, hizla salmirlar ve
gecici etki olustururlar. Sitokinlerin ayni hedef hiicrede farkli birgok etkileri vardir.
Baz1 etkiler ayn1 anda meydana gelirken, bazi etkiler farkli zaman araliklariyla
olusabilir. Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin
yiizeyindeki 6zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatirlar (51).
Sitokinler genellikle diger sitokinlerin salmimini ve fonksiyonlarmi da etkilerler. Iki
sitokin birbirini antagonize edebilir, benzer etkide bulunabilir veya sinerjik etki
gosterebilirler. Bircok sitokin reseptoriiniin ekspresyonu 6zel sinyaller tarafindan
iretilir. Sitokinlere verilen hiicresel yanitlarin cogu yeni mRNA ve protein sentezini
gerektirmektedir. Sitokinler hem otokrin (salgilandigi hiicreye), hem de parakrin
(komsu hiicreye) etkilidirler. Bazen de kan dolasimiyla tasmip uzak hiicrelere
ulasarak endokrin 6zellikler gosterebilmektedirler. Bir¢ok hedef hiicre i¢in sitokinler
hiicre boliinmesini diizenlerler (52).

Hiicre gelismesi, ¢ogalmasi, aktivasyonu, iltihabi olay, bagisiklik, doku tamiri ve
morfogenezis gibi onemli biyolojik faaliyetleri diizenleyen sitokinler antijen i¢in
spesifik olmamakla birlikte olugmalar1 ve hedef hiicreleri etkilemeleri i¢in antijenik
stimiilasyona ihtiya¢ duyarlar. Genellikle kisa mesafelere, kisa siireligine, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda ve spesifik membran proteinine baglanarak etki ederler. Simdiye

kadar 100’{in lizerinde sitokin tanimland1 (51, 52).
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Etki mekanizmalarma gore sitokinler; dogal bagisiklikta etkili olanlar (TNF, IL-1,
IL-6, interferonlar gibi), lenfosit aktivasyonu ve gelismesinde etkili olanlar ( IL-2,
IL-4 gibi), inflamatuvar hiicreleri aktive edenler (IL-5, IL-10, IFN-y gibi) ve
hematopoezi stimiile edenler (IL-7, IL-9 gibi) olmak iizere 4 gruba ayrilirlar.
Hiperkolesterolemide sitokinlerden TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin 6nemli derecede

etkileri bulunmaktadir (52).
2.2.1. Tiimor Nekroz Faktor (TNF)

Timor hiicrelerinde hemorajik nekroza neden oluklarindan bu ismi alan TNF‘ler, a
ya da B formunda olabilirler. T-hiicreler, makrofajlar ve diger hiicreler tarafindan
iretilen TNF-a, 157 aminoasit icerirken, TNF-f ise 171 aminoasitten olusan bir
lenfotoksindir. Kasektin, sitotoksin, makrofaj sitotoksik faktor, nekrozin, hemorajik
faktor gibi isimlerle de tanman TNF-a ile lenfotoksin ya da sitotoksin olarak da
bilinen TNF-B, hem yapisal hem de biyolojik olarak benzerdirler (53).

Yaklasik 25 kDa agirligindaki nonglikolize bir protein olarak sentezlenenen TNF- a,
aminoterminal ucu intraseliiler, karboksiterminal ucu ise ekstraseliiler bolgede olacak
sekilde ters yonelimlidir. Sentezlendikten sonra, latent pro-TNF-o monositlerin ya da
diger hiicrelerin, hiicre yilizeyinde depolanir. pro-TNF-a, metallopeptidaz bolge
17(ADAM-17) ile parcalandiktan sonra 17 kDa agirhgindaki ¢oziinebilir, aktif
formuna doniisiir. Karboksi terminal ucunu da igeren 17 kDa‘luk membran
fragmanlari, mononiikleer = fagositlerin plazma  membranindaki  matriks
metalloproteinazlar tarafindan yikilarak stabil ve biyolojik aktif formuna doniisiirler

(53).

Hem TNF-a, hem de TNF-B 6p21.3‘de lokalizedir ve 4 ekzon igerir. Salinan
proteinin %80‘den fazlasi son ekzonda kodlanir. TNF-a 6ncelikle aktive monosit ve
makrofajlar tarafindan olmak tizere aktive T hiicreler, B hiicreler, NK hiicreler, mast
hiicreleri, endotelyal hiicreler, fibroblastlar, keratinositler, mikroglia, astrositler,
Kupffer hiicreleri, diiz kas hiicreleri, sinovyal hiicreler ve basofiller tarafindan
dretilir. Asil kaynagi CD14 monosit ve makrofajlaridir. 1L-6, IL-10 ve TNF-a

sekresyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir (53).
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TNF-a, bakteri, virilisler, protozoa, sitokinler (IL-1, IL-2, IFNy ve TNF-a‘nin
kendisi), immiin kompleksler, komplement komponent C5a, substans P ve reaktif
oksijen bilesiklerine yanit olarak salinirken; IL-10, siklosporin A, deksametazon,
ibuprofen, metilprednizolon ve pentoksifilin tarafindan iiretimi inhibe olur. Ayri
genler tarafindan kodlanan iki ayr1 TNF reseptorii her iki TNF‘ye de baglanir.
Eritrositler ve dinlenme T hiicreleri digindaki bir¢ok hiicre Tip I reseptorii (TNFR-1,
tip B, p55, CD120a) eksprese ederken, Tip II (TNFR-2, tip A, p75, CD120b)
hematopoetik hiicreler tarafindan salinir. TNF-a aktivitesi icin TNFR-1 temel araci
iken, TNFR-2 yardimci1 roller oynar (52, 53).

Spesifik ve nonspesifik biyolojik yanitlarin aracis1 olan TNF’ler immiin ve
inflamatuvar reaksiyonlar arasinda onemli baglantilardir. Kontrolsiiz asir1 sitokin
iretimiyle ciddi katabolik etkilere (kaseksi), doku hasarina ve Olime neden
olabilmesiyle iki uglu bir kilig olarak tanmmlanabilirler. Once tiimér nekrozu
olusturabilmedeki kapasiteleriyle tanimlanan TNF‘lerin ciddi gram-negatif
infeksiyonlar sonrasi goriilen antitiimor sitotoksisitesinde de araci olabildikleri
anlagilmistir. Bircok biyolojik aktivitede (antiviral, antiparazitik, lipolitik,
glikojenolitik, osteoklastik) roller alir ve bunlarm bir kismmi IFN-y ve IL-1 ile
sinerjistik olarak gerceklestirir. Inflamasyon ve iyilesmede genis etkileri vardir.
Granulama olusumunda, doku nekrozunda, fibroziste ve sokta yer alirlar. TNF-a,
yine IFN-y ile birlikte immiin yanitin gili¢lii diizenleyicisidir. Adezyon molekiilleri ile
diger sitokinlerin (IL-1 ve IL-6) indiiksiyonunda ve fagosit aktivasyonunda
aracidirlar. Fibroblastlar i¢in biliylime faktoriidir ve akut faz yanitinin ana
indiikleyicisidir. IL-1 ile birlikte bir¢ok hiicre tipinin davranisini etkiler. Genellikle
IL-1 toksik degildir, TNF-a ise giiclii bir sitotoksik efektordiir (54).

Makrofaj aktivasyonunu da ic¢ine alan birgok fonksiyonu olan TNF-a‘nin
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in birer risk faktorii olan obezite ve insiilin direnci gibi
inflamatuvar hastaliklarda giiclii proinflamatuvar etkileri vardir (55). TNF-a‘nin
ateroskleroz patogenezindeki yeri, insan aterosklerotik plaklarinda bulunmasiyla da
desteklenmistir. Ayrica dolasimdaki TNF-a diizeyleri, artmis rekiirren MI, karotid
intima-mediasinda aterosklerotik kalinlasma, trigliserit ve glukoz homeostazinda
bozukluklar ve yasa bagl aterosklerozla iliskilidir (8). Bu fonksiyonlarinin yani sira
lipoprotein lipazi inhibe ederek, ateroskleroz gelisimine katkida bulunan TNF —a,

hipertrigliseridemi olusumuna da katilir (56).
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2.2.2. interlokin-1 (IL-1)

Endojen pirojen veya lenfosit aktivasyon faktorii (LAF) ile B lenfosit aktivasyon
faktorii (BAF) olarak da bilinen IL-1 immiinolojik reaksiyonlarin ve inflamasyonun
baslamasi i¢in dnemlidir. IL-1 ailesinin ayn1 reseptor tizerinde etkili, IL-1a, IL-1p ve
IL-1 reseptor antagonist (IL-1RA ya da IL-1y) olmak iizere 3 iiyesi vardir. Stabil
tetrahedral globiiler proteinler olan IL-la ve IL-1pB hiicre membraninda ya da
ekstraseliiler ortamda islenirler ve agonistlerdir. IL-1RA ise antagonisttir. 17,5 kDa
agirhigindaki IL-1in bir¢cok fonksiyonu TNF ile ortak olsa da aralarindaki en 6nemli
fark genel olarak IL-1’in toksik olmamasidir. Ortak fonksiyonlar: ise; endotelden

vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM) ekspresyonudur (53).

Kromozomal yerlesimi IL-1 2ql4‘de lokalizedir ve 7 ekzondan olusur. Tip I
(CDw121a) ve Tip I (CDw121b) olmak iizere 2 tip reseptdrii vardir. Immunglobulin
(Ig) siiper ailesi iiyesi olan bu transmembran glikoproteinler IL-1a, IL-1B ve IL-
1RA‘ya baglanirlar. Birgok hiicre tipinde bulunurlar ancak sadece Tip I reseptor (IL-
IRI) intraseliiler sinyal saglar. Kaynaklandigi ana hiicreler aktive mononiiklear
fagositler olmakla birlikte, hemen hemen biitiin ¢ekirdekli hiicreler uyar1 sonrasi IL-
la ve IL-1P salgilayabilirler. Diger 6nemli kaynaklari, monosit ve makrofajlar,
Langerhans hiicreleri, dendritik hiicreler, B lenfositler, endotelyal hiicreler, T
hiicreler, NK hiicreler, astrositler, keratinositler ve fibroblastlar1 da i¢ine alan antijen-

sunucu hiicrelerdir (53, 54).

IL-1’in olgun formu, sitoplazmada prekiirsor formun (prointerlokin-1) proteolitik
yikimu ile olusur. Prekiirsor IL-1a‘dan, ekstraseliiler proteazlar ve kalsiyum bagimli
membranla iligkili kalpainler araciligiyla N-terminal aminoasitlerin ayrilmasiyla
olgun form olusur. IL-la prekiirsorii spesifik hiicre baglanabilme 6zelligiyle

biyolojik olarak aktifken, IL-1p prekiirsorii inaktiftir (53).

Hematopoez, 16semi, ateroskleroz ve solid tiimor biiylimesinde rolii olan IL-1,
inflamatuvar yanit ve doku tamirinde merkezi bir role sahiptir. Biyolojik aktivitesi
saliman  sitokin  miktarma  baghdwr. Diisiik  konsantrasyonlarda, lokal
immunoinflamatuvar reaksiyon aracisi gibi davranir, bir¢ok hiicrede (makrofaj,
endotelyal hiicre, fibroblast, sinoviyal hiicre, keratinosit) sekonder sitokin kaskadini
indiikler, 16kosit ve endotelyal hiicre adezyonunu artirir, CD4 T hiicre cogalmasini, B

hiicre biiyiime ve farklilagmasini indiikler. Yiiksek konsantrasyonlarda IL-1 kana
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difiize olur ve ardindan beyin, karaciger, adrenal ve diger organlarda endokrin etkiler
gosterir. Endojen pirojen gibi davranarak atesi ve kaseksiyi indiikler, akut faz
proteinlerinin sentezini uyarir. IL-1, hem kendi tiretimi hem de diger proinflamatuvar
sitokinlerin iiretimine aracilik ederek, infeksiyon ve inflamasyona patofizyolojik
yanitta Onemli roller oynar. Yapilan calismalarda IL-1’in diyetle iliskili olan
aterosklerozda inflamatuvar katki sagladigi ve ateroskleroz gelisimini artirdigi

gosterilmistir (9, 57, 58).

2.2.3. Interlokin-6 (IL-6)

Hem pro-inflamatuvar hem de antiinflamatuvar bir sitokin olan IL-6, 184 aminoasit
biiytikliiginde bir polipeptiddir. Damarda tunika mediadaki diiz kas hiicrelerinden
iretilen IL-6 proinflamatuvar iken, IL-1Ra ve IL-10 ic¢in aktivator etkileri
araciligiyla antiinflamatuvar o6zellik de gosterir. Aktive T hiicreler, fibroblastlar,
makrofajlar ile B hiicreleri ve timositler i¢in farklilasma faktorii gibi hizmet eden bir
lenfokin olan IL-6, B hiicrelerden immunoglobulin iiretimini uyarir. Dort a-helikal
uzun zincir ailesine ait, 26kDa agirliginda pleitropik bir sitokindir. T ve B hiicre
fonksiyonu, Ig salgilanmasi, akut faz reaksiyonlari, hematopoez gibi bir¢ok farkli
biyolojik alan1 etkiler. IL-1 ve TNF-a gibi sitokin kaskadinda yer alir ve infeksiyona
kars1 immiinoinflamatuvar yanit1 diizenler (53).

IL-6 ve reseptorleri 7p21-14, 1(IL-6Ra), 5 ve 17 (gp130) kromozom bdlgelerinde
lokalizedir. Reseptorii olan IL-6R, nonkovalent baglarla bagli a-ligand-baglama
zincir birimiyle (CD126), B-sinyal-transdiiksiyon biriminden (CD130, gp130) olusur.
T ve B lenfositler, monosit ve makrofajlar, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, mast
hiicreleri, noronal hiicreler, astrositler, mikroglia, mezengial hiicreler, osteoblastlar,
epidermal langerhans adaciklari, dendritik hiicreler, keratinositler ve kemik iligi
stromal hiicrelerinden salgilanirlar (53).

IL-6 diger sitokinlerin iiretimini ve etkilerini artirir. 1L-6, antijen ya da mitojenle
aktive B hiicrelerde farklilasma ve biiylimede, Ig salgilanmasinin olgunlagsmasi ve
artirilmasinda yer alir. Mukozal IgA yanitinin indiiklenmesi ve diizenlenmesinde, T-
helper 2 (Th2) tip hiicrelerden salinan IL-6 ve IL-10 6nemli dengeleyici roller
oynarlar. Akut faz yanitinin temel indiikleyicisi olan IL-6, hepatositten CRP gibi akut
faz proteinlerinin, komplement komponentlerinin, haptoglobin, fibrinojen, proteaz
inhibitorlerinin sentezini saglar. Akut faz yanitinda IL-1 ve TNF ile sinerjistik etki

gosterir. T hiicre ve timositler i¢in ko-stimiilatordiir. T hiicreden IL-10 iiretimi, 1L-6
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tarafindan arttirilir. NK-hiicre aktivitesini tetikler. IL-6, endotelyal hiicrelerin
lenfositlere yapisabilmesini artirmada rol oynar ve bunu ICAM-1, VCAM-1 ve E-
selektin ekspresyonunu artirarak yapar. Epidermal Langerhans adaciklar1 ve
dendritik hiicreler tirettikleri IL-6 ile kiitan6z immunuinflamatuvar yanittaki rollerini
aciklar. IL-1 ve TNF ile birlikte endojen pirojen gibi davranarak atesi indiikleyen IL-

6, ACTH salinimini ve adrenal bezlerden glukokortikoid iiretimini artirir (53).

HDL diizeyleri diisiik ve yliksek olan hastalarda proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1f,
IL-6, IL-8 ve TNF-a) lipopolisakkarit yanitinin farkli bulunmasi, inflamasyon ve
aterogenezdeki onemlerini isaret etmektedir. Proinflamatuvar sitokin sekresyonuyla,
mast hiicreleri monositlerin ve T lenfositlerin vaskiiler hiicreye alinmasma yardimci
olurlar. Boylece monosit ve makrofajdan tiireyen, kolesteril-esterleri iceren kopiik
hiicre olusumu gerceklesir. Mast hiicrelerinden tiirevlenen sitokinler ve biiyiime
faktorleri vaskiiler diiz kas hiicresi ve fibroblast c¢ogalmasmi aktive ederek
aterosklerozda goriilen obstriiktif lezyonlarin gelisimine neden olur (59).
Proaterojenik bir sitokin gibi davranarak yaglh ¢izgilenmelerin artmasina neden olan

IL-6 , bir yandan da IL-1Ra sentezi ve sSTNFR salinimini indiikler (6, 60).

2.3. OKSIDATIF STRES

Organizmada oksidan-antioksidan sistemler bir denge icerisindedir. Serbest oksijen
radikallerinin asir1 miktarda iiretildigi veya antioksidan savunma mekanizmalarinin
yetersiz kaldig1 durumlarda; bu dengenin bozulmasi, oksidatif stres olarak tanimlanar.
Oksidatif stresle olusan doku hasarlar1 arasinda baslica; lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu, karbohidratlarin yikimi, DNA ve membran yapisinin bozulmasi gibi

oksidatif modifikasyonlar sayilabilir (61,62).

Lipit peroksidasyonu, doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren ve otokatalitik
bicimde yliriiyen bir olay olarak tanimlanmaktadir. Membrandaki yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikaller ile kolaylikla reaksiyona girerek peroksidasyon
driinlerini olusturabilir. Bir hiicrede lipit hidroperoksitlerinin birikimi, fonksiyon
bozukluguna yol agabilecegi gibi yliksek miktarda sitotoksik iiriinler de olusturabilir.

Plazma lipoproteinleri, 6zellikle LDL, oksidasyona kars1 olduk¢a duyarlidir (63).
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Aterosklerozun oksidatif modifikasyon hipotezi oksidatif stresin aterosklerotik
lezyon olusumunu baslatmasi i¢in mekanik bir zaruret oldugunu belirtmektedir.
Okside diisiik-dansiteli lipoproteinler (oxLDL), makrofajlar tarafinda yutulduktan
sonra fenotip modiilasyonu gegirir ve kopiik hiicresine doniisiir, aterosklerotik plagin
gelisimi i¢in ¢ekirdek olusmus olur (64). Lipid oksidasyonu ile iligkili parametreler

arasinda malondialdehid ve paraoksonaz bulunmaktadir.
2.3.1. Malondialdehid

Ug veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan
malondialdehit (MDA); diisiik molekiil agirlikli (72.07 kDa), kisa zincirli, 1,3-
dikarbonil bilesigi olan, orta derecede zayif bir asittir. Memelilerde okside olan yag
asitleri en ¢ok arasidonik asit ve dokosahekzaenoik asittir. Oleik asit ve linoleik
asidin oksidasyonundan ¢ok az MDA olusur. MDA ¢oklu doymamis yag asitlerinin
yapisinda molekiil i¢i yeniden diizenlenme esnasinda olusan endoperoksidlerin
yikiminin geg evreleri sirasinda olusur. Linoleik asid gibi iki ¢ift bag iceren yag
asitleri peroksidasyon esnasinda MDA olusturabilmesine ragmen, ii¢ veya daha fazla
cift bag igeren yag asitleri MDA’nin esas kaynagidir. Bazi dokularda MDA
enzimatik reaksiyonlar sonucu da olusabilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun
spesifik kantitatif bir indikatorii degildir ancak, lipid peroksidasyonunun derecesiyle
koreledir (Sekil 2.6) (13,65).
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MDA, hiicre membraninin deformasyonuna, iyon gecisinin ve enzimatik
fonksiyonlarm bozulmasma neden olur. Hiicre zarlarindan kolayca gegebilecegi icin
hiicre i¢indeki protein sentezini, enzimatik olaylar1 ve DNA yapisin1 da olumsuz
yonde etkilemektedir. MDA bu 6zelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik bir bilesiktir ve oksidan hasari degerlendirmede siklikla kullanilir.
MDA, hiicresel diizeyde, karaciger aldehid dehidrogenaz tarafindan ya da
mitokondrial yolla enzimatik olarak yikilir ve viicuttan atilir. MDA’ ’nin major idrar
metabolitleri, amino gruplar1 yoluyla MDA ile reaksiyon yapmis protein, fosfolipid
ve niikleik asidlerin yikimindan ortaya ¢ikmaktadir. Ana katabolik yol ara maddeler
olarak malonik semialdehid, asetaldehid ve iirlin olarak karbon dioksiti (CO,) igerir

(66, 67).

2.3.2. Paraoksonaz

Paraoksonaz (PON), ilk olarak, 1953 yilinda Aldridge tarafindan p-nitrofenil’in
asetat, propiyonat ve biitirat esterlerini hidroliz eden esteraz olarak tanimlandi.
Enzim, paraokson, metil paraokson ve klormetil paraokson’a yiiksek derecede
secicilik gosterdigi icin paraoksonaz olarak adlandirildi (68). Onceki yillarda
organofosfat bilesiklerini hidroliz etme Ozelligi nedeni ile toksikoloji alaninda
calisildi, son yillarda ise antioksidan etkileri nedeni ile koroner kalp hastaligi
riskinden korunulabilecegi disiiniilerek giincellik kazandi. Son yillarda yapilan
calismalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim aktiviteleri incelendi,
lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonuyla arasindaki iliski arastirildi, ayrica genetik

calismalarda yogunluk kazandi (69, 70).

Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, g21.3 ile q22.1 bolgesinde lokalize
olduklar1 gosterilen ii¢ ayr1 PON geni (PON1, PON2, PON3) bulunmaktadir. PON1
geni, karaciger, bobrek, kalp, beyin ve ince bagirsak dokularinda bulunmakta ve
PON1 proteini plazmada HDL yapisinda tasmmaktadir. PON2’ nin dokular
arasindaki dagilimi1 daha genistir. PON 3 gen iirlinliniin ise; en ¢ok plazmada, HDL
yapisinda bulundugu bildirilmektedir (12, 71).

Insan serumundan saflastirilan PON1, 43 kDa agirliginda 354 amino asit iceren bir
glikoproteindir. Agirligin % 15.8’in1 olusturan ii¢ karbohidrat zinciri, dort farkli
konumdan proteine baghdir. Sistein kalintilari, PON1’in yapisal ve fonksiyonel

Ozelliklerine katkida bulunmaktadir. 284. konumdaki sistein kalintisi, enzimin aktif
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bdlgesinin bir bileseni durumundadir. Bu sistein kalintisi, peroksidaz aktivitesi igin
esansiyeldir. PON1’in sisteine bagimli antioksidan bolge ve kalsiyuma bagimli
organofosfat hidrolizinden sorumlu bdlge olmak ftizere, iki ayri1 aktif merkezi
bulunmaktadir. Orgonofosfatlara karst PON1’in hidrolitik aktivitesi Ca™ bagiml

iken; lipid peroksitlerin birikmesini 0nlemede gerekli degildir (Sekil 2.7) (72-74).

Sekil 2.7. PONI’in ii¢ boyutlu yapisi. Alti1 adet B-kirmali yapi, N ve C terminal

bolgeleri ve merkezde yer alan iki adet kalsiyum iyonu goriilmektedir (75).

PONI1 proteini ii¢ adet sistein icerir ve bu ii¢ sistein molekiiliinden ikisi arasinda
disiilfid bag1 bulunur . Protein yapisinda bulunan 42. ve 352. sistein amino asitlerinin
olusturdugu tek disiilfid bagi, polipeptid zincirinin halka yapida olmasma neden
olmaktadir. PON1’in aktivitesi ve stabilitesi i¢in, histidin, triptofan, aspartat/glutamat
amino asitlerini bulundurmasi1 gerekmektedir. Ozellikle aktif bolgede en az bir tane
triptofan bulundugu ve bunun substrata baglanmada Onemli roliiniin oldugu
bildirilmektedir (69, 73). Karacigerde sentezlenen PON1’in seruma salgilanabilmesi
icin alic1 olan HDL’den fosfolipidler tarafindan yarigmali olarak uzaklastirilir, bu
sayede HDL ve hiicre membranlari ile hasarli lipid alanlar1 gibi fosfolipitten zengin

alanlar arasinda hareket edebilir (71).
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Enzimin aktif bolgesinde bulunan His-His ¢ifti, kalsiyum iyonu ve su molekiili,
esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir. Katalitik etkinlik gosteren Ca*™ iyonu,
substrattaki fosfat iyonunun negatif yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif
bolgedeki His-His c¢ifti, su molekiiliiniin bir protonunu alarak bu molekiiliin
niikleofilik giiclinii arttirir. Olusan hidroksil iyonu karbonil veya fosfat esterine
saldirir. Olusan yapidaki Ca*? iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar

fosfat veya karbonilin lizerine yikilir ve ester bagi kopar (73).

PON1’in mekanizmasini a¢iklamak amaciyla yapilan ¢aligmalarda esteraz aktivitesi
icin 2-naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in paraokson substratlari
kullanildi.Bu substratlarin optimum pH araliklar1 saptandi ve substratin yapisinda

bulunan yan zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucuna varildi(68,76).

Insanlardaki HDL iliskili PON1, LDL’yi oksidasyondan koruyabilme yeteneginin
aciklanmasinda ¢esitli mekanizmalar Onem kazanmaktadir. HDL ile iliskili
enzimlerin  oksidatif = modifikasyonlara  karst  lipoproteinleri  korudugu
disiiniilmektedir. PON1; LDL’yi, bakir iyonunun ve serbest radikallerin indiikledigi
oksidasyondan korumaktadwr (77). PONI, oksidatif hasardan HDL’nin
korunmasinda da etkindir. Okside HDL’deki lipid peroksitler ve kolesteril linoleat
hidroperoksitlerin PON1 aracili hidrolizi iki mekanizmayla olmaktadir. 5'
pozisyonunda hidroksil grubu olan okside lipidler veya iliskili tiirevleri lizofosfatidil
kolin ve valerolakton iiriinleri olusturmak icin PONI1 tarafindan laktolize edilir.
Daha sonra ortammn pH’1 ve su igerigine bagl olarak PONI tarafindan 5-
hidroksikarboksilik asit olusturmak iizere hidrolize edilir ya da degismeden kalir.
PONT1’1n ayrica hidrojen peroksiti biiylik 6l¢iide hidroliz edebildigi bulundu. PON1,
kolesterol biyosentezinin inhibisyonu ve ¢Opgii reseptdr yoluyla okside LDL’nin
kaldirilmast ile makrofaj kolesterol birikiminde azalmaya katkida bulunur. PON1
HDL’nin makrofajlara baglanmasini artirir ve bdylece makrofaj fosfolipidlerindeki
hidrolitik etkisiyle HDL aracili makrofaj kolesterol ¢ikisini uyarwr, lizofosfatidil

kolin meydana gelir ve HDL nin hiicrelere baglanmasi artar (78, 79).
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3- GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan (05.02.2013
tarih, karar no: 2013/119) ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri
Komisyonu tarafindan desteklenen (Proje no: TTU-2013-4523) bu ¢alisma, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ile Hematoloji Bilim Dalinda
yapild1.

3.1. GEREC

Calisma sirasinda distile su cihazlar1 (MINIpure, EASYpure RF), sogutmali santrifiij
(Sigma 3K 30), pH metre (WTW-330i/SET), etiiv (Niive FN400), su banyosu
(Kottermann), derin dondurucu (Revco), manyetik karistirict (Labor Brand Hotplate
Stirrer), vorteks (Velp scientifica 2x?), buzdolab1 (Frigidaire), kronometre, mikro
ELISA okuyucu (BioTek ELx800), mikro ELISA yikayici (BioTek ELx50), Becton
Dickison (BD) marka FACSCanto II model Flow Sitometri cthazi, BD marka 12 x
75 mm’lik flow tiipleri, otomatik pipetler (Socorex, Nichipet EX, Genex Gamma),
balon jojeler, polipropilen cam ve ependorf tiipler, beher, meziir ve cam pipetler
kullanildi. Caligmada kullanilan ¢ozeltiler, deiyonize su ile hazirlandi. Calismada
kullanilan tiim cam malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra bir giin boyunca
%20’lik nitrik asit (HNOs3) i¢inde bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize su ile
yikandu.
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3.2. CALISMA GRUBU
3.2.1. Hasta Grubu

Mart 2013 - Kasim 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Kardiyoloji polikliniginde muayene edilen ve rutin laboratuvar tetkikleri ile
hiperkolesterolemi tanist konulan (LDL>160 mg/dL), 18-65 yas araliginda olan 50
hasta calisma kapsamina alindi. LDL sinirmi belirlemede National Cholesterol
Education Programindaki (NCEP), European Society of Cardiology (ESC) ile
European Atherosclerosis Society (EAS) klavuzundaki ve Current Medical
Diagnosis & Treatment 2013 kitabindaki degerler kaynak almmustir (80, 81).
Hastalara, yapilacak testler hakkinda bilgi verildi. Calismay1r kabul edenlerden
Helsinki Deklarasyonu’na uygun olarak imzali onam kagidi alinip protokole dahil
edildi.

Bobrek yetmezligi, koroner arter hastaliklari, karaciger yetmezligi, immun sistem
hastaliklari, diyabet, hipertansiyon gibi sistemik bir hastalig1 olanlar, daha 6nce lipid
diistiriicii ila¢ tedavisi alanlar ve almakta olanlar, ailesel hiperlipidemi, izole
hipertrigliseridemi gibi lipid bozukluklar1 bulunanlar, yas1 18’den kiicliik 65’ten
biiyiik olanlar, herhangi bir nedenle siirekli ila¢ tedavisi alanlar, viicut kiitle indeksi

(VKI) 18,5 kg/m**den kiiciik, 25 kg/m?’den bityiik olanlar ¢alisma disinda birakildi.

3.2.2. Kontrol Grubu

Calisilan rutin laboratuvar sonuglari; referans araliklari igerisinde bulunan, sistemik
hastaligi olmayan, herhangi bir ila¢ kullanmayan, sigara i¢meyen, VKI, 18,5 — 25
kg/m’® araliginda olan, hasta grubunun yas ve cinsiyet dagilimma benzer sekilde

secilen 30 goniillii, kontrol grubu olarak ¢alisma kapsamina alindi.

3.2.3. Numune Alimi ve Saklanmasi

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundan 12 saatlik aclik sonrasinda sabah
08:00-09:00 arasinda, 1 adet EDTA igeren CBC tiipiine ( 3mL) ve 1 adet de diiz
biyokimya tiipiine (5mL) vendz kan Ornekleri alindi. Tiipler, 30 dakika sonrasinda,
4°C’de 2000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ayrilan plazma ve serum Ornekleri

alikotlanarak ependorf tiiplerde -40°C’de dondurulup analiz giiniine kadar saklandi.
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3.3.YONTEM
3.3.1.Rutin Analizler

Total Kolesterol, Trigliserid, HDL, LDL diizeyleri Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi
Merkez Laboratuvari’nda, Architect C16000 marka otoanalizorde, Abbott marka

kitler kullanilarak analiz edildi.

Total Kolesterol: Kit igeriginde bulunan hazir reaktiflerle, enzimatik metoda gore
otoanalizOrde c¢alisildi. Allain ve arkadaslarinin tanimladigi ve Roeschlau’nun
gelistirdigi (82, 83) bu metoda gore; kolesterol esterler enzimatik olarak kolesterol
esteraz tarafindan kolesterol ve serbest yag asitlerine hidrolize edilirler. Baslangigta
mevcut olan da dahil olmak tizere serbest kolesterol, kolesterol oksidaz tarafindan
kolest-4-ene-3-one ve hidrojen perokside oksitlenir. Hidrojen peroksit, 500 nm dalga
boyunda kantite edilen bir kromofor (kinonimin boyasi) olusturmak i¢in
hidroksibenzoik asit ve 4-aminoantipirin ile birlesir. Elde edilen absorbans degeri ile
daha onceden degerleri belirlenmis olan kalibratorler ile olusturulmus kalibrasyon
egrisinden, total kolesterol hesabi cihaz bilgisayari tarafindan otomatik olarak yapilir.
7D62-21 katalog numarali Abbott marka kitin total varyasyon kat sayist (CV)

<%3’tir.

Trigliserid: Kit igeriginde bulunan hazir reaktiflerle, gliserol fosfat oksidaz
metoduna  gore otoanalizorde ¢alisildi. Fossati ve arkadaslarmmm tanimladigi,
McGowan ve arkadaslarmin gelistirdigi (84,85) bu metoda gore; trigliseridler
lipoprotein lipaz tarafindan yag asitlerine ve gliserole hidrolize edilirler. Gliserol,
gliserol kinazli adenozin trifosfat tarafindan gliserol-3-fosfat ve adenozin difosfat
olusturmak icin fosforile edilir. Gliserol-3-fosfat, gliserol fosfat oksidaz ile
dihidroksiaseton fosfata okside edilir ve hidrojen peroksit {iiretilir. Peroksidaz ile
katalize edilen reaksiyonda, hidrojen peroksit kirmizi renkli bir boya olusturmak i¢in
4-aminoantipirin ve 4-klorofenol ile reaksiyona girer. Bu boyanin absorbansi
ornekteki trigliserid konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 7D74 katalog numarali

Abbott marka kitin CV <%5’tir.
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HDL: Kit i¢eriginde bulunan hazir reaktiflerle, hizlandirici segici deterjan metoduna
gore otoanalizorde c¢alisildi. Bu yOntem kolesterol oksidazin non-HDL
esterlestirilmemis kolesterol ile reaksiyonun hizlandirilmasi ve HDL kolesteroliin
ozgiil bir deterjan yardimiyla secici bir sekilde ¢oziindiiriilmesine dayanmaktadir. Ik
reaksiyonda olusan peroksit, renksiz bir iirlin ortaya ¢ikaracak sekilde N, N-bis(4-
siilfobutil)-m-toluidin, disodyum (DSBmT) ile bir peroksidaz reaksiyonu ile tiiketilir.
Ikinci reaksiyon, &zel deterjan kolesterol esteraz ve HDL kolesteroliin kantitatif
belirlenebilmesi i¢in boya verecek kromojenik baglayicidan olusur. Elde edilen
absorbans degeri ile daha Onceden degerleri belirlenmis olan kalibratorler ile
olusturulmus kalibrasyon egrisinden, HDL hesab1 cihaz bilgisayar1 tarafindan

otomatik olarak yapilir. 3K33-21 katalog numarali Abbott marka kitin CV <% 4’tiir.

LDL: Serum LDL diizeyleri, Friedewald formiilii ile hesapland1 (86):

LDL = Total Kolesterol - [ HDL + Trigliserid / 5 ]

Trigliserid diizeyi > 400 mg/dL olan hastalarda bu formiil yerine Direkt LDL kiti ile
Ol¢tim yapilmas1 gerekmektedir. Bu ¢alismada trigliserid diizeyi yiiksek olan hastalar
dislandig1 icin direkt Ol¢iime gerek kalmamustir. Fakat formiil ve direkt Slgiim
karsilagtirmas1 da yapmak amaciyla tiim orneklerden Direkt LDL, kit iceriginde
bulunan hazir reaktiflerle, sivi se¢ici deterjan metoduna gore otoanalizorde calisildi.
Bu metoda gore 6zgiil bir deterjan yalnizca LDL olmayan partikiilleri ¢éziindiiriir.
Serbest kalan kolesterol kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz tarafindan renk
olusturmayan bir reaksiyonla tiiketilir. Ikinci bir deterjan da kalan LDL partikiillerini
¢Oziindiiriir ve kromojenik bir baglayicinin renk olusumuna olanak tanir. Baglayici
varlifinda LDL ile olan enzimatik reaksiyon sonunda 6l¢iilen absorbans drnekteki
LDL konsantarasyonu ile dogru orantilidir. 1E31-20 katalog numarali Abbott marka
kitin CV <% 4’tiir.
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3.3.2. Biyokimyasal Analizler
3.3.2.1. Flow (Akim) Sitometri:

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin Olclilmesidir. Akim sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki
hiicrelerin Ozelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanilir. Flow sitometri cihazi
cesitli hiicrelerin veya partikiillerin bir siispansiyon halinde bir akis kanali boyunca
tek tek gecmesi ve bu swada lazer araciligi ile hiicre/partikiil bulyiikligi ve

graniilaritesine gore siniflandirilmasi esasina dayanan bir cthazdir (Sekil 3.1).

lt’jmel-:

sheat—»
hidrodinamik
fokuslama

— floreszanisik

hicre/boncuk dedektori
|:I P zacithmogsik
dedektoard

lazer kaynagl

Sekil 3.1. Flow sitometri cihazinin prensibi

Flow sitometrinin ¢alisma prensibi 3 ana sistemden olusur.
-Hidrolik Sistem: Partikiillerin lazer 6niinden gecisi i¢in tasiyici sistem

-Optik Sistem: Lazer oniinden gegen hiicrelerden agiga cikan floresan sagiliminin
capraz ve silindirik filtreler ile toplanarak diizgiin bir sekilde fotodedektorlere

aktarilmasida gorev alir

-Elektronik Sistem: Elde edilen optik sinyalin Photo Multiplier Tubes (PMT) ile
amplifiye edilerek elektrik sinyaline ¢evriminden ve analiz i¢in bilgisayara

aktarimindan sorumludur.
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Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri
olabildigi gibi hiicreye baglanan cesitli fluorokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya
da partikiilin immunfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran
potansiyeli, canliligi gibi ¢esitli  Ozellikleri hakkinda bilgi toplanabilir.
Hiicre/partikiil ¢ap1 ile yaklasik orantili olarak diisiik acida ileri sagilma (forward
scatter=FSC) yogunlugu, i¢indeki graniil yap1 sayis1 ile yaklasik orantili olarak
ortogonal sagilma (side scatter=SSC) yogunlugu ve c¢esitli dalga boylarindaki
floresan yogunlugu gibi bir¢ok parametre ayni anda Sl¢iilir. Her bir hiicre veya
partikiil lazer demetinin i¢cinden gegerken saptirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan
yayilan floresan 15181 bir araya getirilip, optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli
dalga boylarma gore ayrilarak, analog sinyallere doniistiiriilirler. Bu sinyaller
dijitallestirilerek, grafik olarak ekrana aktarilir. Grafikler, olgiilen parametrelerin

frekans dagilimlarinin gérsel sunumudur.

Flow sitometrideki analizler icin hiicrelerin sivi iginde siispansiyon halinde
bulunmasi gerektiginden kan hiicreleri, akim sitometride en ¢ok incelenen hiicreler
olmuslardir. Solid dokular ise hiicreler disaggrege edilip hiicre siispansiyonu
hazirlanarak analizde kullanilmaktadir. Hiicreler yiizeylerindeki veya hiicre i¢indeki
proteinlere 6zgiin antikorlarla inkiibe edilerek antijenlere baglanmalar1 saglanir. Her
spesifik antikor floresan-5-izotiosiyanat (FITC), phycoerithrin (PE), perdinin
chlorophil-P (PerCP) gibi floresan boyalarla isaretlenmistir. Boylece belirli antijene
sahip hiicrelerin laser 1511 1ile karsilastiginda verdigi floresan sinyalleri
degerlendirerek o hiicrenin hangi spesifik antijeni tasidigi belirlenebilir. Hiicrelerin
tasidiklar1 antijenler yani sira hiicre i¢i enzimlerin, DNA, RNA miktarlarinin da

uygun florokromlar ile isaretlenerek belirlenmesi miimkiindiir.

Son yillarda gelisen teknolojiler sayesinde flow sitometrik analizlerde sadece
hiicreler degil boncuklu sistem kullanilarak plazma veya serum igerisindeki sitokinler
de dlciilebilmektedir (Tablo 3.1). Yontem, saniyede binlerce partikiil degerlendirmesi
yapilabildiginden dolay1 hizli; spesifik antikorlarin kullanimindan dolay1 duyarls; tek
tip mikro kiireciklerin 151k sagilimi ve floresan Ol¢limleri i¢in bile diisiik varyasyon

katsayis1 (CV) oldugundan dolay1 da kesinligi ytiksektir.
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Tablo 3.1. Flow sitometrinin kullanim alanlari

- Losemi, lenfoma gibi hematolojik -Membran permeabilite ve
hastaliklarin teshis ve siniflandirilmasi potansiyellerinin degerlendirmesi

- DNA analizi - Hiicre i¢i kalsiyum iyon teknikleri
- RNA ve protein icerik analizi - pH olgtimleri

- Viriis ve viral iirlin tayinleri - Glutatyon 6l¢iimi

- Hiicre proliferasyonu - Immun fenotipleme

- Apoptozis - Sitokinlerin 6lglimii

Flow sitometri yonteminin ELISA yontemine gore avantajlart:

- 30 adet parametreyi tek seri standart hazirlayarak analiz edebilme

- 50 pL miktarindaki tek 6rnekten ayni anda 30 parametre ¢alisabilme

- 0 ve 2500 pg/mL’lik standart degerlerinin olmasi nedeniyle daha diisiik ve
daha yiiksek konsantrasyonlardaki parametreleri 6l¢cebilme

- Konsantrasyonlar1 ¢ok yiiksek olan numunelerin diliisyonunu son okuma
asamasinda da istenilen oranda yapabilme

- Dabha kisa siirede sonug alabilme

- Spesifik antikor kapli boncuklarin tek tek degerlendirilmesi, ¢cogu parametre
icin CV< %5 olmas1 ve kirliligin diglanabilmesi nedeniyle daha duyarh

sonu¢ alabilme

3.3.2.2. TNF-a, IL-6 ve IL-1p ‘nmin Flow Sitometrik Ol¢iimii

Ug adet sitokin BD marka CBA (Cytometric Bead Array) Flex setler kullanilarak BD
FACS Canto II cihazinda o6l¢iildii (katalog numaralari: TNF-a:560112, IL-6:
558276, IL-1P:558279).

Prensip: Flex setlerden hazirlanan spesifik antikor kapli boncuklar numunedeki
TNF-a, 1L-6 ve IL-1P sitokinlerine baglanir. Bunun iizerine de yine spesifik
antikorlu phycoerithrin (PE) eklenir. Flow sitometri cihazinda akimdan gecirilerek
elde edilen grafikte farkli sitokinlerin bagli oldugu boncuklar farkli noktalarda

yogunlasir. {lgili PE’nin artis1 sitokin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Reaktif ve Materyaller
I-TNF-a’nm liyofilize standardi, PE detection reagenti ve capture bead’1 (boncugu)
2-IL-6’nm liyofilize standardi, PE detection reagenti ve boncugu
3-IL-1B’nin liyofilize standardi, PE detection reagenti ve boncugu
4-Human Soluble Protein Master Buffer Kit (BD marka, katalog no:558265) i¢inde:
a-Assay diliient
b-Boncuk diliienti (serum/plazma i¢in)
c-PE diliienti
d-Yikama tamponu

5-BD marka 5 mL’lik (12 x 75 mm) flow tiipleri

Standartlarin Hazirlanmasi: Tiim sitokinlerin top seklindeki liyofilize standartlari
15 mL’lik tek falkon tiipe konulup 4 mL assay diliient ile vortexleme yapmadan
¢oziildii. Her sitokin i¢in 2500 pg/mL konsantrasyonda olan bu tiip, assay diliient ile
8 tiiple seri diliisyonlar yapildi. Iginde sadece assay diliient olan 0 pg/mL’lik tiiple
beraber toplam 10 adet standart seri elde edildi (2500, 1250, 625, 312.5, 156, 80, 40,
20, 10, 0 pg/mL).

Boncuklarin Hazirlanmasi:Ug sitokinin boncuklar1 her numune ve standarda 1 pL
olacak sekilde tek tiipe eklendi. 500 pL yikama tamponu ile karistirildi ve 5 dk 200
g’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve her numune ve standarda 50 pL olacak

sekilde boncuk diliienti ile sulandirilda.

PE Detection Reagent Hazirlanmasi: Ug sitokinin PE detection reagenti her
numune ve standarda 1 pL olacak sekilde tek tiipe konuldu. PE diliienti ile her

numune ve standarda 50 pL olacak sekilde diliie edildi.

Flow sitometri cihazinin hazirlanmasi: Erciyes Universitesi'nde ilk defa
uygulanacak olan yontem i¢in BD firmasmndan gelen aplikasyon gorevlileri
tarafindan ; Hematoloji Bilim Dali biinyesinde rutin analizlerde kullanilan BD FACS
Canto II cihazinda, Human Soluble Protein Master Buffer Kit i¢erisinde bulunan
Al, A9, F1, F9, PE FI1 boncuklar1 ile gerekli kalibrasyonlar yapildi. F1= boyasiz,
F9= Allophycocyanin (APC), Al= APC-Cy7 olarak tanimlandi. Parametre basina

okutulacak boncuk sayis1 300 olarak belirlendi.
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Cahsma Prosediirii:

1-Standartlardan ve numunelerden kendi tiiplerine 50’ser uL konuldu

2-Her tiipe 50 pL boncuk karigimi eklendi

3-1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi

4-Tim tiiplere 50 uL PE detection reagent eklendi

5-2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi

6-Tiim tiiplere 1 mL yikama tamponu eklendi

7-200 g’de 5 dk santrifiij edildi

8-Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi

9- Tiim tiiplere 300 pL yikama tamponu eklendi ve okunmaya hazir hale geldi
10-FACS Canto II cihazinda swrayla standartlar sonra da tek tek numuneler

okundu.Elde edilen grafikler asagida gosterildi (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3).

BA-2 ZBA-2

1IZI3 1I:I4 1IZI5

AP C-CyT-A

1I:I2

d a

a a d 3
C 380 1] 10 10 10 D -350 i] 10 10 10
PE-A PE-#

Sekil 3.2. A:Bir hastanin ileri-yan sacilim grafigi. Tiim boncuklarin yogunlastigi P1
alan1 kapilanmis. B: Farkli sitokinlerin farkli yerlere diistligiinii gosteren
Allophycocyanin (APC)-APC Cy7 grafigi. P2=IL-1B, P3=TNF-a, P4=IL-6. C: Ayni
hastanin toplu sitokin konsantrasyonunu gosteren Sayim- Phycoerithrin (PE) grafigi.

D: Ayni1 hastanin sadece IL-1P konsantrasyonunu gosteren Sayim-PE grafigi.
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Count
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Sekil 3.3. A’da standart 1’in, B’de standart 10 un tiim sitokinlerinin

konsantrasyonlarmi gosteren Sayim-PE grafikleri

C4-TNF
R2=99.51% A: -1.270 B: 2.436 C: 18.720 D: 22.920 E: -6.446
Fitting type: 5 Parameter Logistic
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R2=99.56% A: -5.980 B: 2,275 C: 34,939 D: 38.402 E: -16.142
Fitting type: 5 Parameter Logistic
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Sekil 3.4. FCAP Array programindan elde edilen TNF-a, IL-1f ve IL-6"nin Ortalama

floresans yogunlugu (MFI) - konsantrasyon grafikleri
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Hesaplama: FACS Canto II’den elde edilen veriler, fcs2.0 formatinda FCAP Array
V3.0 programina aktarilarak hesaplama yapildi. Her sitokinin grafikte diistiigi
alanlar belirlendi. Spesifik PE’lerin yogunlugu tespit edildi ve kirlilik temizlenerek
otomatik hesaplama yapildi. Ug sitokinin standartlar1 i¢in de ortalama floresans
yogunlugu (MFI) — Konsantrasyon grafikleri belirlendi (Sekil 3.4). Flex setlerde

belirtilen varyasyon katsayilar1 Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Flow sitometrik dlciilen sitokinlerin varyasyon katsayilari

Calisma Ici Calismalar Arasi
Sitokinler
Ortalama (pg/mL) | % CV Ortalama (pg/mL) % CV
TNF-a 39.7 3 38.4 3
1L-6 38.8 6 35.6 3
IL-1B 38.9 10 33.3 3

3.3.2.3.TNF-0 ELISA Ol¢iimii

Serum TNF-a diizeyleri, BOSTER marka ticari kit kullanilarak (katalog no:
EKO0525) sandvig tip ELISA  yontemi ile, kit prospektiisiindeki talimatlar
uygulanarak tayin edildi.

Prensip: Kitde bulunan 96 adet kuyucuga kaplanmis olan, fare kaynakli TNF-a’ya
spesifik monoklonal antikorlar; serumdaki ve standartlardaki antijen olan TNF-o’ya
baglanir. Daha sonra bu antijen-antikor kompleksinin iizerine biyotinlenmis
poliklonal antikor baglanir. Bdylece altta ve iistte spesifik antikor, ortada antijen
olmak iizere sandvi¢ kompleks meydana gelir. Plate yikama islemleri ile
baglanmayan materyaller ortamdan uzaklastirilir. Son asamada kromatik soliisyonun
eklenmesi ile olusan rengin siddeti serumda bulunan TNF-o konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.

Reaktifler ve materyaller:

1- 96 adet anti-TNF-a antikoru ile kaplanmis kuyucuk
2- Liyofilize rekombinant TNF-a standardi

3- Biyotinlenmis anti- TNF-a antikoru

4- Avidin biyotin peroksidaz komplexi (ABC) soliisyonu
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5- Orneklerin ve antikorun diliientleri

6- ABC tamponu

7- Tetra metil benzidin (TMB) soliisyonu

8- TMB stop soliisyonu

9- pH: 7.4 olan, 0.01 molar fosfat tamponu (PBS)

Caliyma prosediirii:

Tiim reaktifler ve serumlar oda 1sisma getirildi. Serumlar 6rnek diliienti ile birebir
sulandirildi. Liyofilize olan standart, 6rnek diliienti ile ¢oziiliip arka arkaya seri
diliisyonlar yaparak yar1 yariya azalan konsantrasyonlarda 7 standartli seri (1000,
500, 250, 125, 62.5, 31.5, 15.6 pg/mL) elde edildi. Ornek diliienti, iceriginde TNF-a
olmayan kor soliisyonu kabul edilip belirlenmis kuyucuklara eklendi. Daha sonra

asagidaki sekilde ¢alismaya devam edildi.

I-Yapilan plate planina gore 6nceden belirlenmis kuyucuklara; 6rnek diliientinden,
yedi adet standarttan ve numunelerden 100’er pLL konuldu.

2-Plate, cover ile kapatilip 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi.

3-Inkiibasyon sonunda cover agilip kuyucuklarin i¢i ytkama yapmadan bosaltildi.
4-Tim kuyucuklara 100 pL biyotinlenmis anti- TNF-o antikoru eklendi ve 37°C’de
60 dakika inkiibe edildi.

5- Kuyucuklar plate yikayicida 3 kez PBS ile yikandu.

6-Tim kuyucuklara 100 uLL. ABC eklendi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

7- Kuyucuklar plate yikayicida 5 kez PBS ile yikand:.

8-Tiim kuyucuklara 90 uL. TMB soliisyonu eklendi ve karanlikta, 37°C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Kuyucuklar TNF-a konsantrasyonuna bagli mavi renk aldu.

9-Tiim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu eklendi ve kuyucuklar sar1 renk aldu.
10-Kuyucuklarin absorbanslar1 450 nm dalga boyunda Biotek marka ELISA okuyucu

kullanilarak okundu.
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Sekil 3.5. TNF-a standart grafigi (r*:0.998, formiil: 4 parametreli lojistik)

Hesaplama: Gen 5 programi sayesinde elde edilen Standart grafigi yardimiyla (Sekil
3.5) numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar1 hesaplandi.
Serum TNF-a diizeyleri, pg/mL olarak verildi. Kitte belirtilen ¢calisma i¢i CV = %8.1
(n:16, mean: 44.4 pg/mL) , calismalar aras1 CV= %9.8 (n:24 mean: 104 pg/mL).

3.3.2.4.IL-1p ELISA Ol¢iimii

Serum IL-1B diizeyleri, INVITROGEN marka ticari kit kullanilarak (katalog no:
KHCO0011) sandvi¢ tip ELISA  yontemi ile, kit prospektiisiindeki talimatlar
uygulanarak tayin edildi.

Prensip: Kitde bulunan 96 adet kuyucuga kaplanmis olan IL-1B’ya spesifik
monoklonal antikorlar; serumdaki ve standartlardaki antijen olan IL-1p ’ya baglanir.
Daha sonra bu antijen-antikor kompleksinin iizerine biyotinlenmis poliklonal antikor
baglanarak sandvi¢c kompleks meydana gelir. Plate yikama islemleri ile baglanmayan
materyaller ortamdan uzaklastirilir. Son asamada kromatik soliisyonun eklenmesi ile

olusan rengin siddeti serumda bulunan IL-1p konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Reaktifler ve materyaller:

1-96 adet anti- IL-1p antikoru ile kaplanmis kuyucuk
2-Recombinant Human IL-1f standartdi

3-Standart diliient tamponu

4-Biyotinlenmis anti- IL-1p antikoru
5-Streptavidin-Peroksidaz (HRP) konsantrati
6-Streptavidin-HRP diliienti

7-Yikama tamponu

8-TMB soliisyonu

9-Stop soliisyonu

Caliyma prosediirii:

Tiim reaktifler ve serumlar oda 1sisina getirildi. Liyofilize olan standart, standart
dilienti ile ¢oOzilipp arka arkaya seri dillisyonlar yaparak yar1 yariya azalan
konsantrasyonlarda 7 standarth seri (250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9 pg/mL)
elde edildi. Standart diliienti, iceriginde IL-1p olmayan kor soliisyonu kabul edilip
belirlenmis kuyucuklara eklendi. Daha sonra asagidaki sekilde calismaya devam

edildi.

I-Yapilan plate plania gore 6nceden belirlenmis kuyucuklara; standart diliientinden,
yedi adet standarttan ve numunelerden 50’ser pL. konuldu.

2-Kor hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL biyotinlenmis anti- IL-1p antikoru eklendi.
3-Plate, cover ile kapatilip oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

4-Kuyucuklar plate yikayicida 4 kez yikama tamponu ile yikandu.

5-Kor hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL Strerptavidin-HRP soliisyonu eklendi ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

6- Kuyucuklar plate yikayicida 4 kez yikama tamponu ile yikandi.

7-Tiim kuyucuklara 100 pnL TMB soliisyonu eklendi ve karanlikta, oda sicakliginda
25 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklar IL-1B konsantrasyonuna bagli mavi renk ald1.
8- Tiim kuyucuklara 100 puL stop soliisyonu eklendi ve kuyucuklar sar1 renk ald1.

9- Kuyucuklarm absorbanslar1 450 nm dalga boyunda Biotek marka ELISA okuyucu

kullanilarak okundu.
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Sekil 3.6. IL-1p standart grafigi (r:0.999, formiil: 4 parametreli lojistik)

Hesaplama: Gen 5 programi sayesinde elde edilen standart grafigi yardimiyla (Sekil
3.6) numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar1 hesaplandi.
Serum IL-1B diizeyleri pg/mL olarak verildi. Kitte belirtilen ¢alisma i¢ci CV = %4.5
(mean: 60.2 pg/mL), calismalar aras1 CV=%7.3 (mean:56.3 pg/mL).

3.3.2.5.IL-6 ELISA Olciimii

Serum IL-6 diizeyleri, INVITROGEN marka ticari kit kullanilarak (katalog no:
KHCO0061) sandvi¢ tip ELISA  yontemi ile, kit prospektiisiindeki talimatlar
uygulanarak tayin edildi.

Prensip: Kitde bulunan 96 adet kuyucuga kaplanmis olan IL-6’ya spesifik
monoklonal antikorlar; serumdaki ve standartlardaki antijen olan IL-6 ’ya baglanir.
Daha sonra bu antijen-antikor kompleksinin iizerine biyotinlenmis poliklonal antikor
baglanarak sandvi¢c kompleks meydana gelir. Plate yikama islemleri ile baglanmayan
materyaller ortamdan uzaklastirilir. Son asamada kromatik soliisyonun eklenmesi ile

olusan rengin siddeti serumda bulunan IL-6 konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Reaktifler ve materyaller:

1-96 adet anti- IL-6 antikoru ile kaplanmis kuyucuk
2-Recombinant Human IL-6 standartd:

3-Standart diliient tamponu

4-Biyotinlenmis anti- [L-6 antikoru
5-Streptavidin-HRP konsantrati

6-Streptavidin-HRP diliienti

7-Yikama tamponu

8-TMB soliisyonu

9-Stop soliisyonu

Caliyma prosediirii:

Tiim reaktifler ve serumlar oda 1sisina getirildi. Liyofilize olan standart, standart
dilienti ile ¢oziliip arka arkaya seri diliisyonlar yaparak yar1 yariya azalan
konsantrasyonlarda 7 standartli seri (500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 pg/mL)
elde edildi. Standart diliienti, iceriginde IL-6 olmayan kor soliisyonu kabul edilip
belirlenmis kuyucuklara eklendi. Daha sonra asagidaki sekilde calismaya devam

edildi.

I-Yapilan plate plania gore 6nceden belirlenmis kuyucuklara; standart diliientinden,
7 adet standarttan ve numunelerden 100’er pL. konuldu.

2-Kor hari¢ tiim kuyucuklara 50 pL biyotinlenmis anti- IL-6 antikoru eklendi.
3-Plate, cover ile kapatilip oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

4-Kuyucuklar plate yikayicida 4 kez yikama tamponu ile yikandu.

5-Kor hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL Strerptavidin-HRP soliisyonu eklendi ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

6- Kuyucuklar plate yikayicida 4 kez yikama tamponu ile yikand1.

7-Tiim kuyucuklara 100 pnL TMB soliisyonu eklendi ve karanlikta, oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklar IL-6 konsantrasyonuna bagli mavi renk ald.
8- Tiim kuyucuklara 100 puL stop soliisyonu eklendi ve kuyucuklar sar1 renk ald1.

9- Kuyucuklarm absorbanslar1 450 nm dalga boyunda Biotek marka ELISA okuyucu

kullanilarak okundu.
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Sekil 3.7. IL-6 standart grafigi (r*:0.998, formiil: 4 parametreli lojistik)

Hesaplama: Gen 5 programi sayesinde elde edilen standart grafigi yardimiyla (Sekil
3.7) numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar1 hesaplandi.
Serum IL-6 diizeyleri pg/mL olarak verildi. Kitte belirtilen ¢alisma i¢i CV = %7.7 (
mean: 38.8 pg/mL), caligmalar aras1 CV= %9.3 (mean:35.3 pg/mL).

3.3.2.6. MDA Olciimii

Serum MDA  diizeyleri, CAYMAN marka ticari kit kullanilarak (katalog
no:10009055) Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS) yontemi ile, kit
prospektiisiindeki talimatlar uygulanarak tayin edildi.

Prensip: Literatiirde iyi tanimlanmis bu metoda gore MDA ve TBA, 100°C’lik
yiiksek 1s1 altinda reaksiyona girerek 530 nm dalga boyunda absorbansit okunan

pembe renkli bilesik olusturur (Sekil 3.8) (87,88).

SN Uy P

TBA MDA TBA-MDA

Sekil 3.8. MDA 6l¢iim reaksiyonu
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Reaktifler ve materyaller:
1-Tiobarbitiirik asit (TBA)

2-Asetik asit

3-Sodyum hidroksit

4-MDA Standart

5-Sodyum dodesil siilfat (SDS) soliisyonu
6-96’lik diiz tabanl bos plate

Cahsma Prosediirii:

Tiim reaktifler ve serumlar oda 1sisma getirildi. MDA standardi deiyonize su ile diliie
edilip 125uM’lik stok standart soliisyonu elde edildi. Tekrar deiyonize su ile farkl
oranlarda diliisyon yaparak 7 adet artan konsantrasyonlarda standart seri (0.625,
1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50 uM) elde edildi. Prospektiiste belirtilen oranlarda TBA, asetik
asit ve sodyum hidroksit karistirilip renk reaktifi elde edildi. Deiyonize su igeriginde
MDA olmayan kor soliisyonu kabul edildi. Daha sonra asagidaki sekilde ¢alismaya

devam edildi.

1-5 mL’lik cam tiiplere 7 adet standarttan ve numunelerden 100’er uL konuldu
2-Hepsinin lizerine 100 pL SDS soliisyonu eklendi.

3-Tim tiiplere 4 mL renk reaktifi eklendi

4-Tiplerin agz1 kapatilarak metal spor i¢inde dik sekilde kaynayan suyun igine
konulup 1 saat inkiibe edildi.

5-1 saat sonunda tiipler hizlica soguk su banyosuna konulup 10 dakika beklendi.
6-Tiim tiipler 1600 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.

7-MDA konsantrasyonuna bagli pembe renk alan tiiplerin iist kisimdaki berrak
stvidan 150°ser pL, planina gore dnceden belirlenmis plate kuyucuklarina konuldu.
8-Kuyucuklarin absorbanslar1 530 nm dalga boyunda Biotek marka ELISA okuyucu

kullanilarak okundu.
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Sekil 3.9. MDA standart grafigi (r*:0.995, formiil: lineer)

Hesaplama: Curve Expert 1.4 programi sayesinde elde edilen Standart grafigi
yardimiyla (Sekil 3.9) numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Serum MDA diizeyleri uM olarak verildi. Kitte
belirtilen ¢calisma i¢i CV = %5.5-7.6 (n:10), ¢alismalar aras1 CV= %5.1-5.9 (n:8).

3.3.2.7. PON1 Ol¢iimii

Serum PON1 diizeyleri, AVISCERA BIOSCIENCE marka ticari kit kullanilarak
(katalog no:SK00141-01) sandvi¢ tip ELISA yontemi ile, kit prospektiisiindeki
talimatlar uygulanarak tayin edildi. PON1’in enzim aktivitesi degil kiitlesel miktar1

olgtildii.

Prensip: Kitde bulunan 96 adet kuyucuga kaplanmis olan PONI1’e spesifik
monoklonal antikorlar; serumdaki ve standartlardaki antijen olan PON1’e baglanur.
Daha sonra bu antijen-antikor kompleksinin iizerine poliklonal tespit antikoru
baglanarak sandvi¢c kompleks meydana gelir. Plate yikama islemleri ile baglanmayan
materyaller ortamdan uzaklastirilir. Son asamada kromatik soliisyonun eklenmesi ile

olusan rengin siddeti serumda bulunan PON1 konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Reaktifler ve materyaller:

1-96 adet anti- PON1 antikoru ile kaplanmis kuyucuk
2-Recombinant Human PON1 standardi

3-Tespit antikoru

4-Anti-Tavsan IgG-HRP

5-HRP diliienti

6-Diliisyon tamponu

7-Yikama tamponu

8-TMB soliisyonu

9-Stop soliisyonu

Caliyma prosediirii:

Tiim reaktifler ve serumlar oda 1sisna getirildi. Liyofilize olan standart, standart
dilienti ile ¢oOzilipp arka arkaya seri dillisyonlar yaparak yar1 yariya azalan
konsantrasyonlarda 8 standarthh seri (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56
ng/mL) elde edildi.Diliisyon tamponu, iceriginde PONI1 olmayan kor soliisyonu
kabul edilip belirlenmis kuyucuklara eklendi. Tiim numuneler diliisyon tamponu ile
bire bir sulandirildi. Daha sonra asagidaki sekilde caligmaya devam edildi.

I-Yapilan plate planina gore Onceden belirlenmis kuyucuklara; diliisyon
tamponundan, sekiz adet standarttan, pozitif kontrolden ve numunelerden 100’er uL
konuldu.

2-Plate, 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

3-Inkiibasyon sonunda yikama tamponu ile tiim kuyucuklar 3 kez yikandi.

4-Tim kuyucuklara 100 pL tespit antikoru konuldu ve oda sicakliginda 2 saat daha
inkiibe edildi.

5-Tiim kuyucuklar yikama tamponu ile tekrar 3 kez yikanda.

6-Anti-tavsan IgG HRP soliisyonundan tiim kuyucuklara 100 pL konulup 60 dakika
oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

7-Yikama islemi 3 kez tekrarlandu.

8-TMB soliisyonundan 100’er pL tiim kuyucuklara konulup oda sicakliginda ve
karanlikta 5 dakika inkiibe edildi.

9-Tiim kuyucuklara stop soliisyonundan 100 pL eklendi.

10-Kuyucuklarin absorbanslari 450 nm dalga boyunda, Biotek marka ELISA

okuyucu kullanilarak okundu.
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Sekil 3.10. PON-1 standart grafigi (r*:0.998, formiil: 4 parametreli lojistik)

Hesaplama: Gen 5 programi sayesinde elde edilen Standart grafigi yardimiyla (Sekil
3.10) numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlari
hesaplandi. Serum PON-1 diizeyleri ng/mL olarak verildi. Kitte belirtilen ¢alisma
ici CV = %4-6 , calismalar aras1 CV= %8-12.

3.4.ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Veriler IBM SPSS Statistics 20.0 paket programinda degerlendirildi. Her gruptaki
katilime1 sayisi, tablolarda “n” olarak gosterildi. Verilerin normal dagilimma
Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Normal dagilim gdsteren degiskenlerin Gzet
istatistikleri aritmetik ortalama + standart sapma (X = SD); normal dagilim
gostermeyen degiskenlerin 6zet istatistikleri median (%25-%75) seklinde verildi.
Gruplar aras1 karsilastirmalarda normal dagilim gosteren degiskenler i¢in bagimsiz
orneklerde t testi, normal dagilim gdstermeyen degiskenler icin Mann-Whitney U
testi kullanildi. Sayisal degiskenler arasindaki ilisgki normal dagilim gosteren
degiskenler i¢in Pearson Korelasyon Analizi ile normal dagilim gdstermeyen
degiskenler i¢cin Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi YOntem

karsilagtirilmasinda regresyon analizi ve MedCalc 12.7.5.0 programindaki  Bland-

Altman grafigi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Ana Bilim Dali’nda
hiperkolesterolemi tanis1 konulan 50 hasta ve saglikli 30 goniillii calisma kapsamina

almdi. Calisma gruplarma ait veriler; demografik bulgular, rutin analiz bulgular1 ve

4.BULGULAR

biyokimyasal ¢aligma bulgulari seklinde gosterildi.
4.1. DEMOGRAFIK BULGULAR

Calisma kapsamina dahil edilen 50 hastanin yas ortalamasi 46.94 + 9.11 yil, 30
goniilliiniin yas ortalamasi ise 46.26 +8.11 olarak bulundu. Cinsiyet dagilimi ve yas

ortalamalar1 bakimindan, ¢aligma gruplari arasinda istatistiksel olarak fark goriilmedi

(p>0.05) (Tablo 4.1).
Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Bulgulari

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Parametreler p
(n:50) (n:30)
Yas (y1l) 46.94 +9.11 46.26 +£8.11 0.740
Cinsiyet (E-K) 18 (%36) - 32 (%64) | 11 (%36.6) — 19 (%63.4) 0.952
Kilo (kg) 61.50 (56 - 72) 62.00 (58 - 73) 0.560
Boy (m) 1.61(1.54-1.71) 1.59 (1.58-1.76) 0.344
VKi (kg/mz) 23.95 (23.01-24.56) 23.85(22.97-24.46) 0.376
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Tablo 4.1°de goriildiigli gibi hasta ve kontrol gruplar1 arasinda kilo, boy ve viicut

kiitle indeksi (VKI) degerlerinde istatistiksel olarak fark saptanmamustir (p > 0.05).
4.2. RUTIN ANALIZ BULGULARI

Calisma gruplarinda olgiilen Total Kolesterol, Trigliserid, Hesaplt LDL ve Direkt
LDL degerleri; hiperkolesterolemili hastalarda istatistiksel olarak anlamli ytiksek
bulunmusken HDL degeri hiperkolesterolemililerde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (Tablo 4.2). Hasta grubunda LDL
seviyeleri erkeklerde ortalama 187.16+21.67 mg/dL, kadmlarda 186.59+23.23
mg/dL. bulunmus, kontrol grubundaki LDL seviyeleri ise erkeklerde ortalama
86.27+13.47 mg/dL, kadinlarda 88.57+12.53 mg/dL bulunmus ve her iki grupta da
erkek-kadin arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamistir (p=0.648, p=0.932)

Tablo 4.2. Hasta ve Kontrol Grubunun Rutin Calisma Bulgular1

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Parametreler p
(n:50) (n:30)
T. Kolesterol (mg/dL) 264 (254-287) 158 (147-169) <0.001
HDL (mg/dL) 41.84 +£7.06 4733 +£8.24 <0.05
Trigliserid (mg/dL) 166 (147-205) 98 (78-117) <0.001
Hesapli LDL (mg/dL) | 188.40 (171.60-206.20) | 93.40 (80.80 - 98.40) | <0.001
Direkt LDL (mg/dL) 184 (169-201) 90 (79-96) <0.001

Friedewald formiilii ile hesaplanan LDL ile direkt LDL’nin karsilastirilmasi i¢in
yapilan regresyon analizinde 1°=0.999 hesaplanmus, elde edilen formiil ise: y=1.008x
+ 2.602 olarak bulunmustur (p<0.001) (Sekil 4.1). Aym1 parametrelerin yontem
karsilagtirmasi i¢in yapilan diger bir analiz olan Bland-Altman ortalamalar-farklar
grafiginde £1.96 SD araliginin disinda 4 nokta oldugu, hesaplanan LDL- direkt LDL
farkinin genelde sifirm tstiinde oldugu goriilmektedir. Farklarin -0.2 ile 7.9 arasinda
oldugu ve farklar ortalamasmin etrafinda sistematik bir dagilim gostermedigi, rassal

bir dagilim gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Hesapli LDL ve Direkt LDL (mg/dL) karsilastirilmasinda regresyon
analizi. (r*:0.999, y=1.008x + 2.602, p<0.001)
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ortalamalar-farklar grafigi
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4.3. BIYOKIMYASAL ANALIiZ BULGULARI

Hiperkolesterolemili hastalarda ol¢iilen TNF-a, IL-1B, IL-6 (ELISA ve Flow), ve
MDA degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmusken hiperkolesterolemililerde PON1 degeri  kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Calisma gruplarmin biyokimyasal analiz bulgular

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Parametreler p
(n:50) (n:30)
ELISA 28.76 £ 6.66 19.18 + 6.40 <0.001
TNF-a (pg/mL)
FLOW 41.11 £ 8.86 29.04 + 8.29 <0.001
30.68 (27.63-
ELISA 42.6 (39.64-45.74) <0.001
IL-1B (pg/mL) 35.02)
-1p (pg
32.06 (28.45-
FLOW | 45.22 (41.20-48.02) <0.001
36.41)
39.49 (30.72-
ELISA | 45.85(38.41-52.38) <0.001
L6 (pg/mL) 40.93)
-0 (pg
40.35 (33.54-
FLOW | 46.51 (39.65-53.98) <0.001
42.54)
MDA (uM) 6.04 (5.11-7.53) 1.60 (1.36-2.94) <0.001
16.20 (13.37-
PON-1 (ng/mL) 9.30 (7.36-11.26) <0.001
20.96)

TNF-a  Olclimiinde kullanilan ELISA ve Flow sitometri yOntemlerinin
karsilastirilmasi icin yapilan regresyon analizinde r*=0.919 hesaplanmus, elde edilen
formiil ise: y=1.273x + 4.260 olarak bulunmustur (p<0.001) (Sekil 4.3). Aym
parametre i¢in yapilan Bland-Altman ortalamalar-farklar grafiginde +1.96 SD
araligmmn diginda 3 nokta oldugu, ELISA - Flow farkimin sifirin altinda oldugu,
farklarin -4 ile -18.3 arasinda oldugu goriilmektedir. Fakat cogu ornekte ortalamalar
arttikca farklarin diizenli sekilde azaldigi yani oransal bir hatanin mevcut oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.4).
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TNF-u ELISA

Sekil 4.3. TNF-a’nin ELISA ve Flow (pg/mL) yontemlerinin karsilastirilmasinda
regresyon analizi. (1*:0.919, y=1.273x + 4.260, p<0.001)
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TNF ELISA ve TNF Flow Ortalamalari

Sekil 4.4. TNF-a’nin ELISA ve Flow (pg/mL) yontemlerinin karsilastirilmasinda

Bland-Altman ortalamalar-farklar grafigi
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IL-1PB 6l¢timiinde kullanilan ELISA ve Flow sitometri yontemlerinin karsilagtirilmasi
igin yapilan regresyon analizinde 1°=0.995 hesaplanmis, elde edilen formiil ise:
y=1.044x — 0.039 olarak bulunmustur (p<0.001) (Sekil 4.5). Ayn1 parametre i¢in
yapilan Bland-Altman ortalamalar-farklar grafiginde +1.96 SD araliginin disinda 3
nokta oldugu, ELISA - Flow farkinin genelde sifirin altinda oldugu goriilmektedir.
Farklarm -0.1 ile -3.3 arasinda oldugu ve farklar ortalamasinin etrafinda sistematik
bir dagilim gostermedigi, rassal bir dagilim gosterdigi, bazi orneklerde ortalamalar

arttikca farklarm diizenli sekilde azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.6).

IL-1p Flow
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50,00

40, 00
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Zo,00 T T T T T T T
20,00 30,00 40,00 50,00 £0,00 70,00 a0, 00

IL-1p ELISA

Sekil 4.5. IL-1B’nin ELISA ve Flow (pg/mL) yontemlerinin karsilastirilmasinda
regresyon analizi. (r*:0.995, y=1.044x — 0.039 , p<0.001)
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IL1B ELISA ve IL1B FLOW Ortalamalari

Sekil 4.6. IL-1B’nin ELISA ve Flow (pg/mL) yontemlerinin karsilastirilmasinda

Bland-Altman ortalamalar-farklar grafigi

IL-6 dl¢iimiinde kullanilan ELISA ve Flow sitometri yontemlerinin karsilastirilmasi
icin yapilan regresyon analizinde 1°=0.996 hesaplanmis, elde edilen formiil ise:
y=1.002x + 1.325 olarak bulunmustur (p<0.001) (Sekil 4.7). Ayn1 parametre i¢in
yapilan Bland-Altman ortalamalar-farklar grafiginde +1.96 SD araliginin disinda 4
nokta oldugu ELISA - Flow farkinin genelde sifirin altinda oldugu goriilmektedir.
Farklarin -2.8 ile 0.02 arasinda oldugu ve farklar ortalamasinin etrafinda sistematik

bir dagilim gdstermedigi, rassal bir dagilim gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. IL-6’'nin ELISA ve Flow

(pg/mL) yoOntemlerinin karsilastirilmasinda

regresyon analizi. (r*:0.996, y=1.002x + 1.325, p<0.001)
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Sekil 4.8. IL-6’'nin ELISA ve Flow

Bland-Altman ortalamalar-farklar grafigi

(pg/mL) yontemlerinin karsilastirilmasinda
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Tablo 4.4. Parametreler arasindaki korelasyonlar

T.Kolesterol HDL Direkt LDL

r p r p r p
ELISA 0.491 <0.001 -0.376 <0.05 0.520 <0.001

TNF-a

FLOW 0.453 <0.001 -0.346 <0.05 0.476 <0.001
ELISA 0.622 <0.001 -0.397 <0.001 0.634 <0.001
tL-1p FLOW 0.637 <0.001 -0.397 <0.001 0.653 <0.001
ELISA 0.391 <0.001 -0.052 0.645 0.366 <0.05
IL-6 FLOW 0.375 <0.001 -0.047 0.681 0.356 <0.05
MDA 0.701 <0.001 -0.223 <0.05 0.683 <0.001
PON-1 -0.633 <0.001 0.357 <0.05 -0.665 <0.001

Yapilan korelasyon analizleri sonucunda; T. Kolesterol ve Direkt LDL ile TNF-a,
IL-1B, IL-6 (ELISA ve Flow) ve MDA arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
pozitif korelasyon tespit edilmisken, PON-1 ile arasinda negatif korelasyon
bulunmustur. HDL ile TNF-a, IL-1p (ELISA ve Flow) ve MDA arasinda istatistiksel
olarak anlamli negatif korelasyon bulunmusken, PON-1 ile arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur. HDL ile IL-6 (ELISA ve Flow) arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir korelasyon saptanmamustir (Tablo 4.4).

53



5.TARTISMA

Tiim diinyada 6liim nedenlerinin basinda bulunan kalp hastaliklarinin olusmasinda
etkisi olan ateroskleroz, biiyiilk oranda hiperkolesterolemi sonucunda meydana
gelmektedir. Literatiirde ateroskleroz olusumunda; dolasimda fazla miktarda bulunan
lipoproteinlerin oksidasyona ugramasi ve damar duvarinda birikerek lezyonlara yol
acmasi teorisi biiyilk kabul gormiistiir (39). Aterogenezin ilk evresindeki yagli
cizgilenmelerin histopatogenezinde LDL fagosite etmis makrofajlar bulunur. Daha
sonra olusan fibr6z plagin biiylimesinde diger risk faktorleri etkilidir. Stabil olmayan
plak doneminde de fibroz plaklar yirtilir ve pihtt meydana gelir. Yiikselmis olan
LDL seviyeleri olgun koroner plak gelisiminde ve plak stabilizasyonunun
bozulmasinda rol oynar (40,41). Bu sekilde anstabil anginadan ST yiikselmeli

miyokard infarktiisiine kadar degisen kalp hastaliklarma zemin hazirlanmis olur.

Aterosklerozda LDL seviyeleri ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Brown
ve ark (45), yaptiklar1 hayvan calismasinda 80 mg/dL altindaki LDL seviyelerde
aterosklerozun gelismedigini saptamislardir. McGill ve ark (48), yaptiklar1 ¢alismada
100 mg/dL’nin iizerindeki LDL seviyelerinin aterojenik oldugunu goéstermislerdir.
Yasam boyu KAH riski i¢in yapilan diger calismalarda LDL seviyesi; 130-159
mg/dL sinirda yiiksek, 160-189 mg/dL yiiksek, >190 mg/dL ¢ok yiiksek riskli grup
olarak  belirlenmistir (25,43). Tirkiyede yapilan calismalardan Tirk Kalp
Calismasi’nda normal popiilasyonda LDL erkekte 136 mg/dL, kadinda 111 mg/dL
bulunmus, METSAR’da LDL, erkekte 98.5 mg/dL, kadinda 100.5 mg/dL
bulunmustur (36, 38).
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Bizim ¢alismamizda hasta grubunda Total Kolesterol 264 (254-287) mg/dL , Direkt
LDL seviyesi 184 (169-201) mg/dL bulunmus, kontrol grubunda ise Total Kolesterol
158 (147-169) mg/dL , Direkt LDL seviyesi 90 (79-96) mg/dL bulunmustur.
Literatiire gore hiperkolesterolemili hasta grubunun ortalamasi yasam boyu KAH
riski yiliksek gruba girmektedir. Kontrol grubundaki LDL ise Tiirkiye ortalamasinin
altinda bir seviyede bulunmustur. Ayrica hem hiperkolesterolemi grubunda hem de
kontrol grubunda erkek ve kadinlar arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir.  Saglikli  kontrol grubunda LDL seviyelerinin  Tirkiye
ortalamasindan farkli ¢ikmasmmin ve kadin erkek farkinin olmamasmin, kontrol
sayisinin 30 olmas1 ve genel popiilasyonu tam olarak yansitmamasina bagli oldugu
kanaatindeyiz. Aterosklerozda koruyucu rol oynayan HDL seviyeleri de hasta

grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur.

Calismamizda hasta grubu secilirken herhangi bir hastalig1 olanlar, ila¢ kullananlar,
daha once lipid distriicii ilag tedavisi alanlar ¢alisma disinda birakilmis sadece
hiperkolesterolemisi olanlar ¢alismaya dahil edilmistir. Saglikli kisilerden olusan
kontrol grubu ile hasta grubu arasinda; yas, cinsiyet, kilo, boy, ve VKI degerleri
bakimindan istatistiksel bir fark bulunmamis olmasi da etki edebilecek diger tim

faktorlerin dislanmis olmasina katkida bulunmustur.

LDL 6l¢timii yapilirken maliyet ve zamandan kazanmak icin Friedewald formiilii cok
yaygin kullanilmaktadir. Formiilde Total Kolesterol i¢indeki VLDL miktari,
Trigliseridin 5’e boliinmesi ile saptanmis ve LDL’nin yaklasik hesab1 yapilmistir. Bu
formiil Trigliseridin 400 mg/dL {zerinde olmasi durumunda ve Tip III
hiperlipoproteinemili hastalarda kullanilmas1 uygun degildir. Bu durumlarda

otoanalizorlerde mevcut olan Direkt LDL kiti ile 6l¢iim yapilmaktadir (89).

Martin ve ark (90), diyabetli hastalarda LDL o6l¢iimiinde Friedewald formiili ile
direkt metodun karsilastirmasinda, uyumun LDL seviyesine gore degisebilecegini
gostermislerdir. Timoén ve ark (91), iki yontemin karsilastirmasinda ¢ok diisiik ve ¢ok
yiiksek HDL seviyelerinin de etkili olabilecegini gostermislerdir. Tanno ve ark (92),
yaptiklar1 genis kapsamli caligmalarinda iki yontem arasindaki uyumunun yiiksek

oldugunu ve bu uyum derecesinin aglikla iliskili oldugunu belirtmislerdir.
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Genellikle farkli iki yontem arasindaki uyumu bulmak i¢in yapilan ¢aligsmalarda
korelasyon ve regresyon analizleri kullanilir. Uyumu arastirmada bu tekniklerin

kullanilmas1 asagidaki nedenlerden dolay1 uygun degildir (93):

1. Korelasyonun derecesi Orneklemdeki sonuglarin dagilim genisligine baghdir.
Korelasyon, dagilim genisligi biiyiik olan 6rneklemlerde, dar olan 6rneklemlere gore
daha yiiksek ¢ikar. Ornegin bu durum 3.0 ve 5.5 g/dL gibi dar dagilim genisligine
sahip albiimin Ol¢limleri icin dezavantajken, 0 ve 43 gibi biiyik dagilim
genisligine sahip ALT Olglimleri i¢cin avantajdir. Atkinson ve Nevill (94),
makalelerinde uyum diizeyleri tamamen esit fakat dagilim genislikleri farkl olan iki
veri setinden elde edilen korelasyon katsayilarinin ¢ok farkli bulundugunu 6rnek

iizerinde gostermislerdir.

2. Korelasyon katsayisinin anlamliligmin testi, “iki  yontem arasinda bagmti
yoktur” hipotezinin testidir. Aym1 degeri 6lgmek i¢in dizayn edilen iki ydntemin

iliskili olup olmadigm test etmek gereksizdir.

3. Iki ydontem zayif uyuma sahip oldugu halde yiiksek korelasyon gdsterebilir.
Ornegin A yontemi, B yontemi ile elde edilen degerlerin tam 2 katini veriyorsa, iki
yontemin sonuglar1 arasinda tam bir korelasyon bulunurken zayif bir uyumluluk elde

edilecektir.

4. Dogrusal regresyon analizi yontem karsilastirma calismalarinda kullanilan diger
bir tekniktir. Regresyon analizinin amaci, noktalara en yakm dogruyu ¢izebilmek
icin a ve b katsayilarini kestirmektir. a ve b katsayillarmin anlamlilik testi 0’a
karst yapilir. Fakat uyumu gostermede regresyon analizi kullanilacaksa
regresyon egrisi a=0 ve b=I’e kars1 test edilmelidir. Yani iki yonteme ait degerler

sacilim grafiginde esitlik ¢izgisi (line of equality) iizerinde olmalidir.

5. Regresyon analizi x bagimsiz degiskeni ile y bagimli degiskeni arasindaki iliskiyi
inceler. Uyumu gostermede regresyon analizi kullanilirken hangi yOnteme ait

verilerin X, hangilerinin y olarak kabul edilmesi gerektigine dair bir bilgi yoktur.
6. Regresyon katsayis1 da korelasyon katsayis1 gibi dagilim genisliginden etkilenir.

Bland ve Altman (95), yontem karsilastirmasi icin regresyon analizini yukaridaki
nedenlerden dolay1 yetersiz bulmus ve yeni bir yontem gelistirmislerdir. Bu yonteme
gore Olgiimlerin ortalamalarina karsi farklarmin sag¢ilim grafigi cizilir. Farklara kars1

ortalamalarin grafigi Olciim hatalar1 ile gergek degerler (gercek degerler elde
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edilemediginden onun en 1yi kestiricisi olan ortalamalar) arasinda olabilecek
herhangi bir iliskinin incelenmesine olanak saglar. Ayrica bu grafikten yan’in
(bias) (farklarin sistematik olarak 0’dan farkli olup olmadiginin) ve hatanm (farklarin

ne kadar yaygin oldugunun) incelenmesi de miimkiindiir (96).

Bizim ¢alismamizda Trigliserid diizeyi 400 mg/dL {izerinde bir birey olmamasina
ragmen LDL seviyeleri hem hesapla hem de direkt metodla dl¢iilmiis ve yontem
karsilagtirmast yapilmistir. Karsilastirma yapilirken sik kullanilan yontem olan
regresyon analizi ile beraber Bland-Altman grafigi ile de degerlendirme yapilmistir.
Yapilan regresyon analizinde katsaymin yiiksek bulunmasi (r°=0.999) nedeniyle
calisma grubumuzda iki yontemin uyumunun tam oldugu sdylenebilir. Bland —
Altman grafiginde de dagilimin farklar ortalamasinin etrafinda rasssal bir sagilim
gostermesi ve *1.96 SD araligmin disinda 4 noktanin olmasi sebebiyle yine iki
yontemin uyumlu oldugunu séyleyebiliriz. Fakat grafikteki farklarin ortalamasinin
sifirin lizerinde deger olan 3.8 olmas1 ve araligin -0.2 ile 7.9 arasinda olmasi1 bir¢ok
sonucta Hesaplt LDL’nin Direkt LDL’den deger olarak daha yiiksek oldugunu
gosterdi. LDL’nin 100 mg/dL’nin altinda oldugu degerlerde bu fark goz ardi
edilebilecek iken ozellikle 100, 130, 160, 190 mg/dL gibi sinir degerlere yakin
Olciimlerde cikabilecek farklar KAH riskinin tam belirlenebilmesi agisindan problem
olusturacagi kanaatindeyiz. Sinir degerlere yakin Hesapli LDL sonucu c¢ikan
bireylerin 6l¢limiiniin Direkt 6l¢giimle dogrulanmasi ve tani, tedavi, takibin buna gore

degerlendirilmesi gerektigini diisiinliyoruz.

Antiviral, antiparazitik, glikojenolitik, osteoklastik ve lipolitik etkileri olan TNF-
o’nin birgok hastalik i¢in gii¢lii proinflamatuar etkileri vardir (55). Kleemann ve ark
(8), TNF-a diizeylerinin artmis rekiirren MI, karotid intima-mediasinda
aterosklerotik kalinlagsma, trigliserit ve glukoz homeostazinda bozukluklar ve yasa
bagl aterosklerozla iligkili oldugunu gostermiglerdir. Branen ve ark (56) TNF-o’nin
ateroskleroz gelisiminde katkisi oldugunu ve korunma i¢in muhtemel bir hedef
oldugunu belirtmiglerdir. Pereira ve ark (97), statin verilen dnceden kalp krizi
gecirmis hiperkolesterolemililerde yine statin verilip daha 6nce kalp krizi gegirmeyen
hiperkolesterolemililere gére TNF-o seviyelerinin daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Balanescu ve ark (98), hiperkolesterolemili hastalarda erken aterom

formasyonu ile TNF-a diizeylerinin iligkili oldugunu gostermislerdir. Hong ve ark
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(99) ise aortik plagi olup klinigi olmayan hastalarda yaptiklar1 calismada TNF-a

seviyesinin subklinik aterosklerozla 6nemli bir iliskisinin olmadigin1 belirtmislerdir.

Bizim calismamizda hiperkolesterolemili hastalarda TNF-a diizeyleri saglikli kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Herhangi bir
sikayeti ve klinik durumu olmayan hiperkolesterolemili hastalarda yiiksek bulunan
TNF-a, literatiirdeki bulgularin ¢oguna destek olarak aterosklerozun olugsmasinda ve
biiylimesinde etkisi olmasi bakimindan belirleyici bir parametre olabilecegi
kanaatindeyiz. Bu calisma ile elde edilen verilerden, hiperkolesterolemisi olan
hastalarda bulunacak yiiksek TNF-o seviyelerinin aterom plagi acisindan risk
olusturabilecegini akildan c¢ikarmamak gerektigini diislinliyoruz Fakat bir ¢ok
hastalikta seviyeleri artabilecegi icin spesifik parametre olma ihtimali diisiik

kalacaktir.

Calismamizda TNF-a ile Total Kolesterol ve LDL arasonda pozitif, HDL ile arasinda
negatif korelasyon bulunmustur. Literatiirde bu bulguyu destekleyen ve aksini
gosteren caligsmalar mevcuttur. Mizia-Stec ve ark (100), hiperlipidemili hastalarda
yaptiklar1 calismada TNF-a ile Trigliserid arasinda pozitif, HDL ile negatif
korelasyon saptamislardir. Jiang ve ark (101) da yaptiklari ¢alismada TNF-a ve LDL
arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermislerdir. Calza ve ark (102) ise statin
kullanan hiperkolesterolemili kisilerde yaptiklar1 ¢calismada tiim lipid diizeyleri ile
TNF-o arasinda bir korelasyon saptamamiglardir. Bizim ¢alismamizla, Total
kolesterol ve LDL arttikca TNF-a seviyesinin de korele olarak artiginin,

ateroskleroza gidisi kolaylastirdig1 desteklenmis oldu.

Sitokinlerin 6l¢limii i¢in lilkemizde yeni yeni kullanilmaya baslanan, tiniversitemizde
ilk defa bu ¢alisma ile denenen Flow sitometri yontemi, ELISA yontemine gore daha
spesifik olmasi ve analitik Olciim araliginin daha genis olmasi bakimmdan 6nem
kazanmugtir. 30 farkli parametrenin 50 pL Ornekle ayni zamanda tek seferde
calisilabilmesi ve kendi bilgisayar programlar1 sayesinde olusan kirliligin
temizlenebilmesi de diger yOntemlere gore Flow sitometri ydnteminin
avantajlarindandir. Bu sayede daha az 6rnek miktariyla gerekli 6l¢timler daha kisa

siirede yapilabilmektedir.

Bu calismada biz de TNF-a , IL-1p ve IL-6 seviyelerini hem boncuklu Flow
sitometri yontemiyle hem de ELISA yontemiyle ¢alisip karsilikli degerlendirdik.
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Carson ve Vignali (103), onbes sitokin i¢in yaptiklar1 ¢alismada ELISA ve Flow
yontemini karsilastirmis, TNF-a i¢in yapilan analizde iki ydontemin uyumlu oldugunu
ve Flow yonteminin daha sensitif oldugunu gostermisledir. Chen ve ark (104), TNF-
a i¢in ELISA ve Flow yontemlerinin korelasyon katsayisin1 0.97 bulmus ve Flow
yonteminin CV’sinin daha diisiik oldugunu gostermislerdir. Kellar ve ark (105) da

TNF-a i¢in iki yontemin korelasyonunun yliksek oldugunu belirtmislerdir.

Yontem karsilastirmasi igin yaptigimiz regresyon analizinde r’=0.919 bulmus
olmamiz ilk etapta iki yontemin uyumlu ve birbiri yerine kullanilabilecegi anlami
tagiyabilir. Fakat cizilen Bland-Altman grafiginde c¢ogu noktanin farklar
ortalamasiyla iligkili oldugu, rassal dagilmadigi ve ortalamalar arttik¢a farklarin
azaldig1 goriilmektedir. Ayrica farklarm sifirmm ¢ok altinda; -4 ile -18.3 arasinda
oldugu, ortalamasinin da -11.2 oldugu goriilmektedir. Yani ELISA ydnteminde
Olciilen degerler Flow yontemine gore ¢ok daha diisiik ¢cikmistir. Bu diistikliik tiim
degerlerde belli oranda oldugu icin regresyonda iki yontem uyumlu gibi
goriilmektedir. Yontem karsilastirmasinda daha uygun analiz oldugu belirtilen (93,
95) Bland-Altman grafiginde TNF-a icin literatiirdeki bulgularin aksine iki yontemin

uyumsuz oldugu ve birbirlerinin yerine kullanilamayacagi tespit edildi.

Endojen pirojen gibi davranarak atesi indiikleyen ve akut faz proteinlerinin sentezini
uyaran IL-1, hem kendi liretimi hem de diger proinflamatuar sitokinlerin iiretimine
aracilik ederek, enfeksiyon ve enflamasyona patofizyolojik yanitta onemli roller
oynar. Yapilan ¢aligmalarda IL-1’in diyetle iligkili olan aterosklerozda inflamatuvar

katk1 sagladig1 ve ateroskleroz gelisimini artirdigi gosterilmistir (9, 58).

Lee ve ark (106), LDL seviyesi 160 mg/dL’nin lizerindeki bireylerde, LDL seviyesi
diisiik olanlara gore IL-1p konsantrasyonunun arttigini belirtmislerdir. Ferroni ve ark
(107), hiperkolesterolemililerde artan IL-1B kaynagmnin trombositler olabilecegini
soylemislerdir. Lu ve Kakkar (108), yaptiklar1 c¢alismalarinda, ateroskleroz
gelisiminde 6nemli olan inflamazom denilen protein kompleksin IL-1B’y1 aktive
ettigini ve erken ateroskleroz formasyonuna katkida bulundugunu belirtmislerdir.
Qamar ve Rader (109), farelerde IL-1p inhibisyonu ile aterosklerotik plak riskinin
azaldigin1 ve insanlarda gelisen aterosklerotik damarlarda IL-1B konsantrasyonunun

cok yiiksek oldugunu bulmuslardir.
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Bizim ¢alismamizda da hiperkolesterolemili grupta kontrol grubuna gore IL-1P
seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulunmustur. Bu yiikseklik
sikayeti olmayan yiiksek kolesterollii kisilerde erken ateroskleroz formasyonunun
baslayabilecegini, olusmus plagin gelisimini artirabilecegini literatiire destek olacak
sekilde agiklamaktadir. Ilerde yapilabilecek IL-1B inhibisyonunun plak gelisimini

azaltacagi teorisi de bu calisma ile daha da gii¢lenmistir.

Ferroni ve ark (110), hiperkolesterolemili kisilerde yaptiklar1 ¢alismada IL-1B ile
LDL arasinda bir korelasyon saptamamistir. Dalekos ve ark (111) da Total
Kolesterol ve IL-1P arasinda bir korelasyon saptamamistir. Bizim ¢alismamizda ise
literatiirdeki bulgularin aksine; IL-1P ile Total kolesterol ve LDL arasinda pozitif,
HDL ile arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Proinflamatuvar etkisi olan IL-
Ip’nin lipid diizeyi arttikga korele olarak artisi aterosklerozda ve dolayli olarak

koroner kalp hastaliklarinin gelisiminde 6nemli etkisinin oldugu ortaya ¢ikmis oldu.

Carson ve ark (103), ELISA ve Flow ile olgtiikleri IL-1B i¢in yaptiklari
karsilagtirmada iki yontemi uyumlu bulmuslardir. Bu ¢alismadan bagka IL-18 icin iki

yontemin karsilastirma ¢alismasi literatiirde bulunmamaktadir.

Bizim yaptigimiz yontem karsilastirmasinda regresyon katsayisi yiiksek (r*=0.995)
bulunmustur. Bland-Altman grafiginde ise +1.96 SD araligi disinda 3 noktanin
oldugu, bir grup disinda ¢ogu noktanin rassal dagildig:1 ve farklar ortalamasinin sifir
olmasa da sifira yakin -1.7 oldugu gortilmektedir. Bu grafikle IL-1p i¢in iki yontemin
uyum gosterdigi fakat farklarla ortalamalar arasinda bir grup noktanin sistematik
iliskili olmasindan dolayr birbirinin yerine kullanilmasinin ¢ok uygun olmadigi
ortaya konulmustur. Carson ve ark (103) calismasmin aksine elde ettigimiz bu bilgi
g0z online alindiginda ilerde yapilacak calismalarda, yonteme ELISA ile basland1 ise
ELISA ile devam edilmesi, Flow ile baglanmigsa Flow ile devam edilmesi gerektigi

ortaya ¢ikartilmistir.

Proaterojenik bir sitokin olan IL-6 yaglh cizgilenmelerin artmasma neden oldugu
literatiirde belirtilmistir (6, 60). Seed ve ark (112), ailesel hiperkolesterolemililerde
IL-6 seviyesini koroner arter hastalifi olanlarda olmayanlara gore daha yiiksek
bulmuslardir. Yudkin ve ark (113), yaptiklar1 ¢calismada koroner arter hastaliginin
gelisiminde IL-6’nin otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmayla etki ettigini

belirtmislerdir. Schieffer ve ark (114), aterosklerotik plakta yiiksek konsantrasyonda
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IL-6 oldugunu gostermislerdir. Dimitrow ve Jawien (115), hiperkolesterolemililere

atorvastatin verilmesiyle yiliksek olan IL-6 seviyesinin diistiigiinii bulmuslardir.

Bu caligmada da kolesterolii yiiksek olan bireylerde sagliklilara gore IL-6 seviyesi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur. Literatiirle uyumlu olan
elde ettigimiz bilgi ile IL-6’nin hiperkolesterolemililerde aterosklerozla iliskisi giiclii
sekilde vurgulanmistir. Diger faktorler elimine edildiginde sadece kolesterolii yiiksek
olan hastalarda IL-6 seviyesinin bakilmasi ile anjio yapmadan plak olup olmadigimin

arastirilmasina katki saglayacagin diisiiniiyoruz.

Elwakkad ve ark (116), asemptomatik hiperkolesterolemililerde yaptiklari ¢alismada
IL-6 ile Total Kolesterol ve LDL arasinda pozitif korelasyon saptamislardir. Ferroni
ve ark (110) ise lipid parametreleri ve IL-6 arasinda bir korelasyon saptamamistir.
Literatiirde hiperkolesterolemili asemptomatik hastalarda HDL ile IL-6 arasinda
korelasyon analizinin yapildig1 bir calismaya rastlanilmamistir. Bizim ¢alismamizda
ise IL-6 ile Total Kolesterol ve LDL arasinda pozitif korelasyon saptanmis iken
HDL ile istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamustir. Literatiirde az
bulunan bu korelasyon bulgusu ile IL-6’nin proaterojenik oldugu ve lipid diizeyleri

ile iligkili oldugu saptanmis oldu.

Kellar ve ark (105), IL-6 6l¢iimii i¢in kullandiklar1t ELISA ve Flow yontemlerinin
uyumlu oldugunu belirtmislerdir. Carson ve ark (103), IL-6 i¢in iki yontemin uyumlu

olugunu fakat Flow yonteminin daha sensitif oldugunu gostermislerdir.

IL-6 i¢in bizim yaptiZimiz yontem Kkarsilastirmasinda regresyon analizindeki
1’=0.996 bulunmustur. Bland-Altman grafiginde noktalarin sistematik degil rassal
dagildigi, £1.96 SD araliginin disinda yalnizca 4 noktanin oldugu, farklar
ortalamasinin sifira yakin bulundugu (-1.39) goriilmektedir. Bu verilerle 1L-6 icin
ELISA ve Flow yontemlerinin uyumlu oldugu ve birbirlerinin yerine
kullanilabilecegi ortaya ¢ikmistir. Benzer ¢aligmalarin sayisinin az olmasi nedeniyle

bu veri literatiire 6nemli katki saglamstir.

Serbest oksijen radikalleri (SOR); viicutta normal metabolizma sirasinda olusan
zararl molekiillerdir. Bu maddelerin asir1 sekilde arttigi durumlarda ya da viicudun
antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda oksidatif stres olarak
bilinen durum ortaya ¢ikar. SOR; proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi temel

hiicre komponentleri ile etkilesime girmekte, toksik bilesikler meydana gelmekte ve
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bu bilesiklerin 6l¢iilmesiyle oksidatif stres ortaya konmaktadir. SOR’un giiniimiizde

bir ¢cok hastaligin patogenezinde rol alabildigi gosterilmistir (117).

Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilir ya da hiicrenin diger bolimlerine
hasar1 yayarlar. Bu aldehitlerden en onemlisi olan MDA, hiicre membraninin
deformasyonuna, iyon gecisinin ve enzimatik fonksiyonlarin bozulmasina neden
olur. Hiicre zarlarindan kolayca gegebilecegi icin hiicre i¢cindeki protein sentezini ve
DNA yapisini da olumsuz yonde etkilemektedir (66). MDA diizeyi, lipid

peroksidasyonunun derecesiyle 1yi korelasyon gosterir (67).

Peters ve ark (118), yaptiklar1 ¢alismada izole aterosklerozu olanlarda yiikselmis
MDA seviyelerini gostermislerdir. Ledwozyw ve ark (119), Total Koleterol,
Trigliserid ve LDL’si yiiksek olanlarda MDA’y1 da yiliksek bulmus ve lipid
parametreleri ile MDA arasinda pozitif korelasyon saptamustir. Prasad ve Kalra
(120), tavsanlar iizerinde yaptiklar1 bir caligmada deneysel olarak olusturulan
hiperkolesterolemili grupta MDA diizeylerini yiliksek bulmus ve LDL ile pozitif
korelasyonu oldugunu saptamislardir. Sigala ve ark (121) da endarterektomi ile
cikartilan hiperkolesterolemik ateroskleroz plaklarinda doku MDA’smin yiiksek

oldugunu gostermislerdir.

Bizim calismamizda da saglikli kontrol grubuna gore hiperkolesterolemili kisilerde
MDA seviyesi istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Asemptomatik kolesterol yiiksekligi olan ve baska oksidatif stres etkeni bulunmayan
hasta grubunda kolesterol yiliksekliginin kendisinin de oksidatif strese yol agtig1 ve
lipid hasarm baslattig1 literatiire destek olacak sekilde calismamizda gosterilmistir.
Ayrica calisgmamizda literatiire uyumlu sekilde MDA ile Total kolesterol ve LDL
arasinda pozitif, HDL ile zayif da olsa negatif korelasyon saptanmistir. Bu bilgi ile
LDL seviyesi arttikga oksidatif hasarin da arttigi ve MDA seviyesinin yiikseldigi
gosterildi. Meydana gelen lipid oksidasyonu ile ateroskleroz gelisiminin artabilecegi,
olusan plagmm komplikasyonlarmin ortaya c¢ikabilecegi ve LDL diizeyinin bu

durumlarla korele oldugu daha giiclii sekilde vurgulanmis oldu.

HDL iligskili PONI, c¢esitli mekanizmalarla LDL’yi oksidasyondan koruyabilme
yetenegine sahiptir. PON1, oksidatif hasardan HDL nin korunmasinda da etkindir.
Oksidatif stresin arttig1 aterosklerotik hastalarda, PON1 aktivitesinin diisiik oldugu
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bildirilmektedir; dolayisiyla PONI1 aktivitesinin aterosklerotik olaylarla yakindan
iligkili olabilecegi sdylenebilir (78,79).

Berrougui ve ark (122), kalsiyum bagimli enzim olan PONI1’in HDL ile iligkili
oldugunu ve hiperkolesterolemik, aterosklerotik, diyabetik hastalarda aktivitesinin
azaldigin1  belirtmislerdir. Kural ve ark (123), atorvastatin  verilen
hiperkolesterolemik hastalarda PON1 aktivitesinin arttigii ve LDL oksidasyonunun
azaldigin1 gostermislerdir. Himbergen ve ark (124), PON1’in hem aktivitesinin hem
de miktarmin artisinin HDL’yi1 korudugunu ve okside LDL ile negatif korelasyon
gosterdigini bulmuslardir. Nagila ve ark (125), hiperkolesterolemik hastalarda PON1

aktivitesinin polimorfizme gore degisebilecegini gostermislerdir.

Bizim c¢alismamizda da PON1’in aktivitesi yerine miktar1 Olgiilmiis ve
hiperkolesterolemi hastalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diisiik bulunmustur. Ayrica PON1 seviyesi Total Kolesterol ve LDL ile negatif, HDL
ile arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Boylece hiperkolesterolemi
durumlarinda oksidatif hasardan koruyu 6zelligi olan PON1’in sadece aktivitesi degil
miktarmin da azaldig1 ve bunun kolesterol diizeyi ile korele oldugu gosterilmistir.
PONT1 aktivitesi ¢caligmasi ¢ok sayida olmasina ragmen miktar 6l¢lim ¢alismasinin
sayis1 yetersiz oldugundan dolay1r bu g¢alismanin literatiire 6nemli katkis1 olacagi

kanaatindeyiz.

Sonug olarak asemptomatik hiperkolesterolemililerde yiikselmis TNF-a, IL-1p, IL-6
ve MDA ile azalmig PONI seviyelerinin yansittigi gibi, aterogenezin olusmasinda
sitokinlerin ~ ve  oksidatif stresin Onemli etkilerde bulundugu  goriisi
desteklenmektedir. Ornek biiyiikliigii daha genis olan ve daha detayli yeni
calismalarla ateroskleroz patolojisinin daha agik ortaya konulabilecegini ve caligilan
bu  parametrelerin  aterosklerozda  bir  bio-marker  olarak  kullanilip
kullanilamayacaginm ortaya cikacagini diisiiniiyoruz. Ileride planladigimiz ¢alisma
ile bu hastalara uygulanacak lipid diisiiriicii tedavinin ayn1 parametrelere olan etkisi
arastirilacaktir. Ayrica ¢calismamizla sitokin 6l¢iimii icin yeni kullanilmaya baslanilan
Flow sitometri yonteminin bazi sitokinlerde ELISA yontemiyle uyumlu oldugu
vurgulandi. Yapilacak kapsamli caligsmalarla bir¢ok soluble proteinlerin 6lgiimiinde

Flow yonteminin ELISA’nin yerini alabilecegi kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR

Hiperkolesterolemililerde aterosklerozun olugmasi ve ilerlemesinde etkileri olan

sitokinlerin ve oksidatif stres parametrelerinin degerlendirilmesi icin yapilan bu

calismada asagidaki sonuglara ulagilmistir.

I.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiperkolesterolemililerde
proinflamatuvar sitokinler olan TNF-a, IL-1B ve IL-6 istatistiksel olarak
anlamli yiiksek bulundu. Ayrica bu parametrelerin kolesterol seviyesi ile

korele oldugu gosterildi.

Kolesterol diizeyi yiiksek olanlarda sagliklilara gore, lipid oksidasyonu ile
ilgili parametre olan MDA istatistiksel olarak anlamli yiiksek; oksidatif
hasardan koruyucu etkisi olan PON1 ise istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulundu. Yine bu oksidatif stres parametrelerinin de kolesterol seviyeleri ile

korele oldugu gosterildi.

3. Ulkemizde soluble proteinlerin dl¢iimii igin yeni kullanilmaya baslanan Flow

sitometri yontemi, c¢alismamizda degerlendirildi ve IL-6 i¢in ELISA
yontemiyle tam uyumlu oldugu; IL-1B i¢in ELISA ile uyumunun az oldugu
ve birbirinin yerine kullanilmamas1 gerektigi, TNF-a icin ise iki yontemin

uyumsuz oldugu ve birbirinin yerine kullanilamayacagi gosterildi.

LDL hesabr i¢in kullanilan Friedewald formiiliiniin Direkt LDL 6l¢iimiiniin

yerine kullanilabilecegi, Bland-Altman grafigi ile bu calismada da gosterildi.
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asagidaki jliri tarafindan oy birligi ile kabul edilmisgtir.
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