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1. OZET

Aterosklerotik olaylarin gejiminde hiperlipidemi 6nemli bir yer tutaiginde
kopuk hicreleri bulunduran aterosklerotik plaktduban balica lipid turd diguk
dansiteli lipoproteinlerdir (LDL). Bu nedenle LDLksidasyonunun ateroskleroz
gelisiminde 6nemli oldgu kabul edilir. Kopuk hicrelerinin dncusi olan nlylar
dogal LDL'yi toplamaz. Modifiye olmg LDL'nin incelenmesi aterosklerozun
anlgllmasinda oOnem ta. Bu calsmada deneysel hiperlipidemi yapikmi
hayvanlarda, oksidlensiLDL (ox-LDL), lipid peroksidasyonu ve sialik asid
degerleri incelendi. Ayrica Apo B ve LDL konjugatl Yla edilen hiperlipidemi
modelinin nasil dgstigine bakildi.

Calsmada 32 tane C57BL/6 turl fare kullanildi. Deneyvaalari her biri 8
adet olmak Uzere 4 gruba ayrildi. 1-Kontrol grulpeg), 2-Hiperlipidemik grup
(n=8), 3-Hiperlipidemik+Apo-B grubu (n=8), 4-Hipgrdemik+LDL grubu (n=8). 2
ay sonunda sakrifiye edilen hayvanlardan rutindliparametreleri, ox-LDL, LPO,
GSH ve sialik asid analizlerini yapmak igin kankaracger drnekleri alindi.

Total lipid, kolesterol, LDL-C hiperlipidemik gpia kontrol gruba gore
anlamh olarak yuksekti (p<0,001). LDL-C hem Apoiem de LDL konjugati
verilen hiperlipidemik grupta anlamli olarak azajtn(p<0,002,p<0,001). Kisa sureli
deneysel hiperlipidemide ox-LDL derleri hem serumda hem de kapari
homojenatinda artgti, verilen konjugatlarin bu aga etkileri beklenen diizeyde
olmadi. Karagier homojenatinda lipit peroksidasyon uriunleri agtm{p<0,001).
Apo-B ve LDL konjugatlarinin bu ag@ etkileri farkli oldu. Sialik asid de kisa sureli
deneysel hiperlipidemide artti fakat Apo-B ve LDarkugati bu arfi etkilemedi.

Sonug¢ olarak; Kisa sireli deneysel hiperlipideno#tsidlenmg LDL kanda
ve karacger homojenatinda artti. Bu gilipid peroksidasyon drtnleri ve sialik asid
de &tirak etti. Hiperlipideminin erken safhalarinda mksyonun bgamasi tedavi
stratejisi yonunden dikkate alinmasi gereken biuchdur.

Anahtar kelimeler: Apolipoprotein B, Diguk dansiteli lipoprotein, Lipid
peroksidasyonu, Oksidlengniisiik dansiteli lipoprotein, Sialik asid.



2. SUMMARY

Investigation of Oxidized Low-Density Lipoproteins and Lipid

Peroxidation in Experimentally Hyperlipidemia Induced Mice.

Hyperlipidemia is a major risk factor in atherosotec events. Low density
lipoproteins (LDLs) are the main source of lipissatherosclerotic plaques within
foam cells. Oxidation of LDL is believed to play amportant role in the
development of atherosclerosis. Macrophages arsidened to be precursors of
foam cells, but they can not take up native LDLhu3, measurement of oxidized
LDL is essential for investigating its releavanoeatherosclerotic diseases. In this
study; oxidized LDL (ox-LDL), lipid peroxidation @O) and sialic asid values were
investigated in experimental hyperlipidemia inducedce and the effect of

apolipoprotein B—100 (Apo-B) and LDL conjugate aistvalues were examined.

Thirty two C57BL/6 mice were enrolled into the sgud/ice were divided
into four groups. Control group (n=8), hyperlipidergroup (n=8), hyperlipidemic +
Apo-B group and hyperlipidemic+LDL group. Mice wesacrified at the end of two
months. Blood samples and liver tissues were téderoutine lipid parameters, ox-
LDL, LPO, glutathione (GSH) and sialic acid an&ys

Serum levels of total lipid, cholesterol, LDL-@ysificantly increased in
hyperlipidemic group with respect to control grofps0,001). LDL-C significantly
decreased in both Apo-B and LDL conjugate given ehnlygpidemic groups
respectively (p<0.002, p<0,001). Serum ox-LDL anderl ox-LDL increased
significantly in short term hyperlipidemia, the exfts of Apo-B and LDL conjugates
on ox-LDL levels was not in expected values. Ligdroxidaton in short term
hyperlipidemia significantly increased in liver hogenates (p < 0,001). Apo-B and
LDL conjugates affected this increased diffferen8yalic asid values also increased
in short term induced hyperlipidemia, there was affect of Apo-B and LDL

conjugates on sialic acid values.

In conclusion; in short term experimental hypedgmnia ox-LDL, lipid
peroxidation and sialic acid values increased. &tat of LDL in the early stages of

hyperlipidemia should be taken into consideration the therapeutic strategies.



Anahtar Kelimeler: Apolipoprotein B, Lipid peroxidation, Low densilpoprotein,
Oxidized low density lipoprotein, Sialic asid.
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3. GIRIS ve AMAC

Gunumizde ateroskleroz ve arteryel tromboembolizamusu geken
hastaliklar toplumlarda klca olim nedenlerini okturdusu icin bu hastagi
olusturan risk faktorleri tGizerinde goin biyokimyasal ¢cagmalar devam etmektedir
(23,35,60,69). Ateroskleroz ginumuzin hagtablarak kabul edilmesine gmen,
Misir ve Peru mumyalarinda bu hagtaliait izler bulunmgtur (99). Ancak kesin
olan, bu hastalin ginimuzde epidemi boyutlarina giig1 ve 6zellikle gelmis
Ulkelerde 6lim nedenlerinin iada geldgidir. ABD de yilda 1.5 milyon insan
miyokard infarktiisi olmakta, bunun yagla 500.000'ni 6limle sonuc¢lanmaktadir.
Bu oOlumlerin buyuk bir kismi ise hastaneye s@mmeden gercekjemektedir (94).
LDL araciligl ile tssinan ve okside olan (ox-LDL) kolesterol, koronertear
hastaliklari icin en 6nemli risk olarak kabul ed#ktedir. LDL’'nin oksidatif

modifikasyonu aterogenezin patogenezinde 6nemiidaitutar.

Aterosklerotik lezyonlarda en tipik bulgu lipid ilikkdpuk hicreleridir. Bu
hiicrelerin olgmasinda bgica sorumlu LDL'nin oksidatif modifikasyonu ol@u
ginimizde Gzerinde en ¢ok durulan konulardan  birid(38,90).
Monosit/makrofajlardaki skavenger (¢cOpcl) reseptoacilgl ile ox LDL'nin
toplandgl in vitro olarak da gdosterilrglir. Skavenger reseptorler modifiye olgnu
LDL'yi tanima Ozellgine sahiptir. Bu reseptérlerle gl LDL ile baslanamaz.
Gunumuzde tanimlanan ve klonlanan ¢copcl reseptodarisi 10 taneden fazladir
(30,90) In vitro deneylerde ol@u gibi, in vivo calgmalarda da ox-LDL’nin ¢opci
reseptorlerin ligandi oldiu gosterilmgtir (86). LDL oksidasyonunun azh ya da
coklugu da aterojenite acisindan 6nemli bir belirtecakdeabul edilmektedir.

Bu bilgiler dikkate alinarak yuksek kolesterol dyieeinin ateroskleroz igin
onemli bir risk faktori oldguna dikkat cekilmektedir. Aterom plaklarinda LDL
kolesterol vardir. Ancak LDL’nin oksidasyonu atedesozun gekimi icin en fazla
onem taidigl disuintlmektedir.

Hucrede metabolizma sirasinda meydana gelen dgi@r¢-02) ve nitrik
oksid (NO) gibi serbest radikaller LDL'nin ¢dal durumunun daserek



oksidlenmesine neden olur. NO’nun, LDL’nin majorof@ini olan, apo B
oksidasyonuna neden olglu gosterilmgtir. Lipooksijenazlar ve gier oksidanlarin
da LDL’nin lipid kismini okside et bildirilmi stir (33,38).

Dgal olan LDL deil de, oksidlenmy LDL’ler; monositler, diiz kas hucreleri
ve makrofajlar Gzerindeki c¢Opcu reseptorler taddm toplanabilmektedir.
Oksidlenen LDL’'nin makrofajlar Gzerindeki asetilugpu iceren reseptorlere afinitesi
artmstir.  Okside LDL aliminin regulasyonu bozufdunda, kan damarlarinda
aterosklerozun ilk belirteci olan lipid yukli makagar goralmeye bgar.
Lokositlerden cikan enflamasyon molekilleri atene hizlandirr. Kanda ox-LDL

Olcimunin aterosklerozun erkeghisi anlamina geldi savunulmaktadir

Lipid peroksidasyonu hiicre gefiesi esnasinda olan g bir surectir. Ancak
oksidatif stres artginda ve de hicrenin antioksidatif savunma sisteakindenge
olumsuz yonde argfinda istenmeyen lipid peroksidasyon urlnleri ve tgro
modifikasyonu meydana gelir (1). Bu Urlnler atetesk patogenezinde dnemli rol
oynar. Cunkl peroksidasyon drtnlerinin neden gldserbest radikaller doymagni
yag asidleri ile reaksiyona girer. Bu etki en fazlaldsterol taiyan LDL de en
belirgin bir sekilde meydana gelir. Byekilde modifikasyona grams LDL’ler
makrofajlardaki ¢Opcu reseptorler tarafindan tanwe kontrolsuz birsekilde
toplanir. Subendotelde yer alan makrofajlar lipicklya kopuk hicrelerine dogur.

Bu durum hicre proliferasyonunu, ekstraselliler kongntlerin agia ¢cikmasina,
damar duvarinda inflamatuar cevabin gerggkissine neden olur. Bitin bu surecler
de aterosklerozun Blamasina ve galmesine neden olur. Subendotelde kolesterol
yukli makrofajlarin gérilmesi ile endotel hasarslaa Bu nedenle kolesterol yikli
makrofajlarin gérilmesi aterosklerozun en erkernrteei (yagl cizgi) olarak kabul
edilir. Daha ileri safhalarda stenozslaa, kan akimi yavwdar ve bu tabloya tromboz

ilave olunca myokard infarktist kaginilmaz olur,@0.83).

Plazmadaki kolesterolun major sitacisi  LDL icindeki lipidlerin
peroksidasyonu ile ofan ox-LDL, aterosklerozda inflamasyon reaksiyomiamri
baslamasina neden olur. LDL icindeki &aasidlerinin oksidasyonu ile reaktif
aldehidler meydana gelir. Bu reaktif molekuller tgialerin de modifiye olmasina
neden olur. Oksidasyonu yapan iki dnemli aldehiddenmalondialdehid (MDA)



digeri 4-hidroksinonenal’dir. Bunlar proteinlerle kdeat ba& olusturur. Hayvan
modellerinde T hicrelerinin de MDA tarafindan dkiifigi gosterilmitir (5,27). Bu
bilgilerden T hicre aracgi ile meydana gelen inflamasyon reaksiyonlari igin

antijenin oksidasyonla meydana gelen aldehidlengldanlgiimaktadir

MDA'nin olusturdusu antijenle aktiflgen T hucreleri, endotel hucreleri,
monositler aterosklerotik lezyonda enflamasyonaapewlacaksekilde aktiflesir.
Monositler makrofajlara diferansiye olur (91). Mafajlar ¢opcu reseptorleri ile ox-
LDL’yi icine alarak kopuk htcrelerini okturur. Aktiflesen makrofajlar bir taraftan
da T lenfositlerini aktive ederek sitokinlerin sahasini sglar (42,50). Bir kisim
argstiricilar ox-LDL’nin de d@rudan T lenfositlerini aktiflgtirdigini bildirmislerdir

(84,97). Fakat bu reaksiyonlarin hangi mekanizegalpildgl henltz acik dgldir.

Yapilan calgmalar ox-LDL’'nin CVH ic¢in iyi bir belirte¢ oldgunu
soylemektedir (2,40). Aterosklerotik lezyonlarda kmadajlardan tireyen kopuk
hicrelerinde immunohistokimyasal gahtalarda anti ox-LDL monoklonal antikorlar
kullanilarak ox-LDL’nin biriktigi gosterilmgtir (50). Bu kanitlara dayanilarak ox-
LDL’'nin ateroskleroz patogenezinde dnemli giddusavunulmaktadir. Bunagdaen

ox-LDL'nin kan duzeyleri ile ilgili olarak ankalmasi gereken pek ¢ok nokta vardir.

Aterosklerozda gefim suresinin uzun zaman almasi ve belir§inlinedeni
ile aratiricilar ateroskleroz ¢agimalarinda patogenez icgin kesin bay stylemekte

zorlanmaktadir.

Ozetle; yapilan caimalardan LDL’nin oksidasyonunun koroner arter
hastaliklart igin 6nemli bir risk faktord oldu anlgiimaktadir. Fakat bu
oksidasyonun hastgin hangi doneminde Bladigi hakkinda kesin bilgiler yoktur.
Biz bu noktadan hareketle deneysel olarak hipestetelemi yapilan ateroskleroza
yatkin old@gu kabul edilen C57BL/6 tipi farelerin kanlarindasi stirede LDL
oksidasyonunun gglp gelismedgini aragtirmak istedik. Ayrica hayvanlara yukarida
sOzUunu etfiimiz LDL ve icindeki en nemli protein olan Apo Bkjugatlari enjekte
ederek lipid profilinin ve lipid peroksidasyonunkanda ve karager homojenatinda
nasil bir dgisim gosterecgni incelemek istedik. Son vyillarda CVH’'li olgulaad
onemi oldgu bildirilen siyalik asidin bu siregte nasil etkiblacgini da,
calismamizin kapsamina alarak bu konuda da literagikg¢utmayr amacladik.



4. GENEL BILGILER

4.1. Ateroskleroz Patogenezi

Aterosklerozun patogenezini anlamak icin ¢ok uzwamandir pek cok
calisma yapilmgtir ve yapiimaya devam edilmektedir. Deney hayvamarmal yem
ile beslendiklerinde ateroskleroz olmadiklari hatéeda lipid ve kolesterol oranini
yukseltecek hiperlipidemik yem ile beslendiklerindgerosklerotik damarlarin
basladigl gosterilmgtir (55,58,94).

Diger taraftan Ross ve ark (79) damarda herhangi &sah olgtugunda
ateroskelrozun geliigini 6ne surmglerdir. Yani ateroskleroz enflamasyona yanit

olarak dgunulmustar.

Enflamasyon; enfeksiyon ya daska bir nedenle meydana gekmdoku
hasarina kar hicresel ve humoral cevaptir. Burada ama¢ hasagadokunun
tamiri ve yenilenmesini gdamaktir. Bu hipoteze gore ateroskleroz; damar doda
gelisen bir yaranin iyilgme sirecinde karasilan olaylarin timudur. Ateroskleroza
kargi ilk korunma damarin i¢ ylzeyini kaplayan epitetythiicresi olan endotel
hicreleri tarafindan yapilir. Bu nedenle endoteltibliigli aterosklerozun

patogenezinde buyik 6nenyia(57,59).

Endotel disfonksiyonunda damarin permeabilitegig@ricin, LDL'nin damar
duvarindan gegi kolaylasir. Bu esnada LDL modifikasyonunun meydana geldi
bildirilmi stir (56,104). Bu noktada en 6nemli modifikasyon LA3E’nin meydana
gelisidir. Ox-LDL endotel icin toksiktir ve ayrica ox-UDdiz kas hicreleri ve
makrofajlar icin de aktivatérdir. Ox-LDL'nin bu higerdeki doku faktori sentezini
de wuyardg Dbildirilmistir (94). Buradan endotel disfonksiyonu ile birekt
koagulasyonun da uyarifgigorulir.

Endotel disfonksiyonu ile beraber proinflamatuarlerdllerin tretimi artar.
Lokosit adezyon molekulleri ve 16kosit kemoatrak#anbunlar arasindadir (65,77).
Bu noktada olay; fagositik notrofillerin enflamasybdlgelerine go¢ mekanizmasina
benzer. Ozel bir uyarana cevap olarak lokositler dalgimindan enflamasyonun

meydana gel@gi bdlgeye vyerlgmeye vyonelirler. Burada birinci basamakta



|6kositlerin yuvarlanmasi ve BEnmasi gercekigr. Lokositlerin ytuzeyinde bulunan
karbohidrat ligandlari ile endotel hicre yuzeyindellunan selektinler geri
donumld bir balanma olgtururlar. Bu bglanmayi adezyon takip eder. Burada
ICAM-1, ICAM-2 gibi adezyon molekdlleri 6nemli radynar. ICAM inflamasyon
bolgesinde aktiflgnis makrofajlardan sitokinlerin salinimini arttirir. ddosit gibi
|6kositlerin  konsantrasyonlarindaki artir hicrelerinin endoteli sarak dokuya
girmelerine yardimci olur. T hicrelerinin dokuya cgeesi CD31 tarafindan
kolaylastirilir. Bu esnada aktiflenis makrofajlar endotel hiicrelerinden lektin grubu
adezyon molekdllerinin salgilanmasini uyaran sitts salgilarlar. TNFx ve IL-1

bu sitokinler arasindadir. Sitokinler ve adezyorigkdllerinin etkisi ile 16kositlerin

damar limeninden ¢ asagidakisekilde gosterilmitir (51,54).

Homing ve inflamasyon

N&trofil Selekhne-bagtrnll fax

Endotel
« hucre selektini

Transendotel
Interlokin-1 g8¢u

Tumoér nekroz

faktor-a (TNF-a) (i=1) Endotel
! hicresi
Fagositik
notrofil
—a—— Opsonize Enflamatuvar hicre-
patojen ler tarafindan turetilen

Makrofaj interiokin-8 (I1L-8)

Sekil 4.1 : Sitokinler ve adezyon molekiillerinin etkisi ilefeimasyon hcrelerinin damar

disina gocl ( 53).

Yukaridaki sekilde inflamasyona inflamatuar hicrelerin  cevabi

gorulmektedir. Aterosklerozun patogenezinde de DX’le karsi benzer cevaplar



olustugu icin inflamasyona cevabi hatirlamak amaciylgékil konmy ve sekildeki
numaralarin anlami kisacabyle Ozetlenmgtir. 1-Yuvarlanma ve hk#anma:
Yukardaki sekilde goéruldigu gibi noétrofil tipi Lokositler endotel hiicre ylzege
bulunan selektinler ve nétrofil yizeyinde bulunaarbdonhidrat ligandlar ile geri
donUumli bir bglanma meydana getirirler bu glanma guclt dgldir ve hicre
yuvarlanmaya devam eder. 2- Adezyon: Notrofil vdagal hiicre arasinda guclu bir
etkilesim meydana gelir. Bu etkiggn endotel Uzerindeki interseliler adezyon
molekdlleri ICAM -1 ve ICAM -2 ile Mac-1 ve LFA-Integrinleri aracifii ile olur.
ICAM-1 inflamasyon varfinda salinir. 3-Transendotel goci: T hicresi erdlar
hicreleri tarafindan uretilen IL-8 konsantrasyonuaus! ile endotelden go¢ eder.
CD31 diyapedesi kolayarir. 4-Aktiflesmis makrofajlar endotel hicrelerden

selektinlerin salinmasini uyaran TNF alfa ve IL-&dlgilarlar (53,54).

Yukaridaki mekanizma g6z oOnunu ahgehda, |Okositlerdeki adezyon
molekullerinin eksiklginde immun sistemin ¢amasi olumsuz yondsslediginden
yara iyilesmesinde gecikmeler ve tekrarlayan enfeksiyonlaruigidr Ox-LDL

yoninden endotel altina ggiggdsteren yukaridaki mekanizma ile benzerlik vardi

Endotel hasar da diyebilegimiz endotel disfonksiyonunu takiben adezyon
molekdlleri arter duvarina go¢ etmeyeslaa Bu esnada diiz kas hicreleri (SMC) de
hareketlenmtir. Lipid yukli kopuk htcreleriningekillenmeye bgladigi an bu
hareketlik sirasindadir (93).

Aterosklerozun safhalar olan tip Il de bu qlmlara bglh olarak yalh
cizgiler meydana gelrgtir. Bu olusumlar aterosklerotik lezyonlarin gangici
olarak kabul edilir. Bu esnada makrofajlara dgami monositlerden; sitokinler,
blyume faktorleri, metalloproteinazlar vesitle prokoagulant molekdller salinmaya
baslar. Sitokinler arasinda bulunan MCP-1 gibi kemadatnlar hasarli bdlgeye
daha cok lokositlerin gb¢ etmesinigtar. Bu esnada ortama salinan PDGF gibi
biyume faktorleri, SMC’lerin proliferasyonunu ve grasyonunu arttirirlar. Bu
gelismeler Tip |, Il safhasinda yer alan@acizgilerin buyimesine ve Tip I, IV
gibi safhalar ulgimasina neden olur. Damar duvarindaki lezyon biggarbalar.
Aterosklerotik lezyonun merkezini alwran lipidin yani sira fazlaca doku faktori
icerdigi gosterilmitir (24,88).



4.2. Koroner Arter Hastall g1 ve Ateroskleroz

Gunumuzde ve gecite arter duvarinin olumsuz gghelere kagi gostermg
oldugu inflamatuar ve proliferatif cevap olarak kabuliled aterosklerozun en
onemli belirtisi karoner arter hastaliklaridir. &miovaskuiler ve periferal damar

hastaliklari da aterosklerozun sonuclaridir (16,39)

Koroner arter hastaliklarinin risk faktorlerini amak icin literatirde pek ¢ok
calsma yapiimgtir ve yapiimaya devam edilmektedir. 1948 yilindaslddilan
“Framingham Heart Study” nin sonuclarina gore tayala bu calmaya katilanlarin
% 75’inin 6lum nedeni koroner arter hasadir (16). Koroner arter hastaliklarinin
en 6nemli belirtisi; miyokardin gecici (reversibgkemisi olarak kabul edilen ve
gogus arisi olarak kendini gdsteren angina pektorisdir. y@&in Ustiinde olan
erkeklerin % 20’sinde, kadinlarin ise % 13’'lUndetleasan bir bulgudur (16,71). Bu
agrinin altinda yatan Bhca sebep bir veya daha fazla koroner arterleritgilgn
daralmadir. Stabil (SA) veya unstabil angina (WAarak dgerlendirilen angina
pektorisde hekim tarafindan tedbir alinmaz ise,sikarlacak durum myokard
infarktiisdar (Ml). MI; koroner arter ttkanmasi nedde gorulen irreversibl iskemi,
yani kalp kasinin 6lumudur. Sik rastlanan ani 6enmlbglica nedenlerinden biridir.

Bunun altinda yatan sebep ise yayavag gelisen aterosklerozdur (71,75).

4.3. Koroner Arter Hastaliklarinda Risk Faktorleri

Genetik faktorler tarafindan belirlerggigenellikle kabul edilen koroner arter
hastaliklarinin risk faktorlerisagidaki sekilde siralanabilir (94).

* Yuksek LDL

» Dusuk HDL kolesterol

* Yuksek trigliserid

e Artmis beden kitle indeksi

* Hipertansiyon (sistolik basing>140 mmHg, diastoliasing >90
mmHgQ)
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* Artmis lipoprotein (a)

* Artmis homosistein

* Tip 2 diabetes mellitus

* Yukselms fibrinojen

» Trombosit agregasyonunun artmasi
* Artmis C-reaktif protein

e Artmis doku faktori

» Cinsiyetin erkek olmasi

e Yas

» Koroner arter hastadinin ailesel hikayesi
e Sigaraicimi

* Diyet

* Egzersiz

+ Infeksiyon

» Hava kirliligi (partiktller)

4.4. Lipoproteinler

Lipidler suda c6zinmedikleri icin plazmada dolaramllipoprotein adi
verilen 6zel yapili partikillerle gercekle Lipoproteinler suda ¢6ztinen lipid-protein
kompleksleridir. Bu kompleksin i¢ kisminda triglige ve kolesterol esterleri,
cevresinde polar yapili fosfolipidler ve apoprot@idi verilen proteinler bulunur.
Lipoprotein partikilleri icinde 4 ana lipid grubwlonur. Bunlar; triacigliseroller,

fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri¢i3).

11



Tablo 4.4: Major lipoproteinlerin igerikleri

LP Kaynak Ygunluk | % PR| % TG| % PL| % CE %C| % FFA

Silo Bagirsak | <0.95 1-2 85-88 8 3 1 0

VLDL KC 0.95- 7-10 | 50-55| 18-20 12-1% 8-19 1
1.006

IDL VLDL 1.006- 10-12 | 25-30| 25-2797 32-35 8-10 1
1.019

LDL VLDL 1.019- 20-22| 10-5 | 20-28§ 37-48 8-10 1
10.63

*HDL, | Bagirsakta| 1.063- |33-35| 5-15 | 32-43 2030 5-10 O
KCSilo | 1.25

VLDL

*HDL 5 Bagirsakta| 1.125 55-57] 3-13| 26-46 15-30 2-6 6
KC Silo
VLDL

AlbUimin | Yag >1.281 99 0 0 0 0 100

FFA Dokusu

Pr: Protein, TG: Triacilgliserol, Pl: Fosfolipid P Lipoprotein, CE: Kolesterol ester,
C: Serbest Kolesterol, FFA: Serbesg yesitleri,Silo: Silomikron

Lipoproteinler yukaridaki tabloda gorulgiii gibi iceriklerindeki lipid ve
protein oranlarina goére ganluk desisimi gosterirler ve bgica; silomikronlor, c¢ok
distk dansiteli lipitler (VLDL), diguk dansiteli lipidler (LDL) ve ylksek dansiteli

lipitler olmak tzere gruplandirilirlar

4.4.1. Apolipoproteinler

Lipoproteinlerin protein kismi apolipoprotein vegpoprotein olarak bilinir.
Asagidaki tabloda goruldgil gibi lipoproteinlerin yapisinda bulunan apopnolei
farkli yap1 gosterir. Her bir lipoproteinin yapidi bir veya daha fazla apoprotein
vardir. Bu apoproteinler ABC nomenklatiriine gorémiendirilirler. Her bir
lipoproteinin apoproteini kendine 6zgu olarak faalabulunur. HDL’nin major
apoproteini A’dir. LDL ve VLDL'ninki ise B’dir.Silomikronlardaki apoprotein Apo
B—48 oalrak bilinir. Apo B-100 olarak bilinen LDLeWLDL de bulunanin %48'i
kadar kucukttr. Bu nedenle bu isim verigtii. Apo B—48 barsaklarda, Apo B—-100
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karacgerde sentez edilir. Apo B, apoproteinler icindeuzin polipeptid zincirine
sahip olanidir. 4536 aminoasit icerir. Apo B—48ailen mRNA’dan sentezlenir. Apo
B'nin karbonhidrat kismi molekilin %5'ni aiwrur. Bu yapi icinde mannoz,

galaktoz, fukoz, glukoz, glukozamine ve sialik agdir (81,100).

Apo-C caitli altgruplar icerir. Molekul yapisi olarak Apo’¥e gére daha
kiguktur. Lipoproteinler arasinda serbestce dolginab

Apoproteinlerin gorevlergdyle siralanabilir:
* Enzim kofaktdrleridir.
» Lipoproteinlerin yapisinin bir parcasidir. Yani ysad gbrev yapar.

» Dokulardaki lipoprotein reeptorlerine ligand gérerapar. Yani doku
reseptorleri lipoproteinleri ilgili apoproteinderarir ve boylece
lipoprotein icergi dokuya girmg olur. Apo B-100 ve Apo E, LDL
resptord icin liganddir. Apo A-1 ise HDL reseptdgin liganddir.

Apoproteinlerin bilinen bazi 6zelliklerisagidaki gibidir:

Apo A-1: Molekul agirligi 29.000 civarindadir.Silomikron ve HDL

yapisinda bulunur. Lesitin kolesterol aciltranstenaLCAT) aktivatoradar.

Apo A-ll: Molekdl airhigr 17.000 civarindadirSilomikron ve HDL’nin

yapisonda bulunur. HDL yapisi i¢cin 6nemlidir. Hakdipazin etkisini hizlandirir.

Apo A-1V: Molekul airligi 46.000 civarindadir. Trigliseridleriden zengin

lipoproteinlerin icinde bulunur. Ber gorevleri bilinmemektedir.
Apo B-48: Molekul girhgr Apo A’lara gore buyuktir. Molekil @rlig
241.000 civarindadir§ilomikronlarin yapisinda bulunuintestinal epitelinde Apo

B—100 geni ile uretilir. Apo B-100'den kopmbir parca gibidir.

Apo B-100: Apo B-100’Un molekdul grligi 513.000 civarindadir. LDL'nin
major proteinidir. Gorevi LDL resptdriine @anmaktadir. Yani ligand gorevi yapar.
LDL'nin disinda VLDL ve IDL’de bulunur.

Apo C-1: Molekdl a&rligi 7.600 civarindadir. LCAT'I aktive e8ii
sanilmaktadirSilomikron, VLDL, IDL ve HDL de bulunur.
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Apo C-ll: Molekul girhigr 8.916'dir. Lipoprotein lipazi aktifigir. LDL
hari¢ dger lipoproteinlerde bulunur.

Apo C-llIl: Molekil airligi 8.750 civarindadir. Lipoprotein lipazi apo C-

I'nin aksine inhibe eder. LDL haric ger lipoproteinlerde bulunur.

Apo D: Molekdl gzirhig 33.000°dir. HDL'de bulunur. LCAT ile ilgili oldgu
saniimaktadir.

Apo E: Molekdl airhigr 34.000 civarindadir. En azindan 3 alleli @dwe
her birinin caitli izoformlari oldugu bildiriimektedir. Alzheimer hasta ile ilgili
oldugu bildirilmistir. Silomikron kalintilarinda, VLDL de, IDL ve HDL’de bunur.

Apo H: Molekdl grligi 50.000 civarindadirSilomikronlarin yapisinda
bulunur. Trigliserid metabolizmasinda gérevli gidusaniimaktadir. Glikoprotein |

olarak da bilinir.

Apo (a): En azindan 19 farkh alleli oldutiu bildiriimektedProtein boyutu
bayuktiar. Molekul girligr 300.000 ile 800.000 arasindagd@. LDL yapisinda
bulunur. Apo (a), Apo B-100’e disilfid Bari ile balanarak bir komleks okturu.
Bu kompleks Apo (a) olarak isimlendirilir. Molekiilgapisi plazminojenen benzer.
Kolestrolu damar hasarinin olglu yere birakg icin koroner kalp hastliklari ve
stroke i¢in 6nemli bir risk olarak kabul edilmekited

CETP: Kolesterol ester transfer protein olarak bilinanolekidl HDL ile
yakin iliski icindedir ve kolesterol esterlerini transfer etmicin gereklidir. Ancak
Apoprotein olarak isimlendiriimergtir. Asagidaki sekilde apoproteinlerin

lipoproteinler icindeki oranlari gorilmektedir.
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other (6%)

Chylomicrons

///

/// :

Apo A-IV (14%)

Apo B (5%)

Apo E (2.9%) Other (4.7%)
Apo C (1.9%)

LDL

Apo B (90.5%) HDL2

Apo E (3%)

Apo D (2%)| Other (4%)

Apo C (13%)

Apo B (3%)
Apo A=l (10%)

A—Apo A-1 (33%)

VLDL

other (5%)

Apo E (15%) Apo B (25%)

Apo C (55%)

Apo E (1%)
Apo D (4%)\ other (5%)

Sekil 4.4.1: Apoproteinlerin dgisik lipoproteinlerdeki dailimi (48)

Tablo 4.4.1: Apoproteinlerin siniflanmasi ve bazi 6zellikleri

Molekudl Agirh g

Lipoproteinili skisi

Bilinen Bazi Gorevleri

Apo A-1 29.016

Silomikron HDL

HDL’nin major proteinidir.
LCAT'nin aktivatorudar.

Apo A-Il 17.400

Silomikron, HDL

HDL de bulunur. Hepatik lipazi uyari

Apo A-1IV 46.000

Silomikron, HDL

TG ile ilgilidir.

Apo B-48 241.000 Silomikron Silomikronlarda bulunur.
Apo B-100 geninden tirer.
Apo B-100 513.000 VLDL, IDL, LDL LDL’nin major prainidir. LDL

reseptorine kiganir. insanda bilinen en
uzun proteindir.

Apo C-1 7.600 Silomikron, VLDL, LCAT1 aktive eder.
IDL, HDL

Apo C-118.916 Silomikron, VLDL, Lipoprotein Lipazi aktive eder.
IDL, HDL

Apo C-111 8.750 Silomikron, VLDL, Lipoprotein Lipazi inhibe eder.
IDL, HDL

Apo D 33.000 HDL LCAT la ilgilidir.
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Kolesterol ester transfer| HDL HDL ile ilgilidir. Kolesterol esteri

protein (CETP) transfer eder.

Apo E 34.000 cgtli Silomikron kalintisi, | LDL reseptoriine #anir. Alzheimer

izoformlari var. VLDL, IDL, HDL ile ilgilidir.

Apo H 50.000 Silomikron TG metabolizmasi ile gkilidir.

Glikoprotein | olarak da

bilinir.

Apo (a) 19 farkl alleli LDL Apo B-100'e distilfit bgi ile baslanir ve

var 300.000-800.000 LDL ile kompleks yapar. Lp(a) olarak
isimlendirilir. Plazminojenen ¢ok
benzer. Arter hastaliklari icin risk
faktoradur.

4.4.2. Silomikronlar

Silomikronlara eksojen lipidlerin temsilcisi diyebik. Clinku diyetle alinan
lipitler sindirildikten sonra barsak hucrelerine ¢cge ve silomikronlar iginde
paketlenerek lenf yolu ile dalama salinir. Tablo 4.1'de goruldia gibi
silomikronlarin balica ya icerigi trigliseridlerdir. Silomikronlarin icinde bulunan
apoproteinler Apo B-48 k& olmak Uzere apo A-1, A-ll ve A-I\V'dir.
Silomikronlar lenfotik sistem aracgi ile sol subklavia veni hizasindan buyik
dolasima baalir. Kana gectikten songglomikronlara HDL'den Apo C-Il ve Apo-E
transferi yapilir, Kas ve yadokusu kapilerlerinde triacilgliserollerdeki gasidleri,
lipoprotein lipaz etkisi ile koparnlir. Lipoproteinlipaz kapilerlerin endotel
hicrelerinden salgilanirSilomikrona HDL'den gecen apo C-ll fosfolipidlerin
varhginda LPL'yi aktif hale gecirir. Serbesglen ya& asidleri dokular tarafindan
alinir. Gliserol ise kan yolu ile bobrek ve kagge tainir. Silomikron kalintilari
karacgerdeki hepatik silomikron kalinti reseptorleri aracgi ile toplanir. Bu

reseptorlerirgilomikron kalintilarini tanimalari icin apo-E gehelr (9,62).
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4.4.3. Cok dusuk dansiteli lipitler (VLDL)

Cok disuk dansiteli lipidlersilomikronlarin aksine endojen olarak sentez
edilen ya&lar karacgerden, karager dgi dokulara tatyan partikillerdir. Diyetle
alinan yg& ve karbonhidratlardan ihtiya¢ fazlasi olanlar kgtarde trigliseridlere
donislr. Bu trigliseridler karagerde VLDL olarak paketlenir ve dalana salinir.
Dolasimda; balica trigliseri yukli olan bu paketler icgmi dncelikla kas ve y&a
dokusu olmak Uzere ghr dokulara aktartirilar. Bu trigliseridler bu dddada ener;ji
dretimi igin kullanilir ya da depo olarak saklanvilLDL partikilleri trigliseridlerin
yaninda; kolesterol, kolesterol esterleri ve bapopaoteinleri icerir. VLDL'de
bulunan aproteinler Apo B-100, Apo C-1, Apo C-lIpAA-lll ve Apo E’dir.
VLDL'ler de silomikronlar gibi dolgima gectikten sonra HDL'den Apo C ve Apo E
transferi yapar. VLDL bunyesindeki trigliseridlerdaulunan yg asidleri aynen
silomikronlarda oldgu gibi, lipoprotein lipaz aracg! ile yag ve kas dokusuna
gecerler. Lipoprotein lipaz ayni zamanda VLDL bisigde bulunan Apo C’lerin
tekrar HDL'ye gecmesini gar. Sonucta apoprotein C ve Trigliseridleri ekstim
VLDL kalir. Bunlar VLDL kalintisi veya IDL olarak ibnir. IDL yapisindaki
triacilleri kaybederek LDL'ye doniiir (13).

4.4.4. Dusuk Dansiteli lipoproteinler (LDL)

LDL dokulara kolesterol tmyan balica partikildir. Kolesterol butin
hicrelerin membraninda bulunur. Dolaysiyla her @dier membran yapisi icin
kolesterole ihtiyac vardir. Kolesterol hiicrgidtaynaklardan elde edebilir. LDL’nin
dokulara tainmasinda en buyuk roll, dokudaki reseptorle egiieApo B—100
oynar. LDL dokulara endositozla reseptor argciile alinir. LDL'yi alan balica
dokular; karagier, adrenal dokular ve gadokularidir. Endositozaguams hiicre
membranindaki LDL reseptérleri LDL partikullerintibre icine alir Lizozomlardan
gelen asid karakterle lipazlarla LDL parcalanir i@nde bulunan kolesterol
serbestlgr. Bu kolesteroliin kismi membran yapisini yenilknizere membran

yapisana inkorpore olur. Kolesterolun fazlasi d€da kolesterol aciltransferaz
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(ACAT) aracllgl ile tekrar esterkgerek hiicrede depo edilir. Bu arada LDL iginde
bulunan apoproteinler de hidroliz olur ve serbgstieamino asidler hiicre igindeki
amino asid havuzuna girefnsulin ve tiroid hormonlari LDL'nin karager
hiicrelerine gigini arttirir. Aksine glukokortikoidler LDL'nin kareigere girkini
azaltir (13).

4.4.5. Yiuksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL)

HDL'nin baslica sentez yeri karagerdir. Proteinden zengin molekillerdir.
HDL ayrica ince barsaklarda da sentez edilir. HOw.'baslica proteinleri Apo A-l,
C-l, C-ll, ve E’dir. HDL'nin balica goreve bu proteinleri ile kanda dolanmak ve
diger lipoproteinlere bu proteinleri transfer etmektiHiDL karacgerde sentez
edildiginde diskseklinde iken, dolgma gectginde kolesterol esterlerini icine toplar
ve tombullgarak karagiere doner. Kolesterol esterlerinin birikimi olgugrizams
HDL'yi HDL , ve HDLg pozisyonuna getirir (10).

HDL kiguik (70-120 A caplh) partikillerdir (d=1.063-1.21 g/mL.) . HDD'i
baslica iki alt grubu vardir: HDL2 (d=1.063-1.123 g/inize HDL3 (d=1.125-1.121
g/mL). Yuksek ygunluklu lipoproteinler yaklgik %50 lipid (%25 fosfolipid, %15
kolesterol esterleri, %5 serbest kolesterol ve %dliderid) ve %50 proteinden
olusur. Major apolipoproteinleri apo-Al(%65), apo AlYR5 ve daha az miktarda
apo-C ve apo-E’dir. Apo-E, HDL'nin der bir alt sinift olan HDL1 de az miktarda
bulunan apoliproteindir. Ancak plazmadaki apo-B’'nyaklgik %50’si HDL1
fraksiyonunda bulunmaktadir. HDL'nin gr alt siniflari apo E icermez ve bdylece
LDL reseptoru ile etkilgmez. HDL, dger lipoproteinlere (6rn@n silomikronlar ve
VLDL) vermek Uzere apo E ve apo-C icin bir depoeybrgorir. HDL alt gruplari
sadece apo-Al veya apo —Al ve apo-All icerir. HDt-elektroforetik mobilite

gosterir ve bu nedenle dncelerliporotein adiyla anilnstir.(7,72)
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LDL Receptorleri

Hepatik Lipa:

Karacier

Sekil 4.4.5: Kolesterol gereksinimi olan hiicreler veya kagace lipid d&iliminda HDL'nin

rold. Ters kolesterol yolu koyu oklarla gdsterigtini.

HDL baslica U¢ ana kaynaktan ggift Birincisi; karacgerdir. Karacger
olgunlgsmams “HDL” adi verilen bir yapi — Al- fosfolipid disk agilar. ikincisi,
bagirsakdir. B&irsak direkt olarak kucuk bir apo — Al “HDL” partiki sentez
edebilir ve Ggtincusigjlomikronlar ve VLDL'dir. HDL silomikronlar ve VLDL ‘den
gelen yizey maddesinden turetilir. LPL'nin etki$e isilomikronlar ve VLDL,
trigliseridden zengin cekirge hidrolize olur. Busekilde ortaya cikan fosfolipid ve
serbest kolesterolden ghn ylzey maddesi apo- Al ile birlikte kiicik HDL kiis
sekillendirir (19).

HDL diskleri diger lipoproteinlerden veyasiau kolesteroli olan hicre
membranlarindan serbest kolesterol alicilaridirBa durum serbest kolesterol
bakimindan zengindérilmis apo-Al fosfolipid disklerini meydana getirir. Léisi
kolesterol acil transferaz (LCAT) kolesterollu elggirir. Bunun sornucnda HDL’nin
cekirdezini olusturmaya bglayan kolesterol esterleri meydana gelir. Dahaafazl

kolesterol esterkgirildikce disk HDL; adi verilen kicuk bir partikil haline dasii.
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HDL3 serbest kolesterolin mukemmel alicisidir. Alinan esterlgtirilen serbest
kolesterol miktar arttik¢a, partikiliin boytu art@r HDL, meydana gelir (13,19)

HDL, 6zellikle HDLs ve olgun HDL prekursorleri, iki farkli mekanizmke i
hiicrelerden kolesterolti alirlar: 1) HDLsia kolesterol iceren hicrelerle temasa
gecer ve hicre ylzeyinden serbest kolesteroliSdnbest kolesterol, hiicreden HDL
pariktliine dgru bir fizikokimyasal konsantrasyon gradiyenti izl@sirn kolesterol
iceren hucrelerin membraninda fazla olan serbegstarol konsantrasyonundan
HDL ylzeyindeki dgik konsatrasyona). 2) HDL partikilleri  hicre
membranlarindaki spesifik bir proteine (HDL resepjdbaslandigl distndlir. Bu
olay 6zellikle artmy kolesterol icegii olan hiicreler igin gegerlidir (13).

Yuksek ya@unluklu lipoproteinler, lipidlerin lipoproteinler es htcreler
arasinda dalimini salar ve ters yonlu kolesterol transportu adi veritenolayda
yer alirlar. HDL hucrelerden kolesteroli alir verd@gere veya gereksinim duyan
diger hiicrelere kolesterolusta HDL3;, HDL,'ye cevrilir ve daha sonra apo-E iceren
minor fakat metabolik olarak aktif HDL1'e dégiir. HDL, ile iliskili olan apo-E bu
minor alt grubunu LDL reseptorleri iceren hicreléredefler. Bu yolla kolesterol
fazlasi olan hicrelerden ihtiyag duyanlaragiddar. Bu apo-E bgantili yol
kolesterolu salgilanma icin direkt olarak kagaee verebilir. Kolesterol dalimi igin
ikinci bir yol kolesterol ester transfer proteit@ETP) etkisiyle ortaya cikar. CETP,
HDL,'den VLDL, IDL ve artiklarina kolesterol esterletasir. Boylece kolesterol
VLDL ve silomikron artik yollari aracifii ile karacgere iletilir. VLDL, IDL ve
artiklara giden kolesterol ester kqignde CETP HDL'ye trigliserid tgir ve boylece
HDL trigliseridden zengin hale gelir. CETP lipid metabmasinda 6nemli bir rol
oynar ve CETP etkintinin ateroskleroz gelimine kagl uygunligu veya direnci
etkileybilecegini distinduren c¢ok ilging tir farkhhklar bulunmaktadi©rnesin,
insanlarin maymunlarin ve tganlarin plazmarinda énemli miktarda CETP etkinli
vardir. Bunun sonucu olarak bunlar yalnizcgudtidiizeylerde apo-E iceren HDL
olusturur ve dolayisiyla HDL kolesterol esterlerininylaét kismini dgiok dansiteli
lipoproteinlere vererek elden cikarir. Sonucta &l esterlerin blayuk bolumu
plazmay! LDL yolu ile terk eder. Bu turler ateraklea kagi duyarhdir. Ve daha
yuksek diuzeylerde LDL icermeslemi gosteriler. Dger yandan sicanlarda, farelerde
ve kopeklerde CETP etkii yoktur. Bunlar apo-E iceren HDL (HD).olustururlar
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ve kolesteroli apo-E’nin aracilik gtiyol ile dogrudan karagere goturebilirler. Bu
hayvanlarda LDL duzeyleri cok giiktir ve ateroskleroz geimine kasi
direnclidirler (13,19).

Hepatik lipaz trigliseridleri (muhtemelersia fosfolipidleri) hidroliz etmek
icin trigliseridden zengin HDL Uzerinde etki gosterir. HDlyi serbest kolesterol
icin alici slevi goren HDLs'e donigturir. Boylece HDL-HDL 3 siklusu devam eder.
HDL, dizeyleri koroner ateroskleroz goriulme gikile ters ilskilidir, ¢clinki onlar
dokulardan kolesteroliin temizlenme etkdili yansitirlar. Sadece apoA-l iceren
HDL ateroskleroza kar koruyucudur, oysa apo A-ll ve apo A-l iceren HBtkili
degildir. HDL; diyetle uyarilmg hiperkolesterolemik hayvanlarin kaninda bulunur.
HDL; kolesterolden zengindir ve tek apoliporoteini &dir.(13,19)

HDL katabolizmasi tam olarak agiBmamstir ve kompleks oldgu
disinulmektedir. HDL'nin spesifik lipid pargalari bittd HDL molekuild
bozulmaksizin hiicreler tarafindan alinabilir. Ginekolesterol esterleri partikilden
“selektif uptake” ile ve karager, adrenal bezler ve overler gibisitl dokulara
tasinir. Hepatik lipazin partikillerdeki fosfolipidliehidroliz ederek ve partikilden
hiicreye kolesterol transferini @ayan kimyasal bir gradyan yaratarak HDL'den
selektif kolesterol alimi yag disintlmektedir.(13)

4.4.6. Lipoprotein (a)

Lipoprotein (a) LP(a); LDL kolesterol gibi kolesol esterlerinden zengin
bir lipoproteindir. Fakat farkli genetik 6zellikkeisahiptir. 1963 yilinda kiedilen bu
lipoproteinin koroner arter hastaliklari ve serefaskiler ateroskleroz ile ile ilgili

oldugu ileri strilmektedir (28).
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Sekil 4.4.6: Lipoprotein (a)'nin genel yapisi (13)

LP(a) sekilde goruldigu gibi, iki komponentten okwr. Bunlardan biri LDL
partikilti dgeri ise, LDL'ye ba&lanms hidrofilik bir glikoproteindir. Lp(a)nin
yapisinda bulunan Apo (a), LDL yapisinda bulunam Bf00’e tek bir distlfid ba
ile baglanmstir. Lp(a)’nin dansitesi 1.027-1.100 arasinda ofdukiksektir. Kitlesi
4.6-5.6x16 daltondur. Lp(a)nin lipid kompozisyonu LDL'ye beer fakat
karbonhidrat icefii LDL'den 4 kat daha fazladir (28).

4.5. Kolesterol ve LDL kolesterol

Kolesterol sirasiyla A, B, C, D olarak numaralagp®itane kondanse olmu
6'll halkaya, bir tane 5 karbonlu halka ilave oftiom. Siklopentanoperhidrofenantren
halkasi olarak bu yapinin 5 ve 6. pozisyonundagclfirbag, 3. pozisyonunda bir
hidroksil grubu, 17. karbonda 8 zincirli bir yanlymulunmutur. Toplam 27 karbonu
vardir. Kolesteroldeki hidroksil grubu bir §a asidi ile esterlgnisse
“esterkolesterol”, estedememise “serbest kolesterol” adini alir. Bu her iki

kolesterol de daima serumdaki proteinlere (lipogirdere) bgli olarak bulunur (98).
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k.olesterol esterindeki
yald asitinin badlanma
hilgesi

Sekil 4.5 (a): Kolesteroliin molekiler yapisi

Kolesterol organizmanin en dnemli biyolojik molekiinden olup, bir¢cok
yapisal ve fonksiyonel gérevleri vardir :

* Hucre membranlarinin yapisinda 6nemli yer tutar.

» Steroid yapili hormonlarin ve D vitamininin 6n maditlir.

e Membranlarin erime noktasini azaltir, gdanhgini arttirir.

e Yikim Grln0 olan safra asitleri, garin sindirimi icin gereklidir.

« Kolesterol hem gardan diyetle alinir, hem de organizmada de noxtegesdilir.
» Kanda lipoprotein partikulleri ile gamr.

* Hucrelerde saklanigekli kolesterol esterlegeklindedir.

» Eritrosit ve trombosit gibi ¢ekirge olmayan hicrelerin dinda butiin hiicrelerde,

Ozellikle karacger hicrelerinde fazlaca sentezlenir.

Kolesterol dengesini anlamak icin hiperkolesterolgarekli bir ortamdir.
Suda c¢Ozinmeg icin uzun sure kanda yuksek olarak kalan koledtelamar
duvarinda birikir. Bu birikimler dengelenmez iseantar duvarinda aterosklerotik
plak gelsimine ve buna b#i olarak bazen tikanan bu damarlar infarktis, irgie

hastaliklara neden olur. Ailesel hiperkolesteroj@msahip kilerde, erken yga
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ateroskleroz geitigi ve genellikle 20 ygindan 6nce kalp hastgil nedeni ile
hayatlarini kaybetsi bilinir (92).

Kolesterol

Sekil 4.5 (b): Kolesteroliin hiicre membraninda dugekli (37)

Kolesterol, LDL aracifityla plazmadan dokularastair. HDL aracilgiliyla
ters transportla kandan kolesterol alinip kad@a tginir. LDL ve HDL kandaki ve
hiicre icindeki kolesterol ayarlanmasi icin gereldin lipoproteinilerdir.

Apoprotein B-o LDI.

Kaolesteral
Esteri

Fosfolipid
Esterlesmemig
kolesterol

Sekil 4.5 (c): LDL partiktlintnsematik gérinami (31)

LDL partikalt kolesteroliin kandaki en biyulkgacisindan biridirSekil 4.5
(c)’'de gorildigu gibi LDL'nin orta bolgesinde kolesterol esterleei trigliseridlerden

olusan bir lipid bolumu ve etrafinda fosfolipid, serb&slesterol ve apolipoprotein
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B-100 vardir.LDL icerigi sOyledir; kolesterol esterleri “%40-44", fosfolipat
“9620-24" (baglica fosfatidilkolin ve sfingomyelin), protein “%226”, serbest
kolesterol “%10” ve trigliserid “%3-5"den obuir(37,92).

4.5.1. LDL ve Kolesterol metabolizmasi

LDL partikallerinin birinci gorevi periferik dokula kolesterol sglamaktir.
Bunu huicre yilzeyinde apolipoprotein B-100‘U taniy@septorlere kiganarak
gerceklatirirler. LDL partikdllerinin hicre icine alimi venkimi asagidaki sekilde
gosterilmitir (37). [Not: Parantez icerisindeki belirtilen maralar sekildeki

numaralara karlik gelmektedir.]

[1] LDL reseptorleri hiicre membrani Uzerindekiirgilerde kiimelenny
negatif yukli glikoproteinlerdir. Bu girintinin hiie icine bakan tarafi girintinin

seklini muhafaza eden klatrin proteini ile kaphdir.

[2] Baglanma sonrasinda LDL-reseptor kompleksi endositez hilicre
icerisine alinir. LDL reseptorlerinde herhangi ltir bozukluk olmasi halinde
plazmadaki kolesterol seviyesinde énemli birsagidrulir. Bu tir bozuklga sahip
hastalarda tip Il hiperlipidemi (ailesel hiperkdk®lemi) ve prematire ateroskleroz

gorular.

[3] LDL iceren vezikul hizla klatrin kaplamasikaybeder ve endozom adi
verilen daha buyuk vezikilleri gfturmak tzere gier vezikillerle birlgir.

[4] Endozomun pH’sinin dinesi neticesinde (endozomal ATPaz’in proton
pompasi aktivitesinden dolayr) LDL reseptérindemlay Reseptér daha sonra
endozomun bir kenarina gim hareketlenirken LDL'ler vezikul limeninde serbes
olarak kalirlar.

[5] Reseptorler geri dogim yoluyla yeniden kullanilabilirler, oysa
vezikuldeki lioprotein kalintilari lizozomlara trsfer edilirler ve lizozomal
(hidrolitik) enzimler tarafindan yikilirlar. Bu yikm neticesinde serbest kolesterol,
amino asitler, ya asitleri ve fosfolipidler salinirlar. (Not: Lizordardaki kolestero
esterin hidrolizinde (Wolman Hastgl) veya esterlgnemg kolesteroliin lizozomun
disina tginmasinda (Niemann-Pick hasgitip C) eksiklge neden olan otozomal

cekinik bozukluklar belirlenngtir.
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Sekil 4.5.1: LDL'nin hicreye alimi ve yikimi. ACAT= asil CoA kesterol asiltransferaz
(37)

Kolesterolin, karager dsi dokular, kan ve karager arasinda dolanimi ile
hem kandaki hem de hiicre igindeki kolesterol miktiizenlenmy olmaktadir. Bu
regulasyonda rol oynayanghaa etkenler HDL, LDL gibi lipoprotein partikilleve
bu partiktller arasindaki @simi saslayan enzimlerdir. Ayrica bu enzimler icin

aktivator rolu oynayan ve de hucrelerdeki reseptérbg&lanmak icin gerekli olan
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apoproteinler de kolesterol dizenlenmesi icin detiek Lipoproteinler, enzimler,
apoproteinler ve bunlarla ilgili dokularda yapibalbozukluk yok ise, s6zu edilen bu
parametreler arasindakiskiler dengeli ise, kandaki kolesterolin de deng&dugu

ve arterlerde aterosklerotik lezyonlarin olngadyoralur.

Kan ve dokulardaki kolesterol metabolizmas! atdeysiz gelsmesinde
onemli bir yere sahiptiSimdiye kadar yapilan bazi ¢gialarin sonuclari gbz oniine
alinarak, LDL ile tainan kolesteroliin ateroskleroz gehinde ve damar tikayan
fibréz plak olgumunda buyik dneme sahip ofdugdsterilmgtir. Kandaki yluksek
LDL miktarlari ateroskleroz okwmunu hizlandirmaktadir.

LDL'ler normal olmasi gereken miktarlarda LDL regeferi tarafindan
alindginda kolesteroliin fazlasi birikmez. Ancak ateroskida makrofajlara giren
LDL reseptor aracign ile kontrolli girmedikleri icin boyle bir feed-bk etkisi

yoktur ve sinirsiz birikim htcreyi kdpuk gorunumigeyirir (37,92).

4.6. LDL Kolesterolun Ateroskleroz Patogenezindeki Roli

Ateroskleroz olgumunda pek cok etken vardir. LDL kolestereol bueetér
arasinda 6nemli bir yer tutar. LDL belirli bir kaargrasyona kg olarak plazmadan
subendotel bgugun icine diftize olur. LDL oksidatif strese maruzakak modifiye
olur ve aterosklerozun patogenezi icin kesin glcha inanilan yeni 6zellikler

kazanir.

Oksidlenmg LDL ateroskleroz ve ateroskleroz ile ilgili haskéra maruz
kalmis kisilerin kanlarinda goruldgll icin bu yapinin ateroskleroz patogenezinde

onemli oldgu disinulmi ve aratirmalarin kayngi olmustur.

Lipoprotein modifikasyonunun mekanizmasi heniz mrelgilmamakla
beraber; LDL partiktlt icinde bulunan lipidlerdezetiikle fosfolipidler ve iginde
poliansature y@aasidlerini (PUFA) barindiran kolesterol esterlariperoksidasyonu,

lipoprotein modifikasyonunda énemli bir ipucudur.
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Sekil 4.6. LDL icindeki doymany yag asidlerinin oksidasyonu, MDA’nin meydana gelie
Apo-B oksidasyonu (102)

Yukaridakisekilde gekil 4.6) gorildigu gibi molekdler dgisim ve hidrojen
girisi sonucu dien grubu meydana gelince oksijen gandia peroksi radikali ortaya
cikar. Bu reaksiyonu otokatalitik reaksiyonlar fakeder ve hidroperoksidler
meydana gelir. LDL partiktlinin lipitlerinde meyadangelen bu dgsimden
LDL’nin major proteini Apo-B oksidasyon nedeniylargalanmaya lzéar. Metal
katalizli reaksiyonlarda ya asidi hidroperoksidleri aldehidlere d&i.
Malondialdehid bunlardan biridir. Bu aldehidler mmlerdeki lizinin epsilon amino
grubu ile reaksiyona girerek Schiff bazlarini spluur. Boylece LDL partiktlinde
negatif yikler olgtugu icin modifiakasyon meydana geknplur. Bu nedenle
ortamda serbest radikallerin ely stperoksid anyonu gibi reaktif oksijen tirleri,
lipooksijenaz enzimleri, myeloperoksidaz, glukoZanlasi LDL modifikasyonu igin
ortam hazirlar. Ayrica Fe, Cu gibi metal iyonlanrda LDL modifikasyonu igin
ortam sgladigi bilinmektedir. Prostanoid metabolismas! sonucut@artaya cikan
MDA da lipid modifikasyonuna neden olabilir.
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Batin bu reaksiyonlarin sonucunda modifiye ggnuDL normalden farkl
davrang gosterir. Dokudaki LDL reseptorleri tarafindanitamadg icin makrofajlar
tarafindan toplanir ve atersklerotik plaolusturan koépuk hicrelerine doéner. Bu
mekanizmalar ateroskleroz patogenezinin lipit ydtdimtemelini tgkil etmektedir.
(40,43,96)

4.6.1. LDL Modifikasyonu ve Intimaya Geci

LDL modifikasyonunun mekanizmasi ve yeri hakkindédgiler de cok
¢esitlidir. Modifikasyonun c¢eidi ve balamasi damar l[imeninde olglu gibi
limenden intimaya gege de olabilmektedirintimaya gegiin nedeni okside olan
LDL mi? Endotelde bgka nedenlerle meydana gelen hasar mi? Yoksa indmad
GAG’larin LDL'ye olan afinitesinden dgan yaklgimi mi? Sebebi bilinen veya
bilinmeyen cgitli nedenlerle kandaki hemodinamik Gugcleringdenesi ile 6n plana
cikan caitli enflamasyon, hemostaz ve adhezyon molekillai? Bu karmaik

mekanizmalar gunimizde net ¢c6zim bekleyen konuléfd).

Oksidadif stres veya bka nedenlerle endoteldeki hemodinamik gugclerin
degsismesi, modifiye veya normalden farkli yapida oksideL arter limeninde

birikir ve endoteilin LDL’ye kagl gecirgenlgini artiran bir dizi olaylar serisi kiar.

LDL arter duvarinin 3 ana hicresinde okside olabiBunlar; Endotel
hiicreleri, monosit-makrofajlar ve arteryal duz kaégreleridir. Vitamin C gibi suda
ve probucol, vitamin E gibi lipide ¢6zinen antiaenlar LDL'nin oksidatif
modifikasyondan korunmasinigarlar.

Kanda dolgan LDL partikilleri, endotel hasarini takiben eraddén intimaya
gecme firsatini bulur. Endotel hasari bu gedgiizlandirnir. Cinkld normalde

lipoprotinlerin endoteli gegcmesini dnleyen bir lyan vardir.

Buna r&men endoteli garak intimaya giren LDL partikilleri 6zellikle GAG
tarafindan tutulur. Cinkih GAG’larin LDL, IDL ve VLDnin yapisinda bulunan
Apo B-100’e afinitesi vardir.Silomikron da Apo B icerir fakatsilomikronlar

lipoprotein lipazin etkisi ile normahrtlarda yg asitlerine dongmektedir.
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Ozellikle bulyuk miktarda Apo B igceren LDL'nin intiada GAG'lar
tarafindan tutulmasi aterogenezinslaenasinda anahtar roli oynar. Cunku fibréz
plagin olusuna ve damar daralmasina kadar gidecek olan busdaraki olaylar

durdurmak zordur.

Bu nedenle GAG-Apo B #gkisinin bu noktada durdurulabilmesi damar
daralmasi ve takip eden tikanmayi énlemede blyidmorgimaktadir.intimada
GAG'larin da yardimiyla tutuklanan LDL'de modifikgenlar balar. Sekil 4.6.1'de

bu durumlar 6zetlenrtir.

iki tip modifikasyon vardir. Biri oksidasyon gtri derivatizasyondur. Arter
duvarindaki makrofajlar superoksidleri salgilar Y& makrofajlarin fagositik
fonksiyonlari gergidir. Fakat bu etki burada istenmeyen bir fonksiyolarak
islemekte bu slperoksidler apolipoprotein B’lere salék onlari oksidatif

parcalanmaya zorlamaktadir. Boylece LDL partikUhibiitinlEi bozulmaktadir.
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Sekil 4.6.1 (a)LDL molekilinin modifikasyonu ve meydana gelegigi&likler

LDL’nin oksidasyonundan B&a diger bir yol da derivatize olmasidir ve
burada en biyuk etken malondialdehidin (MDA) LDe birlegmesi veya LDL'nin
glikozillenmesidir. LDL’'nin gerek oksidasyonla veedgerekse der yollarla
derivatize olmasi makrofajlarin gérevi ggrreonlari icine cekmesine vesia

kolesterollerin de makrofaj icinde kopuk gorinimumeden olmaktadir. Kopuk
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hicrelerinin buydk bir kismi makrofajlardan gheaktadir. Az bir kismi da duz kas
hiicrelerinden olgabilir (79).

LDL’ler normal olmasi gerekenartlarda yani dokular, LDL reseptérleri
tarafindan alingganda, LDL'den salinan kolesterol molekdilleri yeniDL

reseptdrlerin olgumunu inhibe ederler ve kolesteroliin fazlasi hietadkmez.

Halbuki makrofajlara giren LDL reseptor aragilile kontrolli girmedikleri
icin boyle bir feedback etkisi yoktur. Ve sinirsizikim devam eder. Bu kontrolsiiz
birikim hicreyi képuk gorinimune cevirir. Bu goriné kopuk hicre denmesinin

nedeni budur.

Ateroskleroz geliminde ikinci 6nemli basamak enflamasyon hicrelarin
arter endoteline I@anmasi ve bu hicrelerin intimaya goé¢ etmesidipopirotein
depolanmasinin enflamatuar hiicre toplanmasi ichekfieoldugu disintlmesine

ragmen dgal formlarindaki lipoproteinler enflamatuar realsiy balatmazlar.

Bu nedenle Ox-LDL olgumunu takip eden ikinci 6nemli nokta, enflamasyon
hicrelerinin arter endoteline glanmasi ve bu hicrelerin intimaya go¢ etmesidir.
Burada VCAM (vaskiler hicre adhezyon molekild), lanasyon hicrelerini
endotel limeninden intimaya ge¢cmesinglaa Bu adhezyon molekdillerinin yapisi
immunglobuline benzer yapi i¢egiliicin immunglobulin superfamily adhezyon

reseptorleri diye de anilmaktadir.

Intimaya gegcen monositler makrofajlara dgiimive Ox-LDL'leri toplayarak
kopuk hicrelerin dongiir. Bu arada arteryel duz kas hicrelerinden (ASME)

makrofajlardan ¢gtli sitokinler ve buyume faktoérleri salgilanmayasiar.

Damar endoteli bir taraftan makrofaj, bir tarafteombosit dger taraftan diiz
kas hucrelerinin ve kendisinin bizzat salgifadgssitli bliytime faktorleri ve
sitokinlele kagi kawiyadir. Bu arada aktifienis T lenfositlerinin  hlcre
proliferasyonunu inhibe eden interferonu salggadposterilmgtir. Diger etkileri de
g6z oOnune alinginda interferonun aterogenezi lokal olarak inhib&ige
disinulmektedir. ICAM-1 aterosklerotik lezyonlarda imnohistokimyasal
yontemlerle tespit edilngiir (68,82,86,93).
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VCAM-1 endotel hicrelerinde sentez edilir. VCAM-lenm Watanbe
heritable hiperlipidemisinde hem de, kolesterol bieslenmj insan ve taganlarin
arteryal endotelinde imminohistokimyasal olarak iestmistir. Kolesterol ile
beslenen taanlarda arteryal intimadaki VCAM-1 ekspresyonunomnoniklear
enflamasyon hdcrelerinin intimaya steasindan once yapifg gosterilmgtir. Bu
durum plazma kolesterolunun yikselmesi ile birlikleononiklear enflamasyon
hiicrelerinin intimaya gecmesinin hizlanmasi hipotkez paralellik géstermektedir.
Son yillarda LDL oksidasyonunun erken urinu olaofthsfatidil kolinin endotel
hicrelerinde  VCAM-1'in  sentezini hizlandiggh da gdosterilmgtir. LDL ve
aterosklerotik plak okum safhalaringdyle siralayabiliriz:

e LDL’nn arter duvarina infiltrasyonu

e LDL’nin arter duvarinda tutunmasi

e LDL’nin modifikasyonu

* Modifiye olmus LDL’nin makrofajlar tarfindan alinmasi

» Koptuk hucrelerinin meydana gelmesi

* Yaglh gizgilerin olusumu

* Yagh cizgilerin fibroz plaklara dénginesi

» Damar lumeninin daralmasi ve kan akiminin zorlanmas

* Fiziki nedenlerden dolayr hemostazin tetiklenmes& trombus
olusumu.
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Sekil 4.6.1 (b):LDL’nin intimaya gecgi ve meydana gelen kimyasal reaksiyonlar (23)

4.6.2. LDL kolesterol ve Proteoglikanlar

LDL subendotelde ekstraselliler matriks proteogileana bglanir ve
intimada LDL ‘nin tutulmasi artar. GAG’lar tekraylan disakkarit birimlerinden
olusan linear polisakkaritlerdir. Gili proteinlere bglanarak proteoglikanlari (PG)
olusturur. Hidrofilik olup katyonlari ve su ile genma o6zellikleri vardir. Endotel
hiicrelerinde 6nemli dlgiide heparan stlfat (HS), ®&g hicrelerinde kondroitin
sulfat (KS), hem endotel hem diz kas hicrelerindemdtan sulfat (DS) sentez

edilir. Sekilde bu yapilar gortlmektedir (20,45,87).
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Sekil 4.6.2: Cssitli glukozaminoglikan molekiilleri

Son yillarda ateroskleroz patogenezinde Uzerindalau konulardan biride
endotel hasarindan sonra yenidegek&ll eden intimada Kondroitin silfat (KS) ve
LDL miktarinda gérilen agur. Dlz kas hucrelerinin (SMC) proliferasyonunu
inhibe eden heparin silfat (HS) miktari lezyonllgede azalma gostergtir.

Endotel hasarini takiben arter duvarinda LDL’ninrikonesi duz kas
hiicrelerinin proliferasyonu ile KS agina, bu ary da dolayh olarak arter duvarinda
GAG-LDL kompleksi olgumna neden olacaktir. Proliferasyongrayan duz kas
hicreleri cok sayida KS Uredtiicin, aterosklerozda meydana gelen lezyonlarda

LDL-KS kompleksinin oldgu bildiriimektedir.

kultarlerinde LDL-PG kompleksinin  fagosdga kolayca

Buradan LDL'nin kondroitin sulfata

Makrofaj

makrofajlara girebildii gosterilmitir.

baglanmasinin tarafindan  lipoprotein  aliminikolaylastirdigi

distinulmektedir (23).

makrofaj

Arter yapisinda heparan stilfat proteoglikanlari®{PG) dnemi Gizerinde pek
cok calgmalar yapilmgtir ve ginimuizde bunlarin go anlgilmis ve uygulama
safhasina da girgtir. Heparan silfat proteoglikaninin damar yapiakiniyolojik

Ozellikleri s0yle 6zetlenebilir:
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Endotelin luminal ylzeyindeki heparan sulfat dala kandaki
lipoproteinlerin yapisinda buluna trigliseridlerdioliz eden lipoprotein lipaza (LPL)

baglanir.

LPL diger taraftan hiicre ylzeyindeki heparan sulfatgldvearak LDL ve

LP(a)'nin alinmasini gar.

Heparan sdlfat hicrelerin migrasyonunu inhibe eddeparan silfat
Antitrombin [l (AT Ill)’e baglanip onu aktiflgtirerek hemostazda énemli bir gérev
yapar. Cunkd AT IlI'Gn aktivasyonu ile trombin verm b&h olarak fibrin olgumu
yavaglar veya olmaz. Hemostazda 6nemi olan trombopogtingssitli molektillere
HS'nin etkili oldugu gordlmigtur. Bazal membranda bulunan HS buradaki buyime

faktorlerinde etkilidir.

Lipazlar, proteaz inhibitorleri, ekstraselliler miet (ECM) proteinlerinin
transkripsiyon faktorlerindeki GAG ile Bmnan yerdeki amino asid dizileri benzer
yapidadir. Bu bglanma yerlerindeki amino asidlerde dizilim defeldugunda ilgili
proteinde fonksiyon bozuk@u goérulir. Bugin artik GAG ve PG’larin hicresel
islevlerinin 6zellikle buyime ve farkligma Uzerine etkili oldgu kabul edilmektedir.
Ancak bu gorevi nasil surdurgii hakkinda bilgiler yeterli dgidir (20,23, 45,87).

4.7. Sialik Asid ve LDL

Son yillarda yapilan c¢amalar serumdaki total sialik asid 6lctiimlerinin
koroner arter hastaliklar icgin risk faktoru oflunu bildirmektedir. Sialik asid
ndraminik asidin asetilenmitirevidir. Sialik asid glikoprotein ve glikolipidfin
indirgenmeyen uclarinda terminal komponent olarakudur. LDL kolesterolun
desializasyonunun ateroskleroz getinde 6énemli oldgu ileri strtlmigtar. Kimi
arggtiricilara gore sialik asid endotel hicreleri i@oruyucu bir role sahiptir. Sialik
asid bir¢ok fizyolojik olaylarda etkindir. Hucrelarbirbiri ile interaksiyonu, hicre
proliferasyonunda sialik asidin 6nemli fonksiyonuarshir. Bu 0Ozelliklerine
dayanilarak sialik asid akut faz reaktani olarakalaul edilmektedir. Ozetle, gl
argstiricilar sialik asidin kardiovaskuler mortalitieil ciddi bir iliskisi oldugunu,
aterosklerozda belirleyici olgunu bildirmglerdirtir (14,76).
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4.8. Lipid Peroksidasyonu ve Ateroskleroz

LDL’in modifikasyona gramasinda lipid peroksidasyonu onemirtaPek
cok hastaliin gelsmesinde rol oynayan lipid peroksidayonu c¢ok doymagag
asidleri iceren ygarin, serbest oksijen radikalleri tarafindan oksid olarak
bozulmasidir. Hicre membranlarinda bulunasiticecok doymams yag asitleri
bdyle bir bozulma reaksiyonu ile peroksidlere, hldkere, alkollere, hidroksi ya
hiicredeki molekuller ve htcrenin sgi organelleri zarar gortr bazilarirgdyle
siralayabiliriz. Membran hasari gorulir, DNA hasgérultr, hicre ici organlarin
membranlari zarar gorur, mitokondri organelleriazag6rir, enzimler ve enzim

olmayan cgitli proteinler zarar gorur (33,67).
4.8.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller elektron diizenleri bozgdlicin kararhliklarini kaybetrgi
ve bu ylzden reaktif hal almatom veya molekul formlaridir. Stabil bir molekéld
elektronlar, dy orbitalde ¢ift olarak bulunmakta, boylece herddgktronun zit spine
sahip bir einin olmasi sglanarak kararli bir yapi ofturmaktadir. Eer son
yoriingedeki orbital elektron alirsa veya kaybedgese atom veya molekul bir veya
daha cok sayida ciftlenmegrelektron tair hale gelirse, yap!i artik bir serbest radikal
halini almakta ve manyetik momentum gostermekte8Serbest radikaller pozitif
veya negatif yukli veya yuksiz olarak bulunabilreekhem oksidan hem de
rediktan olarak gorev yapabilmektedirler. Serbaslikallerin olumsuz etkilerinin
yaninda fizyolojik gorevleri de vardir. Enerji Urainde, ovulasyonda ve
fagositozda, intraselliiler sinyallerle dizenleneiicre fonksiyonlarinda serbest

radikallerin gerekli oldgu bildirilmistir ( 8,52).
4.8.2. Oksijenin Radikal Biyokimyasindaki Yeri

Lipid peroksidasyonuna yol acan serbest oksijenkadidri icinde kararsiz
yapl goOsteren sgesmemi elektronlar vardir. Oksijen solunumu yapan butin
canlilarda lipid peroksidasyonundan kagmak mumkiegildir. CuUnki caitli
metabolik yollarda meydana gelen oksido rediksigaksiyonlari esnasinda serbest

oksijen radiklalleri az miktarda aur. Bu zararli olsumlar derhal hiicrenin icinde
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bulunmasi gereken antioksidan sistemlerle zarahsle getirilir. Ancak bazi

durumlarda (inflamasyon, iskemi, radyasyonlaskkariya kalmak, antibiyotik veya

benzer tedavilerin uygulanmasi sirasinda ve bilguenz diger bazi reaksiyonlarda)
serbest oksijen radikalleri daha fazla uretilir. diide mevcut olan savunma
sistemleri fazla serbest oksijen radikalleri iles memez hale gelirler ise, st

dokularda lipid peroksidasyonunagbehasarlar olgur.

Atom numarasi 8 olan oksijen atomunda 8 elektrofurbunaktadir. (Bir
oksijen molekilinde 2x8=16 oksijen bulunur). Oksijmolektlinde ayni yonde
donen iki elektrona sahip 2P son orbitali énemliddu orbitallerdeki elektron
degisimleri veya farkh yonlere donmeler singlet oksijeadi verilen sekilde
gorulecegi gibi normalden farkli olmasi ile oksijen radikail olusur. Oksijenin 2P
orbitalinde glesmemi elektronlar veya ters dosli elektronlar oksidan molekilleri

olusturur (23).

D GO &b &b O

@%@ @%@ HO GO OO

1

Oksijen Singlet Siglesid Peroksid Singlet
Molekdilii Oksijen ,0 iyonu ©2 Oksijen
Sekil 4.8.2: Oksijen molekulindn elektron sayisi vegaln oksidan molekuller (23).

Yukarida soylendii gibi oksijen soluyan canlilarda oksijene ghaolarak
meydana gelen reaksiyonlar nedeni ile oksidan nidieknden kagmak muimkin
degildir. En reaktif ve toksik etkili oksijen radikahidroksil radikaldir. Dgal olarak
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organizmada meydan gelen hidrojen peroksid iletileaksijen arasinda meydana
gelir.

HO, + O+ H » OH+B +0O

Bunun gibi organizmada pek cok reaktif oksijen rkdleeri olur. Bu tir
molekdller metabolizma sirasinda endojen olarakdaeygelebildikleri gibi, eksojen
kaynakli da olabilirler.

4.8.3. Nitrik Oksid (NO)

Hucrede metabolizma sirasinda meydana gelen sadm#kallerden biri de
NO’'dur. Nitrik oksidin LDL oksidasyonunda etkindwigu bildirilmistir (38) . Nitrik

oksidin metabolizmada géi di ger 6zellikleri gagida 6zetlenngtir.

NO oldukca reaktif bir 6zelle sahip olan gaz yapili 6zgilile hem gutclu
vazodilatér, hem de trombosit agregasyonu inhiiddr. NO endotel hicrelerinin
vazodilatasyonuna sebep olur, ayrica trombosit iyaklarini inhibe edici etkisi
vardir. Nitrik oksid renksiz bir gazdir. Suda azgdir. Oksijene afinitesi fazladir,
nitrojen dioksid meydana getirir. Yarilanma omris@niyedir. Stabil bir katyona,
(NO") donigiir. NO hiicre ici mesaj veren ve gaz 6z@liile olan yegane bijiktir.
Nitrik Oksid ilk kesfedildigi zaman endotelden tlreyen relaktif faktor (EDRIEyak
iIsimlendirilmistir. Cunkl gergekten endotel hiicrelerinde vazoasgbna neden olur
ve damar tonusini ayarlar, bu esnada da tromlpsigasyonunu inhibe eder.

NO’nun meydana gailini sgglayan enzim olan NOS’un da iki formu olglw
goriilmistir.  Bunlardan biri devamli olarak sentez edilira™C iyonlarl ve
kalmodulin ile duzenlendi bilinir. ikinci NOS ise sitokinle uyarilir ve
posttranskripsiyonal olarak diizenlenir. Trombinuy@ile meydana gelen trombosit
agregasyonu ve serotonin sekresyonu endotelderasdNO ile bloke olur. NO’nun
bu etkisi aspirin ile ortadan kalkmaz. Cunkl bui gtkostanoidler aracg ile
gerceklsmez. NO’nin trombosit sekresyonuna inhibisyon etk#s selektin ile
ayarlanir. NO ayni zamanda lokositlerin endotelraigizeyine adezyonunu inhibe
eder. Duz kas hiicre migrasyonu da NO tarafindaibenbdilir. Boylece diz kas
hiicre proliferasyonunda azalma gorulir. Bu 6zedhikie NO damar yaralanmasina

cevap veren endotelin major komponentlerindendbaiak kabul edilir (38,66).
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4.8.4. Antioksidan Sistemler

Hucre hasarinin  6nlenmesinde antioksidanlarin Gnegdlrevi vardir.
Antioksidanlar superoksidler, hidroksil radikallereé hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tdrlerinin olgturduklari hasara keair koruyucudurlar. Antioksidanlar reaktif
oksijen tirlerini temizlemek veya okside Kilderi indirgemek yoluyla glev
yaparlar. Antioksidan molekiller serbest radikaller ile é&tkime girerek zincir
reaksiyonunu sonra erdirirler, kendi elektronlarimermek suretiyle serbest
radikalleri nétralize ederler ve hayati molekullehasardan korurlar. [Zal
antioksidanlar; enzimatik olanlar ve enzimatik oy@alar olmak Uzere
gruplandinlirlar. ~ Superoksid dismutaz (SOD), kata glutatyon peroksidaz,
glutatyon s transferaz mitokondiral sitokrom okgiggnzim 6zelki gosteren énemli
antioksidanlardir. E vitamini, karotenoidler ve imet, ubikinon, C vitamini,
melatonin enzim olmayan antioksidanlardir. Katdbation drin olan biluribin
albumine bglh yag asidlerini lipid peroksidasyona kakoruyan énemli antioksidan
molekillerden biridir. Ayrica; Urik asid, seruloptain, transferin, ferritin, albumin,

heptoglobulin-hemopeksin plazmada bulunan antiegkdat arasinda yer alir (1.18).
Glutatyon (GSH)

Glutatyon; glutamik asid, sistein ve glisinden sal bir tripeptiddir.
Glutatyonun serbest tiol grubu hticrelerin oksidsiiése kas korunmasini sgar.

NIl 5 O J— GSSG + HO

Yukaridaki reaksiyonda glutatyon peroksidaz reakdksijen ttrlerini

indirgemek ve hidrojen peroksidi suya dgtilimek suretiyle hicreyi oksidatif
hasara kar korur.

GSSG + NADPH + H---meme- 2GSH + NADP

Yukaridaki reaksiyonda da glutatyon rediktaz NADRH’indirgeme
kapasitesini kullanilarak indirgengnglutatyon olgumunu sglar.
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4.9. Oksidlenmis LDL ve Sitokin ili skisi

OxLDL’nin arter intimasina infiltrasyonu, bu bélgednflamatuar cevabi
uyarmaktadir. OxLDL olarak bilinen oksidatif ve @matik reaksiyonlar sonucu
degisime usrayan lipidler, yuksek derecede immunojenik olupoipitamatuar
kemotaktik faktor gibi davranarak endotel hicrelde |0kosit adezyon
molekdllerinin ekspresyonunu uyarir, boéylece aldian bolgesine kan hicrelerinin
gOcu ve sitokin salgilanmasi artar. Ozellikle dtalinams aterosklerotik plaklarda
immun sistem hicreleriyle (makrofaj ve T hicreleb)rlikte proinflamatuar
sitokinlerin (interlokin-6= IL-6, tumoér nekrozis Ker-o=TNF-a), kemokinlerin
(monosit kemataktik peptid-I=MCP-I), adezyon molibinin (vaskuler htcre
adezyon molekuli-1= VCAM-I), C-reaktif protein (CRFCD40 ve CD40 ligandinin
saptanmasi, immun cevabin aterogenez mekanizmasahdaynadginin dnemli
kanitlaridir (44,85).

Aterosklerotik hastagin aktivitesinde ve ilerlemesinde T hucreleri,
antikorlar ve koruyucu rol oynayan immunregulatibolsnler (interlokin—10=IL-10,
“transforming growth factop= TGF{) oOnemli gorev almaktadirlar. Aterom
plaginda ekstraselluler lipid, birbirinden ayrilgnintimal diz kas hicreleri, OxLDL
iceren makrofajlar (kbpuk hicreleri), T lenfositast hiicresi ve plazma hicresi
gozlenir. Makrofajlar tarafindan Uretilen matriketalloproteinazlar plak riptirtne,
doku faktorli ise trombus alumuna yol acar. Ruptur olmwir aterom plginda
bozulmy endotel, inflamatuar hiicre infiltrasyou, hemor&@matom ve trombus

bulunur.

Genel olarak inflamasyonun ateroskleroz patogedezinbnemli rol
oynadginin anlgiimasi ile birlikte inflamatuar belirtecler 6nemzeamstir. Bunlar
arasinda akut faz proteini olan C-reaktif protei(f@RP) , kardiyovaskuler hastalik
riski icin gucli bir serolojik garet oldgu saptannstir. CRP’nin, koroner arter diiz
kas hicrelerinde ve hastalikl periferik damarlasdatezlengi gosterilmgtir. CRP
proaterojenik olup, damar duvarinda adezyon moleki8bresyonunu arttirir, arter

duvarina monosit adezyonunu ve endotel kemokinesgknunu arttirir, LDL
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oksidasyonunu tetikler, makrofajlarin LDL aliminirttair ve kompleman

aktivasyonunu uyarir.

OxLDL, transkripsiyon faktorleri (NkB'ninde dahil oldgu) yoluyla endoteli
aktif eder. Bu transkripsiyon faktorleride adhezyawlekillerinin (E-Selectin,
VCAM-1 ve ICAM-1) artmasina neden olur(44,46). Helmamik gerilme basinci
endotelial hiicrelerde NdB sinyal b&mli adhezyon molekullerinin ekspresyonunu
indukler. Monositler ve T-Lenfositleri damar cepdayunca ilerler ve adhezyon
molekillerine bglanir. Bu adhezyon molekilleri, monositler ve T fasitleri
endotelden goc¢ ederek intimada birikir. Kanin dandaina c¢iksl kemokinler
tarafindan ( orngn MCP-1) balatilir ve ilerletilir. Monositler intimada M-CSF
aracllglyla desisime urayarak makrofajlara dogir. Intimal OxLDL scavenger
reseptorleriyle makrofajlarin icine alinir ve malajtar kolesterol yukli képuk
hicrelerine domngilr. OxLDL'nin  reseptdr aracgilyla alinmasinin  énemi
aterosklerozun gelmi agisindan son zamanlardasamalmistir. Copci —A eksikfi
olan veya CD36 ve apolipoprotein E eksiklolan farelerde ateroskleroz lezyonlari
azalmstir (22,25,44).

4.10. Damar Sistemi

Kan damarlari endotel adi verilen hicrelerdersrolugtur. Endotel hiicreleri;
kan ve damar hicreleri arasindaki ylizeyde ysrietek katli, yassi, oval ¢ekirdekli
hiicrelerden olgan narin bir katmandir. Kapiler [imenini tek birdetel hicresi
kusatir. Sekil 4.10’da arter ve venlerdeki damar yapisi veotelin bulunyg sekli
gorulmektedir (47).

Kan damarlarn U¢ katmandan (tunika) ghustur: intima, media ve

adventisya.
4.10.1.intima

Damarin i¢c yuzeyini déeyen endotel hicrelerinin glurdugu kattir, hiicreler
bazal lamina Uzerinde bulunurlar. Bu htcrelerin g&gn %1'i yenilenir. Endotelin

altinda seyrek duz kas hucreleri iceren sg&v b& dokusunun olgturdugu
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subendotel tabakasi bulunur. Arterlerde intimadia@an elastik lamine interna ile
ayrilmistir. Bu kisim tGzerinde madde ggge izin veren ve hucrelerin beslenmesini

sgilayan pencereler (fenestralar) bulunur.
4.10.2.Media

Baslica sarmal bicimde dizillgi diz kas hicrelerinin  ofturdusu
tabakalardan meydana gelir. Bu kas hucreleri agdaselastik lifler ve lameller,
retiktler lifler ile proteoglikan yapilar vardir. 12 kas hicreleri bu hicredi
matriksin hicresel kaygadir. Daha buyik arterlerde media ile adventisyasiada
ince bir eksternal elastik lamina mevcuttur. Kapie post kapiler venillerde media
tabakasi perisit denilen hicrelerdensalu

4.10.3.Adventisya

Kollajen ve elastik liflerden okwr. Adventisyadaki kollajen, tip | kollajendir.
Adventisya tabakasi, genellikle icinden ggicbrganin etrafini saran palokusu ile
kaynair.

internal Elastik Lamina

- Endate
-

Intirna

Endatel

Media [
b

9 Bdverti=ya

Sekil 4.10: (A) arter, (B) ven kesitindeki damar katmanlarigematik goériinimu (47)
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4.10.4.Damar Endoteli ve Ozellikleri

Endotel hucrelerinden g#i reaksiyonlar icin farkli zamanlarda gt

artnler sentezlenir. Bu drtinler kanin tromboreggdasinu sglar (34).

/ "\
(AT [tPA| 7
un,lf \ ,U'-‘[r, R
< @D |am| A&
Iﬁ“g T'“H fﬁl [111:";'-'-.'[{1 | ' H/ﬁ
) AR
.\"'\-\.'I X} [ ]
- ENDOTEL HUCRESI [€a
' '}::DP.az' _S%W
Erken Inflamasyon

Sekil 4.10.4: Damar endotelinden salinan bazi molekiller (91)

PGL: prostasiklin; NO: nitrik oksit ; ET: endotelinHS: heparan sulfat ; AT
[lI: antitrombin; uPA: trokinaz plazminojen aktiéat; uPAR: uPA reseptor ; Ann Il
annexin 1lI; tPA: tissue plazminojen aktivatdr ; Plg plazminogen ; TM:
trombomodulin ; PC: protein C ; TF: tissue faktofTEPIl: doku faktorl yolu

inhibitérd ; CAMs: hicresel adhezyon molekiilleri.

Sekil 4.10.4'de goruldgi gibi endotel hicreleri bircok madde sentezleme
kabiliyetinde oldgundan gagidaki 6zeliklere sahiptir.

* Non trombojeniktir. Plazma ve kanin hicresel eletheenile reaksiyona

girmez.
» Subendotel i¢in gerekli besin maddelerinilaa
» Makromolekdller icin bir barier okiurur ve endotelin altina gecmesini dnler.

* Endotel hucreleri PG] c¢eitli interlokinleri, IL-1, c¢sitli blUyume
faktdrlerini, ¢aitli vazodilatorleri salgilarlar.

Endotel hicreleri bir taraftan makrofaj, bir tagafttrombosit ve der taraftan
diz kas hucreleri ve endotelin bizzat kendisinilgitadig cesitli bliyume faktorleri

ve sitokinlerle kagn karsiyadir.
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Endotel hucrelerinde immunglobulin birimleri stgan ve hcreler arasi

baglantilarda rol oynayan geli proteinler de bulunmgtur.

Endotel hucrelerinin luminal ylzeyinde serotoniristéimin, anjiotensin,
epinefrin, norepinefrin, trombin icin reseptorlespit edilmgtir. Angiotensin | ve I

salinimini gergeklgirir.

Endotelin luminal yiizeyi bir proteoglikan olan gikaliks ile kaplidir. Bu
kaplama materyali heparin sulfat ve geli glikozaminoglikanlari icerir. Bu
glukozaminoglikanlar koagulasyonda énemli bir intibolan antitrombin 1II'G (AT
[II) aktif hale getirirler. Endotel hiicreleri plaEnojen aktivatorlerini sentez ederler

ve salgilarlar.

Endotel hicreleri trombaksam, ATXA)'nin aksine gicli bir antiagregan ve
vazodilatér olan prostasiklini (Pglyi sentez eder. Bazi ilaclar endotelden PGl
sentezini arttirirlar. Endotelden Bin saliniminin azalmasi ateroskleroz ve
tromboembolism gealimini hizlandirir.  Aterosklerozda P&hzalirken, TXA de
artis gostermektedir. Endotelden sentezlenen trombonmogubtein C aktivasyonu

icin gereklidir.

Von Willebrand faktor (VWF) trombositlerin subendijuma yapgmasi igin
gereklidir, endotelden ve makrofajlardan saliniické kulttrlerinde bazal membran
kollageninin de endotelde sentezlef@joralmistdr.

Ayrica, endotel hicreleri damar tontsinun, koagilagn, fibrinolizisin,
inflamasyonda |6kosit adezyonunun ve damar diz Kasesinin ¢galmasinin

kontrolinde 6nemli rol oynamaktadir (34).
4.10.5.Normal ve Aterosklerotik Endotel

Endotel  fonksiyonunun  bozulmasi  ateroskleroz sgelnde ilk
basamaklardan biridir. Cinkl endotel disfoksiyoraugdcirgenlik artar. LDL'nin bu
gecirgenlikten yararlanarak endoteli gegcmesine medtkn endotel disfonksiyonudur.
Tablo 4.10.5’de normal ve fonksiyonu bozulrendotelin 6zellikleri gorilmektedir
(34,56).
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Tablo 4.10.5:Normal ve fonksiyonlari bozulgidamar endotelinin 6zellikleri (34)

Normal endotelyum

Disfonksiyonel endotelyum

inflamatuar 6zellikler

Antikoagulant 6zellikler

Vazoregulator dzellikler

Lokosit adezyon
molekullerinin seviyeleri

azdir veya yoktur.

Inflamatuar sitokinlerin
seviyeleri dgik veya

yoktur.

Minimal platelet adezyonu
Prokoagilant molekillerin
ekspresyonu yoktur. (6rn:
doku faktori ve PAI-1)

Fibrolizis artmstir.

NO, PGI2 gibi vazodilatorle

salinir.

Lokosit adezyon
molekullerinin ekspresyonu
artmstir.(6rn: VCAM-1,
ICAM-1)

Inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonu (MCP-1)

artmstir.

Artmis platelet adezyonu
Prokoagilant molekdllerin

ekspresyonu artrgtir.

Fibrinolizisin azaldgl

disundltr.

Endotelin gibi
vasokonstriktifler salinir, NO

sekresyonu azalgtir.

SMC regulatuar 6zellikleri

SMC proliferasyonu ve
gocunin inhibitorleri (TGF-
B)

4.11. Lipid Metabolizmasinda Dokular

4.11.1 Karaciger ve Yag Dokusu

SMC proliferasyonu ve
gocunin aktivatorleri
(PDGF)

Karacger, yetgkin bir insanda vicut@rhginin yaklagik %2’sini olusturur.

Major hiicre tipi olan hepatosit epitelyum kaynaklidntestinal kanal ve genel

dolasim arasinda yerjgk olan karagter, metabolik dengenin anmasinda 6nemli

bir role sahip olan pankreasla dakllidir. Hepatositlere giren lipidlerin yaasidi
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icerikleri oldukga farkh yollar izler: 1) Yaasitleri karagier lipidlerine dongtarulur.
2) Bircok kaulda y& asitleri karagierde major oksidatif yakit olarak gorur. Y&
asitleri asetil-koA ve nikotinamid adenin dinukleb{NADH) salamak icin aktive
ve okside edilebilir. Asetil-koA oksidatif fosfoasyon yoluyla ATP elde etmek icin
sitrik asit siklusu aracgtyla okside edilir. 3) Y@ asitlerinin oksidasyonu sonucu
asiri miktarda asetil-koA agg cikar ve gerekli olmayanlar kager tarafindan keton
cisimlerine dongtaruldr. Bu keton cisimleri bazi periferal dokularérnein kalp,
beyin veya uzun sireli aclikta enerji kagnalarak § gorebilir. 4) Y& asitleri ve
glukozdan tirevienen bazi asetil-koA'lar membragobentezi igin gerekli olan
kolesterol biyosentezinde kullanilir. Kolestereghiazamanda steroid hormonlarin
ve lipidlerin sindirim emiliminde esansiyel olanfreatuzlarinin da prekirsoradar. 5)
Yag asitleri plazma lipoprotein bilnyesindeki fosfolifgr ve trigliseridlere
donigtaraltr. Kolesterol ve kolesterol esterleri de ayramanda lipoproteinler
seklinde tginirlar. 6) Bazi serbest gaasitleri kanda albumine pnarak tainir ve
bu sayede kalp ve iskelet kasi icin major yakitrakais gorurler. Bu ytzden
karacger vicudun datim merkezi olarak hizmet eder. Bunula birlikterd@ger
yabanci organik bikgkler oOrnesin; ilaclar, yiyecek katki maddeleri ve
koruyucularinin da enzimatik detoksifikasyonundafik(3)

Yag dokusu deri altinda, kan damarlarinin etrafindsalvdominal kavitede
geng Olcude bitin vicutta g@dmistir. Yag dokusu yetkin bir insanin vicut
agirhginin yaklgik %15’ini olusturur. Bu &irligin yaklaik %65’ini de trigliseridler
olusturmaktadir. Y& dokusu metabolik olarak c¢ok aktiftir. Vicuttakigdr hicre
tiplerine benzesekilde ya& hicreleri piruvat ve yaasitlerini okside etmek icin sitrik
asit siklusunu kullanan ve mitokondriyal oksidafiisforilosyonu yapan aktif
glikolitik metabolizmaya sahiptir. Fazla miktardarkonhidrat alimi esnasinda,gya
dokusu glukozu pruvat ve asetil-koA argayla yag asitlerine dongturulebilir.
Bununla birlikte insanlarda ga yag asidi sentezi karager hucrelerinde meydana
gelir, yag hiicrelerinde meydana gelmez. Ozelliklgdan zengin bir diyetten sonra,
yag hicreleri karager ve intestinal kanaldan gelen trigliseridleri digp. Yakit
ihtiyaci gerekiginde, y& dokusunda dlanan trigliseridler y& hucreleri igindeki
lipazlar tarfindan serbest gasitlerinin olgturmak tzere parcalanirlar. Daha sonra

bu serbest yaasitleri kan akimi aracgiyla iskelet kasi ve kalbe génderilebilir.(3)
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4.11.2.Diger Dokular

Kalp yakit olarak kandan gelen glukoz, serbesg ysitleri ve keton
cisimlerini kullanir. Bu yakitlar ATP okiurmak icin sitrik asit siklusu yolu ile
okside edilirler.iskelet kasi gibi kalp kasi da fazla miktarda liy@ da glikojen
depolamaz. Enerjinin az bir miktari fosfokreateklinde depolanir. Kalp aerobik
oldugu ve oksidatif fosrorilasyondan enerji gidigi icin, kan damarlar lipid
depolar (ateroskleroz) veya pihti (tromboz) tanddin bloke edildiinde kalp kasinin
bu bolgesinde 6lim meydana gelebilir ve bu siregokard enfarktiist ya da kalp

krizi olarak bilinir.

Yetiskin bir memelinin beyni normalde yakit olarak sasl@tukozu kullanir.
Beyin yakit olarak dgrudan serbest yaasitlerinin yada lipidleri kullanamamasina
ragmen, gerekli oldgunda kara@erden y& asitlerinden olgan ve bir keton cismi

olanp- hidroksibutirat’t kullanir.

Diyetle alinan trigliserid yapisindaki uzun zincigoklu doymamy yag
asitlerinin dalak lenfosit proliferasyonu Uzeringéclt etkileri oldgu belirtilmistir.
Diyetle alinan lipidlerin 6zellikle tekli doymamiyag asidi icerginin aortta
ateresklerotik lezyonlarin genini onledii belirtilmistir. Bunun yani sira kanda
artmsg serbest ya asidi duzeyi karager, iskelet kasi ve pankrefishiicrelerinde
depolanir. Bu uygunsuz depo insulin direnciyle speur (3).

4.12. Hiperlipidemi

Hiperlipidemi; plazma trigliserid veya kolesterolizkylerinin veya her
ikisininde yukselmesidir. Trigliserid ve kolesterplazmada lipoproteinler halinde
tansirlar. Bu nedenle hiperlipidemi plazma plazma lipmpin dizeylerindeki aga
da ba&lidir. Artmig yapim veya dokama salinim yada azalgpiklirens veya
dolasimdan uzaklgtirlima nedeniyle bir veya daha fazla lipoproteinifs kanda
birikebilir; bazi vakalarda her iki durum birlikteulunabilir. Hiperlipidemi; primer

ve sekonder hiperlipidemi olmak tzere iki sinifallayaktadir (3).
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4.12.1.Primer Hiperlipidemi

Primer hiperlipidemi; beslenmeye ve sikliklpoprotein metabolizmasi ile
ilgili proteinlerdeki (apolipoproteinler, reseptér] enzimler veya kofaktorler)
degisikliklere baslidir. Genetik defektlere [gh olarak ortaya cikan bu tarz
degisiklikler lipid metabolizmasinin primer bozukluklaAilesel Hiperkolesterolemi,
Ailesel Defektif Apolipoprotein BIOO, Ailesel Kombe Hiperlipidemi, Ailesel
disbetalipoproteinemi, Lipoprotein Lipaz Eksgkli Apolipoprotein CII Eksiklgi,
Ailesel Hipertrigliseridemi ve Ailesel Hipoalfalipooteinemi olarak siniflandirilir
(3).

4.12.2. Sekonder Hiperlipidemi

Diabetes mellitus veya hipotiroidizm gibi lipoprote metabolizmasini
degistiren diger faktorler de plazma lipoprotein dizeylerini antiar; bu faktorler
lipid metabolizmasinin sekonder bozukluklari olarakniflandirilir. Sekonder
hiperlipidemiler nispeten daha az gorulur ve tlipenipidernilerin yaklaik %40’ 1m

olusturur (3).
4.12.3.Deneysel Hiperlipidemi

Hayvanlar Uzerinde vyapilan deneyler, diyettekig yae kolesterol ile
ateroskleroz ve plazma kolesterol dizeyleri arasdntiski ile ilgili daha geng fikir
sahibi olmamizi sdamistir. Aterosklerozu incelemek igin mimkiin olan hagvan
kullaniimis, bu hayvanlarin hemen hemen hepsi, daygag ve kolesterol acisindan
zengin diyetlerle beslendiklerinde hiperkolestemulayelismis ve lipid birikimi ile
karakterize olan arter lezyonlar gihaustur. Bununla birlikte aterosklerotik lezyonlar
hayvan modellerinde lezyonlar geriletivi. Kandaki kolesterol diizeyleri ya doysu
yag ve kolesterolin diyetten ¢ikarilmasi ya da hayvateaojenik diyet uygulamakla

birlikte kolesterol dgirtcu bir ilag verilmek suretiyle de glirtimistur (3).

Yang ve arkadgdari (106) %1.5 g kolesterol, % 0.25 g kolik a8, 7.5 g
domuz y& ve % 75 g esansiyel diyet ihtiva eden pellet yden 7 glnde
hiperlipidemi olgturniulardir.

48



Wojcicki ve arkadglar (102) sicanlarda kokonut oil (1 Og/kg/gun),
kolesterol (4g/kg/gtin) ve kolik asit ( 0.2 g/kg/giintiva eden diyet uygulamasinda

14 gin sonunda hiperlipidemi gturmustur.

Horvath ve arkaddari (41) sicanlarda gunlik %2 gram kolesterol, % @
kolik asit ve % 20 g aycicek ya ihtiva eden diyet ile 9 ginde hiperlipidemi
olusturmuslardir.

Yarat ve arkaddari(17) % 0,49 ( 0.5) g kolik asit, % |,63g kolesil, % 16,3
g aycicek yal ihtiva eden diyetle 10 giinde hiperlipidemi glumuslardir.

4.13. Koroner Arter Hastaliklari ve Hemostaz

Ateroskleroz yukarida 6zetlenersigle etkenlerin sonunda meydana gelen
inflamatuar ve proliferativ bir damar hasgatlir. Bu hastafiin son safhasinda
hemostazin gitki kademeleri 6zellikle koagulasyon sistemi dktiir ve trombus
kacinilmaz olur. Koroner arterlerin tikanmasi anl@nda gelen akut koroner
sendromu adi verilen bu tabloda tedavi planlamashekimler, aspirin, trombolitik
ilaclar, trombosit aktivasyonunun inhibisyonu gibaclar kullanarak trombus

olaylarina kag1 tedbir almaktadir (24).

4.14. Bu Mekanizmalara Bagl Olarak Aterosklerozun Safhalari

Koroner arter hasta@inin (KAH) birinci nedeni olan ateroskleroz bir¢ok
farkl hiicre tipini ve organi etkileyerek,siii fizyolojik stireclere katiimaktadir. Bu
nedenle kompleks bir patofizyolojisi vardir. Yamilgsitli genetik calsmalar da
bunu desteklemektedir. Orgia; transgenik hayvanlarda yapilan galaya gore;

ateroskleroz gedimini etkileyebilecek I0O'den fazla gen saptagtmi

American Heart Association plak tiplerini ggtine goresdyle siniflamayi

onermektedir;
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Tip I, minor lipid birikimi ve monositlerin endoteytzeyine yapip arter
limeninden intimaya gecmeleriyle gan seyrek makrofaj kopuk htcrelerinden
olusur. LDL'nin fazlasi endotelin altina intimaya gesleburada kimyasal dgime
ugrar. LDL'ler endotelden gecerken gecerken endoktiflesmeye ve adezyon
molekulleri nedeni ile de savunmaya hazirlanmayslabastir. Modifiye olmus
LDL'ler endoteldeki adezyon molekillerini dolaystylmonositleri harekete
gecirirler. Boylece inflamasyon reaksiyonun birinkademesinde rol oynamaya

baslar. Endotel hiicreleri kemokinleri salmayaliaa ve T hicreleri de olaya kam.

-A endotel gecirgerdi,
-B lokosit gocu,

-C l6kosit adezyonu

Sekil 4.14 (a): Tip | Aterosklerotik lezyonun progresyonu (49)

Tip 1l lezyon, c¢@unlugu monosit kokenli olan lipid yuklia koépuk
hicrelerinin, sglam endotel altinda bolgesel kimelenmesiyle sau yasli
cizgilerdir. Bu lezyonlarda az miktarda T lenfosit| mast hicreleri ve lipidle dolu

diuiz kas hucreleri de vardir.
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. A- kopuk htcre gedimi,
B- Kas hiicresi gocu,

C- Trombosit adezyon ve
agregasyonu,

D- Lokosit adezyonu ve giil

Sekil 4.14 (b): Tip 1l aterosklerotik lezyonlarin progresyonu (49)

Tip 1l lezyon, ek olarak az miktarda ekstraseltulgid kimeleri icerir.
Reaksiyon bundan sonra intimada dahguyo bir sekilde devam etmeye {ar.
Monositler olgunlair ve makrofajlara doniir. Makrofajlar ve T hicreler pek ¢cok
sitokini ve buyime faktdrlerini de icine alan inflatuar mediatorleri salmayagber.
COopcu reseptor adi ile de anillan makrofajlar mgdifolmu LDL'leri icine alarak
kopuk hucrelerini olgturur. Tip I-lll lezyonlar daha sonraki lezyonlarémculeri

olmasina kaglik klinik semptoma yol agmazlar.

Tip IV lezyonda ekstraselluler lipid kimeleri biegia gelerek bir lipid
cekirdek olgturur. Bu lipid cekirdek inflamatuvar hicreler taraan cevrelennive
ince bir diz kas hicre tabakasi vg bakusu tarafindan kaplangtir (Sekil 4.14 (c).
Tip IV lezyon genellikle yarim ayeklindedir ve damar duvari kaligini artirir. Bu
evrede orijinal [imen ¢apini korumak icin arter@aigen yapilanma ogur.
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A- Makrofaj birikimi,

B-  Nekrotik  cekirdek

olusumu,

C- Fibroz tabaka ojumu.

Sekil 4.14 (c):Tip IV atrosklerotik lezyonlarin progresyonu (49)

Tip V lezyonda ygun ba& doku depolanmasi vardir ve lipid cekigde
cevreleyen fibroz bir kapsul ajur. Cekirdgi limenden ayiran kapsul kismi plak
basligidir. Bu lezyonlar ¢gunlukla ¢ok buyuktir ve bu nedenle arter duvarinda
yeniden yapilanma (remodeling) ile kompansasyoisgraledginden Iimen daralir
(36-15).

A- Plak rapttra,

B- Fibroz plak
kalinlasmasi,

C- Plak kanamasi.

Sekil 4.14 (d): Tip VI aterosklerotik lezyonlarin progresyonu (49)
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Tip VI plaklar ¢ggunlukla tip V plaklarda geden trombozun veya kanamanin
komplike ettgi plaklardir. Bu lezyonun geinesinin nedeni plak yirtiimasidir ve
subendotelyal fibroz dokuda fissurler, erozyonlariNserasyonlar sik olarak gézlenir
(Sekil 4.14 d.). Akut myokard infarktiisi ve kararsmzgina gibi klinik olaylar bir
kag istisna dinda tip VI lezyona bgidir (15).

Tip VII plaklarda ygun kalsifikasyon vardir.

Tip VI plaklar ise neredeyse tumtuyle kollajen déz kas hicrelerinden
olusur. Bu lezyonlar tip V ve VI lezyonlara gore dahalsldir. Bu nedenle tip V ve
VI lezyonlar tip VIl lezyona dongitrilebilirse klinik agcidan buyuk bir kazang elde
edilmis olur. Son zamanlarda statinlerin Bekilde plak stabilizasyonu gadigini

gosteren ¢cagmalar vardir (15,36).

4.15. Eliza Yontemi Hakkinda Bilgi

Ox-LDL olciminin ateroskleroz patogenezinde 6neaiiugunu goren
arggtiricilar hizla LDL modifiasyonunu 0lgcen yontem iggtmeye baladilar.
Kromatografik metodlar ile ox-LDL igindeki partikékin cinsine gore
modifikasyonu indirekt o6lcen metodlar da vardir. r&la prensip; LDL alt
fraksiyonlari, LDL’nin partikil boyutu, apoproteiB icindeki oksidlenmy amino
asidler, LDL icindeki lipid hidroperoksidleri dikka almaktir. Modifiye LDL'yi
direkt 6lcen kromotografik yontemlerin pada anyon dastirme kromatografisi
gelir. Modifiye olmy LDL'yi Olgcen diger metodlar elektro migrasyon prensibine
dayanir. Agaroz jel, poliakrilamid gradient jel, piier elektroforez bunlar

arasindadir.

MDA'yi veya ox-LDL'yi esas alarak enzime pa immunolojik yontemler
(enzim-linked immunosorbent assay:ELISA) son wl&aren cok kullanilan
yontemler arasindadir. Bizim ox-LDL 6lgmek icin laridgimiz yontem de bu

yontemdir.
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MDA-LDL, ox-LDL olusumunda Onemli oldgu igin anti-MDA-LDL
antikorlari  kullanildgl gibi, LDL’nin basglica proteini antiApo-B antikorlari
kullanilarak da ELISA ile ox-LDL 6lcimu yapilabilrkiedir.

Aterosklerotik lezyonlarda ox-LDL'ye kar otoantikorlar bulundgu
icinkoroner arter hastalikl glerin kanlanrinda da ox-LDL ‘ye kar otoantikor
bulunmutur. Bu otoantikorlar klguk ve buyik ¢aph LDLncfarkli olabilmektedir.
Calismalar kucuk capli LDL'nin blytklere goére daha kolakside oldgunu
gostermgtir. Ayrica esansiyel hipertansiyonlu hastalard&sgk miktarda ox-LDL
otoantikorlarinin bulundtu da bildirilmistir (27). Ox-LDL otoantikorlari ile yapilan
Olcimlerde ox-LDL antijeni kuyucuklara kaplanir. lizasonra sulandiriigiserum
ile enklbe edilerek Iganma sglanir. Enzimlerle muamele edilerek giurulan

renginsiddeti standartla mukayeseli olarakzggdendirilir (102)

LDL'nin oksidasyonu nonenzimatik olarak postrangtas reaksiyonlari ile
gerceklgtiginden genetik olarak incelenmesi muimkun gitter. immunolojik
teknikler ox LDL'yi 6lcmede buyik fayda gamistir. Olgim ELISA tekngi ile
yapilmaktadir. Ancak okside LDL heterojen olarakdifige olabilen bir partikdl
karisimi oldusu igin bu partikillere b#Elanan spesifik antikorlara Bl olarak
olcimde bazi farkhliklar olabilmektedirin vivo olarak da okside LDL’nin
oksidasyonu icin tek bir model s6z konusugittkr, heterojen partikul icinde

olabilecek oksidasyonlar s6z konusudur.

Okside LDL o6lcimi immunolojik yontemlerle yapiimakir. Okside
LDL'nin koroner arter hastaliklari ile gkili oldugu bilinmekte fakat bu molekultin
kandaki dgerleri hakkinda bilgiler ve 6lgiimlerin limitleri héz kesinlgmemitir.
OxLDL olcumleri farklihk gostermektedir. Immunolkj yontemlerde sgagidaki
sekillerde ve tabloda gorulg@ia prensip aynidir. Ancak kuguk farklar vardir. Bu
farklarin plazmadaki sinirlari belirlemek igin dnebiiylkttr. Bu nedenle bu konu
ile calsmalar hizla devam etmektedir.

Itabe yonteminde, Kyowa Medex (MX) kitinde ofglu gibi DLH3 mAb
monoklonal antikoru kullaniingtir. DLH3, oxLDL'ye kagl hazirlanmy monoklonal
antikordur. DLH3 normal LDL, asetilengiLDL ve glikozillenmg LDL'ye
baglanmaz iken, oksidlenmilLDL ile gucli bir ba&lanma yapmaktadir (38.58).
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DLH3 mAb ayni zamanda oksidlengriHDL’yi de basladigl icin apo B’ye 6zel bir
antikor deildir. Bu monoklonal antikorun o6zefli oksidatif lipid Urtnlerini
baglamasidir. mAb DLH3'Un oksidlenmi fosfatidil kolinleri (PCs) tanig

gosterilmitir. Bunlar arasinda aldehid icerenen fosfatidiikder de vardir (43,105).

Asagida bu yontemler hakkinda kisa bilgi verilecektir.

{A) Itabe'nin Prosedini (B} Kyowa hMedeks "MX" Ki
Insan Plazmas Insan Plazmasi
Uhtrasantrifl| ¢ Assay Buffier
Diyaliz Cilie Plazma

I
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| i
v i
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Sekil 4.15: insan dolamindaki plazmada ox-LDL olcumii icin dort farkh gsedir.
Bunlarin timd anti ox-LDL mAb kullanilan Elisa pestiirleridir; fakatsekilde gosterildii
gibi cogu farkli durumdadir.
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5. METOD ve MATERYAL

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanggamiz kimyasal maddeler analitik safliktadir.
Kolesterol tiyobarbiturik asit, n-bitanol, o-fosforasit, asetik asit, sulfurik asit
Merck; 5-5" ditiyobis 1-2 nitrobenzoikasit (DTNBkolik asit Sigma; Oleik asit,
Etilendiamin tetra asetik asidin sodyum tuzu Flukajllandgimiz kitler ise temin

edilmigtir.

5.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

Eliza Cihazi Medispec ESR 200 Elisa Palete Bead
Santrifd Heraeus- Chtist-GmbH, 00902
Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02

Hassas Terazi Sartorius

Etuv Nuve FN 500

Sterilizator Nuve EN 400

Distile su cihazi Schott Gerate

Su banyosu (37C) Boehringer Mannheim Precithér-P
Su banyosu (100C) Heizbad, Kermanlar, 34680

Derin dondurucu AEG, -24C

pH Metre 710 A pH/ISE Meter

Otomatik pitpetler Gilson

Vorteks Janke & Kunkel VF2

Magnetik Karsgtirici Ikamag, RH, Janke & Kunkel
Mekanik Karstirici Ika-Werk RW-14H

Elektronik kaba terazi Scaltec SPB62
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5.3. Kullanilan Deney hayvanlari ve olgturulan gruplar

Calsmamizda Tubitak’dan temin edilen C57BL/6 tip 18-22giliginda

degisen 32 adet 2 aylik glifare kullanildi. Deney hayvanlari 4 gruba ayrildi

ApoB Konjugati verilen grup

LDL Konjugati verilen grup

Hiperlipidemik grup

Kontrol grup

5.4. Deney Hayvanlarinin Beslenmeleri

Deney hayvanlari gece ve gunduz sirkilasyonu keoaknaeslenme ve su

(musluk suyu) ihtiyaclarinin gunlik olarakgsandg kontollii laboratuasartlarinda

muhafaza edildi.

Yemlerin hazirlanmasi: Normal pellet yem ile beskeitontrol gruplari hari¢
diger gruplarin yemlerinin hazirlanmasi icin toz hdéki normal yem Tablo 5.4'de
belirtilen oranlarda gerekli ilaveler yapildi. Dist su eklenerek hamur haline

getirildi ve silindirsekli verilerek etiivde kurutuldu.

Tablo 5.4: Laboratuvasartlarinda hazirlanan yemlerin iggiri

Gruplar
Kontrol Hiperlipidemik | ApoB Konj.| LDL Konj.
- o | Kolesterol %1.63 %1.63 %1.63
S S | Kolik Asit %0.41 %0.41 %0.41
€= | Aygicek Yai %16.3 %16.3 %16.3
L 8 [Normal Yem | %100




5.5. Hiperlipidemi olu sturulmasi. Apo B ve LDL Konj. verilmesi

Hiperlipidemik grupta yer alan deney hayvanlarin@iablo 5.4’de gdsterilen
%1.63 gr kolesterol, 9%0.41gr kolik asit ve %16.3 aycicek y&l iceren
hiperlipidemik yem ile hiperlipidemi okturuldu. Gruptan olgan deney hayvanlar 3
ay boyunca Tablo 5.4’de icerikleri belirtilen yemébeslendi. Deney gruplarindan
Apo B grubuna deneyin bada ve 1.haftada apo-B konjugati verildi. Agekilde
LDL grubunada deneyin pmda ve 1. haftada LDL konjugati verildi.

5.6. Deney hayvanlarindan kan orneklerinin alinmasi

Deney sonunda hayvanlardan kalp kani alindi. Alkeamar 3000 rpm’de 10
dakika santrifij edilerek serum elde edildi. Eldklen serum Ornekleri Total lipid,
Total kolesterol, LDL-kolesterol, Lipid Peroksidasw, Siyalik asid ve Ox LDL

tayinlerinde kullanildi.

5.7. Deney hayvanlarindan doku orneklerinin hazirlanmasi

Deney sonunda tayinlerde kullanilmak Uzere alinaskugd karacger
cikartilarak serum fizyolojikte yikandi. Zar ve gy&isimlari temizlenerek, buz
icerisinde kuclk parcalara ayrildi. Bu kiguk paacalaha sonra cerrahi makasla
kesilmek suretiyle kiyma haline getirildi ve tadil Karacger dokusu icin grhg
kadar serum fizyolojik (mL) ilavesi ile homojenizedilerek %2100’lUk doku
homojenatlari hazirlandi. Hazirlanan doku homojanattiiplere konarak derin
dondurucuda -20C’de kullanilagaarihe kadar saklandi.
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5.8. Kan ve doku drneklerinde incelenen parametreler vggontemleri

Alinan kanlarin rutin lipid profili; total lipid, dtal kolesterol ve LDL
kolesterol tayini yapilarak incelendi. Kan ve doluak-LDL yapildi. Dokuda GSH,
LPO ve Sialik asid ol¢uldu.

5.8.1. Serumda Total lipid tayini
5.8.1.1. Deneyin prensibi

Serum lipidleri yuksek sicaklikta, dgk sulfurik asitle muamele edilginde,
sulfurik asit ya&larin karbon- karbon Igtarina etki ederek, karbonyum iyonlari
olusmasini sglar. Oluan karbonyum iyonlari fosfovanilinin karboksil gtapyla
reaksiyona girerek pembe renkli bir kromojenstliour. Olusan kromojen 530 nm’de

maksimum absorbans verir. (54)
5.8.1.2. Kullanilan ¢ozeltiler
Derisik Sulfurik asit: Ticari ambalajdan direkt olarallkantlir.

Fosfovanilin ¢ozeltisi: 1 g vanilin 100 mL distilsu ile su banyosunda
Isitilarak ¢ozular, seutulur. Hacim, % 85 fosforik asit ile akar muslukys altinda

karstiriflarak 500 mL’ye tamamlanir.
5.8.1.3. Deneyin yapllsi

Hidrolizat Hazirlanmasi: 50ul serum tGzerine 2 miigle sulfurik asit ilave
edilir. Karstirilir. Kaynar su banyosunda 10 dakika kaynatibgzutulur. Bu
asamadan sonra kor ve numune tupleagadaki gibi hazirlanir.

Deney Tupleri
Kor Numune
Derigik Sulftrik asit 0.2 mL _
Hidrolizat _ 0.2 mL
Fosfovanilin Cozeltisi 5mL 5mL
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Tupler karstirihr. 30 dakika karanlikta beklettikten sonrad53m’de numune
absorbanslari kore karokunarak kaydedilir. Numune absorbansi standaftgnde

yerine konarak Total lipid miktari (% mg) hesaptani
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Sekil 5.8.1: Total lipid standart g&isi

5.8.2. Serumda Total kolesterol tayini ( Kat.no.C507-480)

5.8.2.1. Deneyin prensibi

Kolesterolin enzimatik hidrolizi ve oksidasyonundsonra, HO, olusur.
H.O, p-HBS (phydroxy benzene sulfonic acid) ve perd&si varlginda, 4-
aminoantipyrine ile kinonimin kirmizi renkli krommiunu olygturur. Oluan bilein
renksiddeti kolesterol ile dgru orantilidir.

Kolestrolesteraz (CHE) .
Kolesterol Ester + O —» Kolesterol + Yaasidi

Kolesteroloksidaz (CHO)
Kolesterol + Q » Koleston-3-on + HO,

. . Peroksidaz (POD) L
2H,02+4-aminoantipyrine+p-HBS » Kinonimin + 28
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5.8.2.2. KullanillanCozeltiler

1- Kolesterol Reagent

4-Aminoantipyrine 0.6nM
Sodium Cholate 8.0 mM
p-Hydroxy benzene Sulfonic acid 20MM
Peroksidaz >1,200U/mL
Kolesterol esteraz >150U/mL
Kolesterol oksidaz >150 U/mL
Tampon (pH 6.8) 125mM
2- Standart
Kolesterol: 200 mg/dl (5.17 mmol/L)
5.8.2.3. DeneyinYapilisi
Deney Tupleri
Kor Standart Numune
Kolesterol Reagent 1ml 1ml 1ml

37°C’'de 2 dakika inkiibe edilir.

Serum -

10pl

Kolesterol Stand. -

10pl

37°C'de Kkarstirilir ve 10 dakika inkiibe edilir. 520 nm'de kdtarsi absorbanslar
kaydedildi.

Kolesterol konsantrasyonunun hesaplanmasi:

Kolesterol konsantrasyonu (mg/dL): 200 x Serumusodtansi/Standardin

absorbansi

Kolesterol konsantrasyonu (mmol/L): 5.17 x Serumahsorbansi/Standardin

absorbansi
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5.8.3. Serumda LDL kolesterol tayini (Kat. No. L530-100)
5.8.3.1. Deneyin prensibi

LDL tayini iki asamali olarak yapilir. Birinci samada HDL, VLDL ve
silomikronlar spesifik enzimlerle ortamdan uzagtialir. Ortamda kalan LDL’ler
spesifik enzimlerle kolestenon ve,®b'ye doniturulir. Olsan HO, kromojenle
reaksiyona girerek peroksidaz vamda kinonlari olgturular. Kinonun renkiddeti

LDL konsantrasyonu ile dou orantilidir.

1.basamak:
L CHE + CHO
HDL, VLDL, Silomikronlar —» Kolestenon + H202
Katalaz
2H,0, » 2H.O + O
2. basamak:
CHE + CHO
LDL » Kolestenon + HO,
. POD :
H>O, + Kromojen » Kinon boyasi
5.8.3.2. Kullanilan ¢ozeltiler
1- Direct LDL Kolesterol Reagent-1
Buffer (pH 7.0) 100 mmol/L
Kolesterol esteraz 800 U/L
Kolesterol oksidaz 500 U/L
Peroksidaz 800 U/L
4-aminoantipyrine .01mmol/L

2- Direct LDL Kolesterol Reagent-2
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5.8.3.3. Deneyin Yapilsl

Deney Tupleri
Numune
Serum 3ul
Direct LDL Kolesterol Reagent—1 300ul

37°C’'de 5 dk inkiibe edilir

Direct LDL Kolesterol Reagent—2 100pl

37°C’de 5 dk inkiibe edilir.

660nm ve 546 nm arasinda absorbanslari ol¢ulir.

LDL — Kolesterol Konsantrasyonunun Hesaplanmasi:

LDL — Kolesterol konsantrasyonu (mg/dL) =Standavh& (% 136 mg) X

Numune absorbansi/Standart absorbansi

5.8.4. Serumda ve Dokuda ox-LDL tayini (USCN-Kat.No. EQ52/u)
5.8.4.1. Deneyin prensibi

Elisa yonteminde genel prensip; ox-LDL'ye spesifiktikor ile 6nceden
kaplanmg kuyucuklara uygun miktarda Standard ve numundéarei edilir. Daha
sonra okside LDL'ye spesifik biotinle konjuge olgnpoliklonal antikor ilavesi
yapilir. Daha sonra avidinle konjuge edgntHorseradihs Peroxidase (HRP) ilavesi
ve gerekli inkiibasyonlardan sonra substrat solusygetrametil benzidin, TMB)
ilave edilir. Enzim — substrat reaksiyonu uygun dmsid cozeltisi ile durdurulur ve
olusan rengin siddeti spektrofotometrede okunur. Cizilen standagriden

yararlanilarak kullanilan 6rneklerin miktari hesapt.
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Sekil 5.8.4 (a):Elisa yonteminde takip edilen ygématik olarak yukaridaki gibidir:

1 - Eliza tabakasindaki kuyucuklara énceden ygrieni s antikorlar
2 - Standart ve numuneler
3 - Konjugat (anti oxLDL Horseradish peroksidaz, MR
4 - Substrat (Tetrametil benzidin, TMB)
5 - Stok solusyonu (sulfurik asid)
6 - Olusan rengin okunmasi
5.8.4.2. Kullanilan Cozeltiler
1-Yikama c¢ozeltisi
2- Deney c¢ozeltisi
3- Numune sulandiricisi
4-Deteksiyon antikoru
5- Ox-LDL standardi
6-Antitawsan HRP (horseradish peroxidase)
7-TMB (tetrametilbenzidin)substrat ¢ozeltisi

8-Reaksiyon durdurma ¢ozeltisi



5.8.4.3. Testin Yapllisi

—Yikama tamponu ile bitiin mikroeliza kuyucuklarké@re yikandi.ikinci
ylkamadan sonra Kurutma &éi Uzerine ters cevrilerek ylkama tamponu

uzaklgtirnldi. Bu arada kuyucuklarin kurumamasina dikégitdi..
—TUm standart kuyucuklarina 1@0numune sulandiricisindan ilave edildi.

—Birinci kuyucuza 100yl ox-LDL standardi ilave edildi. @er Standard
kuyucuklarina 10Qul aktarilarak 30 ile 0.2 ng/ml konsantrasyonlaasanda dg@sen

Standard dilusyonlari yapildi.

—TUm kuyucuklara 50ul numune sulandirict, kér kuyuguna 100 pl

numune sulandiricisi ilave edildi.
—TUm kuyucuklara 5@u deteksiyon antikoru ilave edildi.

—Mikrokuyucuklarin  Gzeri 6zel kapaticisi ile kapati ve Eliza
karstiricisinda 2 saat oda isisinda anlarak bekletildi. Kagtiricinin hizi 200

rpm’e ayarlandi.

—Iinklbasyon siresinin  sonunda mikro kuyucuklarsaliddi. Mikro

kuyucuklar yikama tamponu ile 3 kere yikandi.
—TUm kuyucuklara 10@l tavsan anti HRP ilave edildi.

—Mikro kuyucuklarin tzeri tekrar kapatilarak bu aef saat oda isisinda
Eliza karsgtiricisi tizerinde inktbe edildi.

—Inklbasyon siresinin sonunda mikro kuyucuklagaliddi. Tekrar 3 kere

yikama tamponu ile yikandi.

—Kor dahil tim kuyucuklara 10Q TMB substrat c¢ozeltisi ilave edildi.

TMB substrat ¢c6zeltisi kullanimdan hemen 6nce tezah.

—Mikro Eliza kuyucuklari bu defa 20 dakika kgmici Uzerinde inkibe
edildi.

—20 dakika sonunda tim uyucuklara 1@0reaksiyon durdurma c¢ozeltisi

ilave edildi ve olgan renklerin absorbansi 450 nm’de okundu.

-Standard grisinden serum ox-LDL miktar1 hesaplandi.
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Sekil 5.8.4 (b): Ox-LDL standardi

5.8.5. Karaciger Homojenatinda Total Protein Tayini
5.8.5.1. Deneyin prensibi

Bu metotda 6nce proteinler alkali ortamda bakirnlgo ile reaksiyona
sokulur. Daha sonra fosfomolibdik - fosfotungstiitaeaktifi ( folin reaktifi ) ile
indirgenir. Olgan mavi renginsiddeti spektrofotometrik olarak @gerlendirilir.
Olusan mavi rengigiddeti protein konsantrasyonu ile orantihidir.

5.8.5.2. Kullanilan ¢ozeltiler

A c¢oOzeltisi: Sodyum karbonat c¢ozeltisi ( % 2 g, OIINaOH'teki ); 0.4 g
NaOH biraz suda c¢ozulir ve hacmi 100 ml'ye,@Hile tamamlanir. 2 g sodyum
karbonat hazirlanan 0.1 N NaOH c¢ozeltisinde ¢ozukirhacmi 100 ml'ye 0.1 N

NaOH c¢ozeltisi ile tamamlanir.

Bakir sulfat ¢ozeltisi (% 1 g) : 1 g bakir sulfatdz dHO ile ¢cozilur ve
hacmi d5O ile 100 ml'ye tamamlanir.

Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi ( % 2 g ): Ddysim potasyum tartarat

biraz dHO ile ¢ozulur ve hacmi distile su ile 100 ml'ye tamilanir.

B cozeltisi : %1 g hk Bakir silfat ¢ozeltisi i#é 2 g Ik Sodyum potasyum
tartarat ¢ozeltisigt hacimde ( 1/1 ) kagtirilarak kullanilir (kullanilacg zaman taze

hazirlanir).
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C c¢Ozeltisi : 50 ml A ¢Ozeltisi ve 1 ml B ¢ozeltikarstirilarak kullanilir

(kullanilac&l zaman taze hazirlanir).

Folin ¢ozeltisi : 100 g sodyum tungstat, 25 g sedyuolibdat .2HO , 50 ml
% 85 g lik fosforik asid, 100 ml dgrk HCI ve 700 ml dHO bir balona konularak 10
saat geri sgutucu altinda kaynatilir. §atulur. Uzerine 150 g k8O, ilave edilip,
geri s@utucu altinda 15 dk daha kaynatilir. g8duktan sonra, 5-6 damla Brom
katilir. ( ¢cozelti bozuksa renk siyakilg bu durumda c¢ozelti tekrar hazirlanir, bozuk
degilse renk sari y@l olur ). Cozelti dHO ile 1000 mlI'ye tamamlanir ve kullantlir.

Koyu renklisisede saklanir, uzun sire dayanir.

Serum fizyolojik ( % 0.9 g NaCl ) : 0.9 g NaCl krauda ¢ozilur ve hacmi
100 ml'ye dHO ile tamamlanir.

Protein stok standart ¢ozeltisi (% 100 mg lik allbumozeltisi):100 mg
albumin biraz serum fizyolojik de c¢o6zuldikten sorfracmi 100 ml'ye serum

fizyolojik ile tamamlanir. Hazirlanir.

Protein cakma standart ¢ozeltileri: Stok ctzeltiden uygun heer alinarak
% 5, 15, 25 mg albumin ihtiva edecekkilde serum fizyolojik ile seyreltilerek

hazirlanir (Deneyin yapgina bakiniz).

5.8.5.3. Deneyin yapllsi

% 10 gramlk karager homojentt 10 dak. 3000 rpm de santriftj edilir.

Supernatant alinarak calir.

5 deney tubu alinarak numune (N), standaftStl), standart 2 (St2),
standart 3 (St3) ve kor (K) olmak tGzegaretlenir ve gagidaki gibi calgilir.

Numune Stl St2 St3 Kor
(N) % 5 mg % 10 mg % 15 mg (K)
Albumin Albumin Albumin
Albumin (%100mg) - 2ol 50 ul 75 ul -
Doku Homojenati 10l - - - -
(veya supernatanat)
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Serum Fizyolojik 49Qul 475l 450 pl 425l 0.5 ml

Toplam Hacim 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

Vortekste kaggtirilir.

C Cozeltisi 3 ml 3ml 3ml 3 ml 3 mi

Vortekste iyice kastirilir ve oda sicakfiinda 10 dk bekletilir.

Folin Ayiraci 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

Vortekste iyice kastirilir, oda sicakiiinda 30 dk bekletilir. 30 dk sonunda
500 nm de kore kar absorbanslar kaydedilir. Standart ggafizilir. Doku protein
miktari hesaplanir.

Standart grafii yardimiyla protein miktari Protein (mg)/ g nendioku

cinsinden hesaplanir.

5.8.6. Karaciger Homojenatinda Glutatyon(GSH) tayini
5.8.6.1. Deneyin prensibi

Elmann ayiraci, 5-5’ ditiyobis 1-2 nitro benzoilkégi DTNB ) ile sulfidril
gruplarinin  reaksiyonu sonucu edun renkli triin spektrofotometrik olarak
degerlendirilir (3).
5.8.6.2. Kullanilan ¢ozeltiler

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1 g) : 1 g sodyum sitatilir, biraz dHO ile
cozilerek hacmi diO ile 100 ml'ye tamamlanir.

Elmann ayiract (% 40 mg DTNB) : 40 mg DTNB ( 5-5tiybbis 1-2
nitrobenzoik asit) tartilir, biraz sodyum sitratzetiisinde (% 1 g) ¢ozulir. Hacmi

%19 lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml'ye tamamr.

Proteinsizlgtirme ¢ozeltisi: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 dest diamin tetra
asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum dkicayr1 ayri biraz dbD ile

¢cOzalur. Hepsi birlgirilir ve hacmi 100 ml'ye dHO ile tamamlanir.

Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0.3 M) : 4.26 gram N&O, veya ( 5.34 gram
NaHPO,. 2H,0) biraz dHO ile ¢ozilur ve hacim diD ile 100 ml'ye tamamlanir.
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5.8.6.3. Deneyin yapllsi

% 10 gramlk karager homojentt 10 dak. 3000 rpm de santriftj edilir.

Supernatant alinarak calir.

Bir deney tupine 0.2 ml doku homojenati konur. ¥kst ile kargtirihr.
Uzerine 0.3 ml proteinsiz§éirme c¢ozeltisinden ilave edilir. Vorteksle kgmilir. 5
dk. oda sicakfjinda bekletilir. 4000 rpm’de 10 dk santriftj edili€okelti atilir.
Supernatant aliniiki tane deney tiibt alinir. Numune ve kor olargkrétlenerek

asagidaki gibi calgilr.

Numune Kor
dH,O - 0.2 ml
SiUpernatant 0.2 ml -
Na,HPO, 0.8 ml 0.8 ml
Elmann Ayiraci 0.1 ml 0.1 ml

Tlpler vortekste kagtirildiktan sonra oda sicaginda 5’ bekletilir. Kore
karsi 412 nm’'de absorbanslar kaydedilir. Sonuclar deyies faktori ve olgan sari
renkli Uriiniin 412 nm’de ekstinksiyon katsayisi @@®&i‘cm™) kullanilarak (mg

GSH/ mg protetin) cinsinden hesaplanir.

5.8.6.4. Karaciger Homojenatinda Lipid Peroksidasyon (LPO) tayini
5.8.6.5. Deneyin prensibi

% 10 gramlk karager homojentt 10 dak. 3000 rpm de santriftj edilir.
Supernatant alinarak calir (3).

LPO drunt olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarhiiki asit (TBA)
arasindaki reaksiyon sonucu gdn pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik

olarak dgerlendirilir.
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5.8.6.6. Kullanilan ¢ozeltiler

TBA c¢ozeltisi (0.047 M) : 500 mg TBA ile 6 ml 1 Mk NaOH ile

karstirtlir. Uzerine 69 ml d&O ilave edilir.

NaOH (1 M) : 4 gram NaOH tartilir, biraz g@ ile ¢ozultr, hacmi 100 ml
ye dH0 ile tamamlanir.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1.22 M, 0.6 MCH deki): 20 ml TCA
(%100 g TCA) ile 5 ml HCI (% 37 g lik, d=1.19 glk HCI) karistirilir ve hacmi

dH,0O ile 100 ml ye tamamlanir.
n-butanol: Orijinakisesinden kullanilir.
5.8.6.7. Deneyin yapilsi

2 tane deney tubu alinarak numune ve koér olmadrel garetlenir ve

asagidaki gibi calgilr.

Numune Kor
Doku Homojenati 0.25 ml -
dH,O - 0.25 ml
TCA 1.25 ml 1.25 ml
Vortekste kagtirilir ve 15 dk bekletilir.
TBA 0.75 ml 0.75 ml
Vorteks ile kartirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inktibe edilir
n-Butanol 2 ml 2 ml

Ilave edilir. Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm’de siiij edilir. Butanol fazi

alinarak 532 nm’'de kore kar absorbanslar kaydedilir. MDA icin saptami

ekstinksiyon kat sayisi (1.56210*cm™) kullanilarak (nmol MDA/ mg protein)

cinsinden sonuclar hesaplanir.
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5.8.7. Karaciger Homojenatinda Total Siyalik Asit Tayini
5.8.7.1. Deneyin prensibi

Siyalik asit, periyodik asid oksidayonuna&rayarak, B-formilpurivik asit
olusur. Bu bilgik 2 mol tiyobarbitirik asid ile reaksiyorjarak, 549 nm’de
maksimum absorbans veren renkli bir fieolusturur. Bu trtn stabil dgldir, bu
nedenle siklohegzanon fazina cekilir. €lo renginsiddeti 549 nm’de maksimum

absorbansa sahiptir (102).
5.8.7.2. Kullanilan ¢ozeltiler

IN H;SQO,. 1L'lik bir 6lct distile su ilave ettikten sonra €ine 5.42 mi
derisik kabina bir miktar sulfurik asid konur ve hacinstde su ile 1000 ml'ye

tamamlanir.

0.2 M Sodyum meta periyodat (9 M Fosforik asid igjade ): 250 ml'lik
balona belli bir miktar distile su ilave edilir. aun Gzerine ml 151.7 fosforik asid
ilave edilip kargtinlir. Bu kargimin Gzerine 10.695 gram sodyum- metaperiyodat
ilave edilir, kargtirilarak c¢cozunmesi ganir. Hacim distile su ile 250 ml'ye

tamamlanir.

0.5M sodyum sdulfat (0.1 N 4$0, icersinde):500 ml’lik bir balon jojeye
35.51g sodyum silfat bir miktar 0,1N sudlfurik aggthde ¢ozuldukten sonra hacim
500 ml'ye 0.1N sulftrik asid ile tamamlanir.

%10 g Sodyum arsenit : ( 0.1N sulfurik asidde Haman 0.5 M sodyum
sulfat icersinde): 10g sodyum arsenit tartilirrpiktar 0.5 M sodyum siilfat icersinde

¢6zalur, hacim 0.5 M sodyum sulfat ile 100 mI'yenamlanir.

% 0.6 g TBA : (0.1N sulfurik asidde hazirlanan Wb sodyum sulfat
icerisinde): 0,6g TBA tartilir bir miktar 0,5 M spam sulfat icersinde ¢ozuldr,
hacim 0.5 M sodyum siilfat ile 100 ml'ye tamamlgnKullanilaca& zaman taze

hazirlanir)

Siklohekzanon: (Direk olarak orijingisesinden kullantlir)
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5.8.7.3. Deneyin yapllsi

% 10 gramlik karager homojenti 10 dak. 3000 rpm de santriftij edilir.

Supernatant ayrilir.

180 ul 0.1 N HSO, ile 20 pl stpernatant kagturihr, tiplerin &zi
kapatilarak 1 saat 80C'de etlvde hidroliz edilir. Elde edilen hidrolizatimune

olarak karetlenmg bir deney ttbtine koyularakagidaki gibi calsilir.

Numune
Hidrolizat 0.2 ml
0.2M sodyum metaperiyodat 0.1 ml

20 dakika oda sicalginda beklenir.

%10 sodyum arsenit 1ml

Meydana gelen sari renk kayboluncaya kadar calkalan

% 0.6 g TBA 3 mi

100 C- ‘lik su bonyosunda 15 dakika bekletilir. 8iire sonunda tiipler su banyosunda
alinarak buzlu su igcinde oda i1singslur.

=)

Siklohekzanon 4.3 ml

Kor olarak siglohekzanon kullanilir. Organik fazemksiddeti 549 nm de okunur.

Sonuglar ekstinksiyon katsayisi (570004mY) kullanilarak mg siyalik asit/

g protein cinsinden hesaplanir.

5.9. Istatistiksel Degerlendirme

Calsmamizin biyoistatistiksel ¢6zimlenmesinde SPSS (f8ir Pasw
Statistics 18) paket programi kullaniktm. Degiskenler Ortalama, Standart Sapma
ile tanimlanmygtir.

Calsmamizdaki gruplarin ortalamasi normal gdian gostermedii igin,
gruplarin ortalamasinin istatistiksel olarakskagstiriimasinda Mann-Whitney U testi

kullaniimustir.

Istatistiksel yorumlamalarda anlamlilik sinirt p=Da@inmstir.
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6. BULGULAR
6.1. Cssitli Gruplarda Serumdaki Lipid Gostergelerine Ait B ulgular
Kontrol ve Hiperlipidemi grubunda (A), Hiperlipideln gruba Apo-B

Konjugati verilmesi halinde (B) ve Hiperlipidemijruba LDL konjugati verilmesi

durumunda (C) serumdaki Total lipid, Kolesterol, ILkolesterol ve Ox-LDL

sonuglari toplu halde Tablo 6.1. ‘de gorulmektedir.

Tablo 6.1: Serumda Lipid Gostergelerinin Sonugclari

Kontrol Hiperlipidemik
Parametreler (n=8) (n=8)
Ort+SD Ort+SD
Total Lipid (mg/dl) 193,85+15,23 551,85+52,2
Kolesterol (mg/dl) 65,18+6,52 138,99+10,1
LDL Kolesterol (mg/dl) 3,67+0,95 18,5+1,81
Ox-LDL (ng/ml) 2,64+0,53 3,87+0,8
Hiperlipidemik Apo-B
Parametreler (n=8) (n=8)
Ort+SD Ort+SD
Total Lipid (mg/dl) 551,85+52,2 671,63+84,49
Kolesterol (mg/dl) 138,99+10,1 207,74+44,27
LDL Kolesterol (mg/dl) 18,5+1,81 13,86+2,05
Ox-LDL (ng/ml) 3,87+0,8 5,1+1,37
Hiperlipidemik LDL
Parametreler (n=8) (n=8)
Ort+SD Oort+SD
Total Lipid (mg/dl) 551,85+52,2 650,81+46,08
Kolesterol (mg/dl) 138,99+10,1 219,34+23,02
LDL Kolesterol (mg/dl) 18,5+1,81 13,94+1,97
Ox-LDL (ng/ml) 3,87+0,8 6,11+1,28

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak vesiimi LDL:

yogunluklu lipoprotein

Distk yogunluklu lipoprotein, Ox-LDL: Oksidlenngi disiik




6.1.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Kar silastiriimasi

Kontrol ve Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvadkki rutin serum lipid
parametrelerinin istatistiksel gerlendiriimesi Tablo 6.1.1'de gorilmektedir. Burada
goraldigt gibi Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlartiatal lipid, total
kolesterol, LDL kolesterol anlamli derecede agtmi Sekil 6.1.1'de bu dgerler

gorsel olarak gosterilrgtir.

Tablo 6.1.1:Kontrol ve Hiperlipidemik Lipid ParametrelerinineBerleri

Kontrol Hiperlipidemik P
Total Lipid 193,85+15,23 551,85+52,2 0,001
Total Kolesterol 65,18+6,52 138,99+10,1 0,001
LDL Kolesterol 13,67+0,95 18,5+1,81 0,001

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak vegiimi P<0,05 anlamli kabul edilstir.

600

500

400

300 _
m Kontrol

® Hiperlipidemik
200

100 -

Total Lipid (img/dl) Kolesterol (img/dl) LDL Kolesterol
(mg/dl)

Sekil 6.1.1: Kontrol ve Hiperlipidemik Lipid Parametrelerininailastiriimasi
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6.1.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Kar silastiriimasi

Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlarda Apo-@jugati verildginde

elde edilen rutin lipid parametrelerindeki gigmler istatistiksel olarak Tablo

6.1.2'de gorulmektedir. Bu grupta total lipid, totlkolesterol dgerleri normal

hiperlipidemik gruba gére daha da ariyosterirken LDL kolesterol gerinin

distugl dikkati cekmgtir (p<0,05 anlamlh)Sekil 6.1.2" de bu dgerler gorsel olarak

gorulmektedir.

Tablo 6.1.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Lipid erleri

Hiperlipidemik

(n:8) Apo-B (n:8) P
Total Lipid 551,85+52,2 671,63+84,4 0,005
Total Kolesterol 138,99+10,1 207,74+44,27 0,001
LDL Kolesterol 18,5+1,81 13,86+2,05 0,002

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0.05 anlaml kabul edilstir.

800

700

600

500 ~

400 -

300 -+

200 -

100 -

Total Lipid (mg/dl) Kolesterol (mg/dl)

LDL Kolesterol
(mg/dI)

B Hiperlipidemik
N Apo-B

Sekil 6.1.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Lipid Parametrelerinin Kaastiriimasi
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6.1.3. Hiperlipidemik ve LDL Gruplarinin Kar silastiriimasi

Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlara LDL kamati verildginde elde
edilen rutin lipid parametrelerindeki gigimler istatistiksel olarak Tablo 6.1.3'de
gorulmektedir. Bu grupta total lipid ve Total kdewl deerleri normal
hiperlipidemik gruba gore daha da srgosterirken LDL kolesterol @erlerinin
distigl dikkati cekmgtir (p<0.05 anlamli)Sekil 6.1.3'de bu dgerler gorsel olarak
gorulmektedir.

Tablo 6.1.3: Hiperlipidemik ve LDL Gruplarinin Lipid Dgerleri

Hipe?ri]f’g;emik LDL (n:8) P
Total Lipid 551,85+52,2 650,81+46,08 0,005
Total Kolesterol 138,99+10,1 219,34+23,02 0,001
LDL Kolesterol 18,5+1,81 13,94+1,97 0,001

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0.05 anlaml kabul edilstir.

700

600

500 -

400 -

B Hiperlipidemik

300 -+

HLDL
200 -

100 -

Total Lipid (mg/dl) Kolesterol (mg/dl)  LDLKolesterol
(mg/dI)

Sekil 6.1.3: Hiperlipidemik ve LDL Gruplarinda Lipid Parametehin Kagilastiriimasi
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6.2. Serumda Ox-LDL Sonuclar

6.2.1. Serum Ox-LDL Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Ka rsilastiriimasi

Kontrol ve Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvadkki ox-LDL deserleri

istatistiksel olarak Tablo 6.2.1'de gorulmektedyekil 6.2.1’'de de gorsel olarak

goraldigt gibi hiperlipidemi ile birlikte ox-LDL dgerleri anlamli bir sekilde

artmstir.

Tablo 6.2.1:Kontrol ve Hiperlipidemik Serum Ox-LDL Berleri

Kontrol (n:8)

Hiperlipidemik
(n:8)

Ox-LDL 2,64+0,53

3,87+0,8

0,024

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0.05 anlaml kabul edilstir.

4.5

3.5

]
h
|

]
|

L5 A

0.5 1

Ox-LDL (ng/ml)

u Kontrol

B Hiperlipidemik

Sekil 6.2.1:Kontrol ve Hiperlipidemik Serum Ox-LDL Cgerlerinin Kagilastirilmasi
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6.2.2. Serum Ox-LDL Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Kar silastiriimasi

Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlara Apo-Bnkmati verildginde
elde edilen ox-LDL dgeri istatistiksel olarak Tablo 6.2.2'de goérilmektedekil
6.2.2'de gorsel olarak da gorilgtegibi bu grupta ox-LDL dgerinin azalmasi

beklenirken artngtir.

Tablo 6.2.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplari Serum Ox-LDL Berleri

Hiperlipidemik ) )
(n:8) Apo-B (n:8) P
Ox-LDL 3,87+0,8 5,1+1,37 0,04

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0,05 anlaml kabul edilstir.

B Hiperlipidemik
N Apo-B

Ox-LDL (ng/ml)

Sekil 6.2.2: Serum Ox-LDL Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinirel§ilastiriimasi
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6.2.3. Serum Ox-LDL Hiperlipidemik ve LDL Gruplarin Kar silastiriimasi

Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlara LDL kagati verildginde elde
edilen ox-LDL deerlerinin deisimi istatistiksel olarak Tablo 6.2.3'de
gorulmektedir. Okiside LDL deerleri LDL konjugati verildikten sonra daha da
artmstir. Sekil 6.2.3'de tablodaki bu gerler gorsel olarak gorilmektedir.

Tablo 6.2.3: Hiperlipidemik ve LDL Gruplari Serum Ox-LDL [Zerleri

Hiperlipidemik )
(n:8) LDL (n:8) P
Ox-LDL 3,87+0,8 6,11+1,28 0,002

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0.05 anlaml kabul edilstir.

B Hiperlipidemik
mLDL

Ox-LDL (ng/ml)

Sekil 6.2.3: Serum Ox-LDL Hiperlipidemik ve LDL Gruplarinin Kalastiriimasi
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6.3. Karaciger Homojenatinda Ox-LDL Sonuclari

6.3.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Kar silastirilmasi

Karaciger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik grupharox-LDL
sonuglari istatistiksel olarak Tablo 6.3.1'de gévéktedir. Karagier homojenatinda
ox-LDL degerleri kontrol grubuna gore hiperlipidemik gruptalamli bir artg
gostermgtir (p<0,05 anlamh)Sekil 6.3.1'de bu dgerler gorsel olarak gorilmektedir.

Tablo 6.3.1: Karacger Homojenatinda Kontrol ve Hiperlipidemik Grupla@x-LDL
Degerleri

Kontrol Hiperlipidemik p
(n:8) (n:8)
Ox-LDL 2,96x0,25 6,9+1,6 0,001

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0,05 anlaml kabul edilstir.

m Kontrol

B Hiperlipidemik

Ox-LDL (ng/ml)

Sekil 6.3.1: Karacger Homojenatinda Kontrol ve Hiperlipidemik Gruptan Ox-LDL
Karsilastiriimasi
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6.3.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Kar silastiriimasi

Apo-B konjugati verilmg hiperlipidemik grubun karager homojenatinda ox-
LDL degerlerinin sonucu istatistiksel olarak Tablo 6.3&'dorulmektedir. Apo-B
konjugati ilavesi ile hiperlipidemik grupta karger homojenatinda ox-LDL
degerleri anlamli olarak azalmtir. Sekil 6.3.2’de bu tablodaki gerler gorsel olarak

gorulmektedir.

Tablo 6.3.2: Karacger Homojenatinda Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarix-ODL

Degerleri
Hiperlipidemik Apo-B p
(n:8) (n:8)
Ox-LDL 6,911,6 2,33+0,5 0,001

*Degerler ortalama+Standart sapma olarak veslimiP<0,05 anlaml kabul edilrtir.

B Hiperlipidemik
N Apo-B

Ox-LDL (ng/ml)

Sekil 6.3.2: Karacger Homojenatinda Hiperlipidemik ve Apo-B GruplannOx-LDL

Karsilastiriimasi
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6.3.3. Hiperlipidemik ve LDL Gruplarin Kar silastiriimasi

LDL konjugati verilmg hiperlipidemik grubun karager homojenatinda ox-
LDL degerleri istatistiksel olarak Tablo 6.3.3'de gorulnedir. Karacger
homojenatinda da hiperlipidemik grubun ox-LDLgdderi LDL konjugat ilavesiyle
anlamli derecede azalgtir (p<0,05 anlamli). Fakat bu azalma Apo-B konjugave
edilmis gruba go6re daha azdirSekil 6.3.3'de bu dgerler gorsel olarak
goOrulmektedir.

Tablo 6.3.3:Karacger Homojenatinda Hiperlipidemik ve LDL Gruplari QL Degerleri

Hiperlipidemik LDL =
(n:8) (n:8)
Ox-LDL 6,9+1,6 4,29+1 0,003

*Degerler ortalamat+Standart sapma olarak veslimiP<0,05 anlaml kabul edilrtir.

8
7
6 -
5 -
4 - B Hiperlipidemik
3 mLDL
5
1 -
o -
Ox-LDL (ng/ml)

Sekil 6.3.3: Karacger Homojenatinda Hiperlipidemik ve LDL Gruplarini@x-LDL
Karsilastirilmasi
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6.4. Karaciger Homojenatinda Total Protein Sonuclari

6.4.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Kar silastirilmasi

Karacger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik gruphatotal protein
degerleri istatistiksel olarak Tablo 6.4.1'de gOrulnedir. Total protein dgeri
hiperlipidemik grupta kontrol grubuna goére azalnistgrmgtir (p<0,05 anlamli).
Sekil 6.4.1'de tablodaki bu g@erler gorsel olarak gortlmektedir.

Tablo 6.4.1:Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplari Total ProteineBerleri

Kontrol Hiperlipidemik p
(n:8) (n:8)
Total Protein 3346,35+403,66 2716,14+525,15 0,023

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0,05 anlamli kabul edilstir.

4000

3500

3000 ~

2500 ~

2000 - H Kontrol
1500 - B Hiperlipidemik
1000 -

500

Total Protein (ug/gr doku)

Sekil 6.4.1: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplari Total ProteireBerlerinin Kasllastiriimasi
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6.4.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Kar silastiriimasi

Karaciger homojenatinda hiperlipidemik grubun total proteleserlerine
Apo-B konjugatinin etkisi istatistiksel olarak Talb.4.2'de gortulmektedir. Apo-B
konjugati ilavesiyle hiperlipidemik grubun total opein degeri daha azalmtir
(p<0,05 anlaml)Sekil 6.4.2’de tablodaki bu gerler gorsel olarak gortlmektedir.

Tablo 6.4.2:Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplari Total Protein Beyleri

Hiperlipidemik Apo-B =
(n:8) (n:8)
Total Protein 2716,14+525,15 2098,95+222,09 0,001

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0,05 anlaml kabul edilstir.

3000

2500 ~

2000 ~

1500 + B Hiperlipidemik

N Apo-B
1000 -

500

Total Protein (ug/gr doku)

Sekil 6.4.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplari Total Protein BPerlerinin Kagilastiriimasi
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6.4.3. Hiperlipidemik ve LDL Gruplarin Kar silastiriimasi

Karaciger homojenatinda hiperlipidemik grubun total proteleserlerine
LDL konjugatinin etkisi istatistiksel olarak Table.4.3'de gorilmektedir. LDL
konjugati etkisi ile hiperlipidemik grubun total qtein deeri Apo-B konjugati
ilavesine goére daha da azajtm (p<0,05 anlaml).Sekil 6.4.3'de tablodaki bu

degerler gorsel olarak gorilmektedir.

Tablo 6.4.3:Hiperlipidemik ve LDL Gruplari Total Protein Rerleri

Hiperlipidemik LDL p
(n:8) (n:8)
Total Protein 2716,14+525,15 1890,62+312,15 0,001

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0.05 anlaml kabul edilstir.

3000

2500 ~

2000 ~

1500 + B Hiperlipidemik

ELDL
1000

500

Total Protein (ug/gr doku)

Sekil 6.4.3: Hiperlipidemik ve LDL Gruplari Total Protein Rerlerinin Kaslilastiriimasi
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6.5. Karaciger Homojenatinda Glutatyon (GSH) ve Lipid Peroksidayon

(LPO) Sonuglan

6.5.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Kar silastiriimasi

Karacger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik grupharglutatyon
(GSH) ve lipid peroksidasyon (LPO) ghxleri istatistiksel olarak Tablo 6.5.1'de
gorulmektedir. Hiperlipidemik grupta hem glutaty¢remde lipid peroksidasyon

degerleri anlamli birsekilde artmgtir (p<0,05 anlamh)Sekil 6.5.1’de tablodaki bu

degerler gorsel olarak gorilmektedir.

Tablo 6.5.1:Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplari GSH ve LPO Bexleri

Kontrol Hiperlipidemik =
(n:8) (n:8)
GSH (pg/mg protein) 0,07+0,01 0,15+0,04 0,001
LPO (nmol MDA/mg protein) 3,53+1,17 9,25+1,85 0,001

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak vesgilimi GSH: Glutatyon, LPO: Lipid Peroksidasyon . B05 anlaml kabul

edlimistir.

0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06 -
0,04 -
0,02 -

B Kontrol

B Hiperlipidemik

GSH (ug/mg protein)

LPO (nmal MDA/mg
protein)

H Kontrol

W Hiperlipidemik

Sekil 6.5.1: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplari GSH ve LPO Berlerinin Kasilastiriimasi
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6.5.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Kar silastiriimasi

Karacger homojenatinda hiperlipidemik grubun glutatyonSig ve lipid
peroksidasyon (LPO) d@erine Apo-B konjugatinin etkisi istatistiksel olardablo
6.5.2'de gorulmektedir. Apo-B konjugatinin hipeitiemi durumunda glutatyona
(GSH) etkisi anlamh olarak artgi lipid peroksidasyona (LPO) etkisi anlamsiz
olarak azalmtir (p<0,05 anlamli)Sekil 6.5.2'de tablodaki bu gierler gorsel olarak
goérulmektedir.

Tablo 6.5.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplart GSH ve LPO Berleri

Hiperlipidemik Apo-B p
(n:8) (n:8)
GSH (ug/mg protein) 0,15+0,04 0,23+0,04 0,001
LPO (nmol MDA/mg protein) 9,25+1,85 9,09+1,76 0,6

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak vesiimi GSH: Glutatyon, LPO: Lipid Peroksidasyon. F3®,anlamli kabul
edilmistir.

0,25 9,3
9,25
0.2 7 9,2
0,15 - 9,15 -
B Hiperlipidemik 91 W Hiperlipidemik
01 | )
HApo-B 9,05 - H Apo-B
0,05 -
g -
0 LPO (nmol MDA/mg
GSH (pg/mg protein) protein)

Sekil 6.5.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplari GSH ve LPO Bexlerinin Kagilastiriimasi
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6.5.3. Hiperlipidemik ve LDL Gruplarin Kar silastiriimasi

Karacger homojenatinda hiperlipidemik grubun glutatyonSig ve lipid
peroksidasyon (LPO) gerine LDL konjugatinin etkisi istatistiksel olarakablo
6.5.3'de gorulmektedir. LDL konjugatinin hiperligichi durumunda glutatyon
(GSH) ve lipid peroksidasyona (LPO) etkisi anlamsiarak artmy ve azalmgtir
(p<0,05 anlamh)Sekil 6.5.3'de tablodaki bu gerler gorsel olarak gorilmektedir.

Tablo 6.5.3:Hiperlipidemik ve LDL Gruplari GSH ve LPO Berleri

Hiperlipidemik LDL p
(n:8) (n:8)
GSH (pg/mg protein) 0,15+0,04 0,18+0,0% 0,2
LPO (nmol MDA/mg protein) 9,25+1,85 8,42+2,15 0,2

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veginGSH: Glutatyon, LPO: Lipid Peroksidasyon. P<®,8nlamli kabul
edilmistir.

0,19 9,4
0,18 - 3.2
0,17 )
) 8,8
0,16 B Hiperlipidemik 8,6 B Hiperlipidemik
0,15 mLDL 84 1 m DL
0,14 &2
’ B 8 i
0,13 - LPQ {nmol MDA/mg
GSH (ig/mg protein) protein)

Sekil 6.5.3: Hiperlipidemik ve LDL Gruplari GSH ve LPO Rerlerinin Kasllastiriimasi
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6.6. Karaciger Homojenatinda Sialik Asid Sonuclari

6.6.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Kar silastirilmasi

Karaciger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik gruptarsialik asid
sonuglari istatistiksel olarak Tablo 6.6.1'de gdéréktedir. Hiperlipidemik grupta
sialik asid dgerleri anlamli derecede artgtir (p<0,05 anlamh).Sekil 6.6.1'de
tablodaki bu dgerler gorsel olarak gérilmektedir.

Tablo 6.6.1:Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplari Sialik Asid Zerleri

Kontrol Hiperlipidemik p
(n:8) (n:8)
Siyalik Asit (Lg/mg protein) | 0,88+0,36 1,9240,32 0,001
*Degerler ortalamatStandart sapma olarak vegiimiP<0,05 anlaml kabul edilrtir.

2,5

2
1,5

H Kontrol

1 W Hiperlipidemik
0,5 -

0 1

Siyalik Asit (Lg/mg protein)

Sekil 6.6.1: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplari Sialik Asid erlerinin Kasilastiriimasi
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6.6.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Kar silastiriimasi

Karacger homojenatindaki hiperlipidemik gruba Apo-B ilaeglildiginde
sialik asid dgerlerinin nasil dgistigi istatistiksel olarak Tablo 6.6.2'de
gorulmektedir. Apo-B ilavesi ile hiperlipidemik dsun sialik asid dizeyi azalgtir,
fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamigittér (p<0,05 anlamli)Sekil 6.6.2'de

tablodaki bu dgerler gorsel olarak gorilmektedir.

Tablo 6.6.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplar Sialik Asid Zerleri

Hiperlipidemik Apo-B =
(n:8) (n:8)
Siyalik Asit (ug/mg protein) 1,92+0,32 1,77+0,19 0,3

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak veglimiP<0,05 anlaml kabul edilstir.

1,85

1,9

1,85 ~

1,8

B Hiperlipidemik

N Apo-B
1,75

1,65 +

Siyalik Asit (Lg/mg protein)

Sekil 6.5.2: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplari Sialik Asid Zerlerinin Kasllastiriimasi
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6.6.3. Hiperlipidemik ve LDL Gruplarin Kar silastiriimasi

Karaciger homojenatindaki hiperlipidemik gruba LDL ilaveildiginde sialik
asid degerlerinin nasil d@istigi istatistiksel olarak Tablo 6.6.3'de gorulmektedir
LDL ilavesi ile hiperlipidemik grubun sialik asidideyi artmgtir, fakat bu artma
istatistiksel olarak anlamli d@eédir (p<0,05 anlamh).Sekil 6.6.3'de tablodaki bu
degerler gorsel olarak gorilmektedir.

Tablo 6.6.3:Hiperlipidemik ve LDL Gruplari Sialik Asid Dgerleri

Hiperlipidemik LDL =
(n:8) (n:8)
Siyalik Asit (ug/mg protein) 1,92+0,32 2,2610,42 0,1

*Degerler ortalama+Standart sapma olarak veslimiP<0,05 anlaml kabul edilrtir.

2,3

2,2

2,1

B Hiperlipidemik

ELDL
1,9 -

1,8 -

1,7 -

Siyalik Asit (Lg/mg protein)

Sekil 6.6.3: Hiperlipidemik ve LDL Gruplari Sialik Asid Dgerlerinin Kasilastirilmasi
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7. TARTI SMA ve SONUC

Bu calsmada 60 gin boyunca hiperlipidemik yem ile besleG&@BL/ tipi
farelerin serum oksidasyongrams LDL degerleri ve bu dgerlere Apo B ve LDL
konjugatinin etkisi kanda ve karger homojenatinda incelendi. Ayrica kaggssi
homojenatinda lipid peroksidasyon ve siyalik asiegedleri kontrol grubu ile

mukayeseli olarak incelendi.

Kisa sureli hiperlipidemi yapilan deney hayvanldanhiperlipidemi ile
birlikte LDL'nin oksidasyonunda da agtigoralmistir. Hiperlipemik yem ile
beslenen hayvanlara Apo-B konjugati ve LDL konjugatriimesi oksidasyonu
etkilemem§ daha otesi ox-LDL'nin azalmasi beklenirken artm@igmistir. Bu
durum hicresel immunitede énemli gorevi olan T deitferinin ateroskelrozun her

safhasinda yer almasi nedeniyle ilk tepki olaratedendirilebilir.

Roselaar ve ark (78) siklosporin A (CyA) verdiklavsan ve C57BL/6 tipi
farelerde T lenfositlerin aktivasyonunu oOnleyerekeraskleroz ile immun sistem

arasindaki igkiyi anlamaya casmislardir.

Hucresel immunitede 6nemli gérevi olan T lenfiesib aterosklerozun her
safhasinda yer almaktadir (42,84,91). Yuksek keteti diyetle beslenen
tawanlarda gelen aterosklerozun erken safhalarindan itibaren Mfositlere
rastlanmgtir. Insandaki aterosklerotik lezyonlarda hem helper (GDiem de
baskilayici T hicreleri (CD8+) vardir. T@larda gekien lezyonda CD4+'nin daha
baskin oldgu gorulmigttr. T lenfositleri fazlaca sitokin dretirler. Skimler hicre
gocunde, proliferasyonunda etkili ollu gibi kolesterol bikiminde de etkili
olabilmektedir. Siklosporin A (Cy A); IL-2’nin traskripsiyonunu 6nleyerek T hepler
lenfositlerin aktivasyonunu onler. CyA ayni zaman@-y, IL-3, IL-4, TNF
sentezini inhibe eder. CyA'nin kandaki konsantrasysadece hicresel immuniteyi
baskilayacak dozda ayarlanmasina dikkat etmek gef@lnki yuksek dozda CyA
nefrotoksiktir, hipertansiyon yapar ve lipoprotdéionsantrasyonunu distirir diyen
argstiricilar, CyA’dan sonra kanda total kolesteroldesismedigini gérmislerdir.

Renal fonksiyonun bozulmaglida kandaki kreatinin konsantrasyonu ile kanithaya
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arggtiricilar; aterosklerotik lezyon yontinden aort,asik ve abdominal arterlerdeki
lezyonlar incelemier CyA ile immun surpese ediljmtawanlarda kontrol grubuna
gore anlamli arglar gérmiglerdir. . Bu arts torasik arterde daha fazladir. Estenié
ve esterlgmemi kolesterol miktari aortik arterdeki lezyonda kahtgrubuna gére
CyA'll tavsanlarda daha fazla miktarlarda bulurgtum. Buradan ¢ikan sonyggdur;
CyA'nin etkisi lenfositler Uzerine oldwna gore, lenfositlerin baskilanmasi
dolaysiyla hicresel immunitenin basilanmasi hizignm Arastiricilar CyA’nin
ayrica kolesterol ile beslenen C57BL/6 farelerderagkleroz gegimini de

hizlandirdgini da bildirmglerdir.

Yli-Hertuala ve ark (107) hicresel immunitenin yaa hidmoral
immunitenin de ateroskleroz ggininde etkisini incelemgierdir. Bunun igin de
aterosklerotik lezyonda immunglobulinlerin durumubakmslardir. Oksidasyon
sonunda meydana gelen malondialdehid LDL'yegl&wadiginda (MDA-LDL)
meydana gelen otoantikorlar hem insan hem de hégngan bulunmstur. insanda
MDA-LDL antikor titresi ile karotid aterosklerozunugelsmesi ile korelasyonlu
bulunmutur. Ayrica taganlarin MDA-LDL ile immunizasyonu ateroskleroz
gelisimini azaltmstir. MDA-LDL antikoru saptanan bir camada kontrol grubu ile
CyA verilen grup arasinda bir fark bulunmatm

Hucresel immunitenin proaterojenik etki géstermigsinedeni muhtemelen
sitokin saliniminin artmasi nedeniyledir. Cunku fdsitler pek c¢ok sitokinin
salinmasini gdar. Bunlar icinde 6zellikle IFN- aterojenezde 6nemlidir. Cunku
lezyonda bu sitokine rastlangtir. Diger taraftan IFNy skavenger reseptorler
araclilgl ile makrofajlara kolesterol giimasini regile e@ini bildirmektedir (78).

Bizim calsmamizda bgangicta ve 7. ginde hayvanlara enjektegietiz
Apo B ve LDL konjugatlarinin etkili olmamasinin buekanizma icinde &éli
nedenleri olabilir. Cunku ateroskleroz multifak&dribir prosesdir. En belirgin
Ozelligi lipitlerin arter duvarina birikmesidir. Bu birikie mononuklear hicre
infiltrasyonu ve diz kas hucrelerinin proliferasyoda ktirak eder. Aterosklerotik
lezyonun cgitli safhalarinda T hucrelerinin ve immunglobulirite bulunmasi bu

olusumda immun sistemin de etkili olgu kabul edilmektedir. Ox-LDL gibi vermi
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oldugumuz konjugatlari da immunojen olarak kabul egime yaniti kisa sureli

hiperlipidemide olumsuz olmgtur diye digtinmekteyiz.

Okside LDL'nin aterosklerozu hizlandiggna dair ilk kanit insan ve hayvan
aterosklerotik lezyonlarinda okside LDL’nin bulunsnalmutur. Burada ayrica T
lenfositlerinin de bulunmasinin nedeni ox-LDL'yi ntana amaci ile oldgu
disinulmektedir.  Hayvanlarda homolog ox-LDL ile yaml immunizasyon
calismalari ateroskleroz geitnesinde ve neointimal formasyonda zararligikle
faydali old@gu da gorulmétar (74).

Yapilan calgmalar aterojenezde immun sistemin O6nemli @ldw
bildirmektedir. Bu nedenle immunolojik reaksiyonldoglatacak guclu antijenlere
dikkat cekilmitir. Isi sok proteini (HSP-65) ile immunize edilpiC57BL/6J
farelerde yalh cizgi olusumu hizlanmgtir. George ve ark (29) normal ve kolesterol
yiuksek diyetle beslenen C57BL/6J farelerde HSP-@& HSP-65'den zengin
mikobakterium tlberkulosis (MT) ile immunize etherdir. MT yapisal olarak
antijeniteyi arttiran bir bakteri tartidir. Bu netieeRSP ile birlikte verilmgtir. HSP-
65 ve HSP-65+MT’'ye hizl bigekilde hiicresel immun cevap g@dhalde, fosfat
salin tampon (PSB) ile immunize edilenler ve higumze edilmeyenlerde hicresel
immun cevap Yyoktu. Ayrica HSP-65 ve HSP-65+MT ileimunize edilen
hayvanlarda gelen aterosklerotik lezyonun buyukli kontrol grubuna gore c¢ok
fazla idi. Degerlere bakildiinda; HSP-65 (n=10, ortalama aortik lezyon boyuiu 4
417+ 9258um?), HSP-65+MT (n=15, 66350 + 6850m?), PBS tamponlu olan
(n=10, 10 028 + 359Am?), hic immunize edilmengigrubun dgerleri (n=10, 9500
+2120um?) olarak goriilmektedir. Proteinlerle immunize edil hayvanlarin aortik
lezyonlarinda immunohistokimyasal analizde CD4 deitif infiltrasyonu vardi.
Kontrol grublarinda ise ¢ok azdi. ¥&izgi olsumu da HSP-65 ve HSP-65+MT ile
immunize edilmglerde kontrol grubuna gore fazlaydi. Bu gala aterojenezde
iImmun sistemin ikkisini ortaya ¢ikarmak yoninden énemli bulgulariaigtr.

Xu ve ark (103) kolesterolu normal olan g¢amlari rekombinant HSP-65 ve
MT ile zenginlgtirilmip HSP-65 ile immunize etrgier ve hayvanlari normal yem ile
besledikleri halde ateroskleroz gélgini gérmislerdir. Daha sonra ayni gtaicilar
HSP-60'In ateroskleroz lezyon icinde eksprese &dild gostermglerdir. Karotid

94



aterosklerozunda ve koroner kalp hastaliklarinddjeme kagli humoral cevabin
arttigl da goralmigtar.

Yapilan calgmalar ox-LDL’'nin CVH ic¢in iyi bir belirte¢ oldgunu
soylemektedir.  Aterosklerotik lezyonlarda makradgglan tlreyen  kopuk
hicrelerinde immunohistokimyasal gatalarda anti-ox-LDL monoklonal antikorlar
kullanilarak ox-LDL’nin biriktigi gosterilmitir (44,70) Bu kanitlara dayanilarak ox-
LDL’nin ateroskleroz patogenezinde dnemli giddusavunulmaktadir. Bunagdaen

ox-LDL'nin kan dizeyleri ile ilgili olarak ankalmasi gereken pek ¢ok nokta vardir.

Kardiovaskuler hastain belirtileri genellikle orta ve ileri ydarda gorulir.
Aterosklerozun gedimi yillar strer. Ancak ilerleyen zamanlarda aeer daralmasi
ve kanlanmanin azalmasi ile klinik belirtiler orgagikar. Gekim siresinin uzun
zaman almasi ve belirsigin nedeni ile argiricilar ateroskleroz cahnalarinda
patogenez icin kesin bjey sOylemekte zorlanmaktadir. Bu nedenle ox-LDL bib
ipucu bulan argiricilar ¢oziime yakkamak icgin, bu noktada metodolojiye de 6nem

vererek hizla ilerlemektedir.

Kandaki ox-LDL 6lcumunde Uzerinde dnemle durulatktapbu dgerlerin

kisinin gelecgini ateroskleroz yonunden belirleyip belirlemeygde.

ELISA yontemi ile kanda Olgulen ox-LDL duzeyleri; koroner arter
hastaliklarinda, karotid arter hastaliklarindayagkleroz nedeniyle transplantasyon
yapilanlarda ve hemodiyaliz hastalarinda yuksgimiDiyabetiklerde de ox LDL
dizeylerinin artgg bildirilmistir. Endotel fonksiyonu ve damar vazodilasyonuna
cevap ile ox-LDL arasinda pozitif bir korelasyordaiu bildirilmistir. Plazma ox
LDL dizeyi hastaliklarin dgsik fazlarinda farkliliklar gosterebilmektedir. Akut
miyokard infarktisiin (AMI) hemen akabinde, serelméarkta, koroner anjiografi
uygulamalarini takiben en yiksek grtgostermgtir. . Hastalarin hastanede lkall
sureleri ve sonrasinda oOlcumler yapgnan yiksek ox-LDL dizeyi akut fazda
olmustur. AMI'de plak yirtilmasinin dokamdaki goOstergesi ox-LDL’'nin asfi
seklinde olmuytur (43).

Statinlerin ox-LDL’ye etkisini inceleyen birka¢ ¢aha vardir. Inami ve ark.
(Lit.43 icinde 49) Kyowa Medex (MX) kiti kullanakakolesteroli yiksek kilerde
prevastatin tedavisinden 6nce ve 12 saat sonraDdx-tlizeyini 6lgmg LDL

95



kolesterolin % 22 oraninda az@aw ox-LDL'nin % 21 oraninda azagh
bildirmislerdir. Fluvastatin tedavisi ile kandaki ox-LDL ksentrasyonunun % 51
azaldgini fakat LDL kolesterol azalmasinin % 15 lerdédkani bildirmislerdir.
Fluvastatinin antioksidan 6zdlli bilinmektedir. Bu nedenle, flavastatin HMG-
reduktaz inhibitora etkisinin yaninda, LDL'nin wmivo oksidasyonunu da inhibe
ettigi disUnulmigtar.

Bir baska calsmada (Lit. 43'de 35) atorvastatinin ox-LDL Uzeriegkisi
incelenmgtir. Burada 2341 AMI, stabil olmayan anjina pekide (UAP) ve
plasebo 16 hafta sire ile takip edgmie ox-LDL/Apo-B orani Witztum’s yontemi
ile OlcUlmigtar. Atorvastatin apo B miktarint % 34 azaltirkex-LDL/Apo-B
oraninda % 9,5 agtioldugu bildirilmistir. Hulthe ve Fagerberg (Lit. 43'de 50)
Mercodia’nin kitini kullanarak klinik olarak gakli goérilen fakat intima-medya
kalinhgr  ile birlikte aterosklerotik plak saptanansilerle kandaki ox-LDL
konsantrasyonunun korelasyonlu gidau bildirmglerdir.

Holvoet ve ark (40) kendi getirdikleri Holvoet yontemi ile kanda ox-LDL
olcmikler; 3033 olguda ox-LDL konsantrasyonlarini metdébskendromu olanlarda
1.45 + 0.82 mg/dl, metabolik sendromu olmayanlasea 1.23 + 0.67 mg/dl olarak
saptamyglar ve ileri derece anlamli sonu¢ bulduklarini (30®1) bildirmglerdir.

Itabe yontemi kullanilarak yapilan bir ¢ka calsmada (43), AMI gegiren
hastalarin kandaki ox-LDL duzeyleri, UAP, stabil jina pektoris (SAP) ve
kontrollere gore yuksek bulunmtur. Tsimikas ve ark (96) Witztum yontemi ile
yaptiklari ELISA ¢cagmasinda AMI'de yuksek ox-LDL dizeylerini gorgiérdir.
Arastiricilar kanda ox-LDL’nin gegici olarak yiksek bumasi akut koroner
sendromun saretcisi oldgunu bildirmilerdir. Literatirde bu bulgulara aykiri
sonugclar da vardir. Brun ve ark (Lit. 43'den 5863AP, 109 UAP ve 192 AMI'li
hastada Mercodia kiti ile yapmolduklari ox-LDL deerlerinde gruplar arasinda
anlamh bir fark bulamanglardir.

Ox-LDL dlciminde; hepsinde temel prensip immunklojmakla beraber
farkl tip yontemlerle farkl ox-LDL’ler 6lcilmekudir. Sjégren ve ark (Lit.43'de 55)
Mercodia kiti ile yapt calsmada; metabolik sendromlu hastalarin ox-LDL
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degerlerini kontrol grubundan farkli bulmaghardir. Ancak literatirde gmnlugun
gorisl, ox-LDL’nin diagnostik ve prognostik 6neminindogudur.

Naruko ve ark (68) 102 AMI geciren hastada hastareds sureleri icinde
ox-LDL dizeyleri 1.55+1.21ng/5ug buliiardir. Bu dgerler kontrol grubunun 3
kat fazlasidir. Hastaneden ayrildiktan sonra bieder 0.71+0.47 ng/5ug olngtur.
102 AMI infarktls geciren hastanin 25 tanesindey@cande restenoz galnistir.
Restenoz gejen olgularin ox-LDL dgerleri 1.03+0.65 ng/5ug ng/5ug ‘dir.
Restenoz gelmeyen olgularin deerleri ise, 0.61+0.34 ng/5ug ‘dir. Stabil fazda
yuksek ox-LDL dgerlerinin nedeni bu kilerin yuksek oksidatif strese maruz
kalmalari ya da B&a unstabil plaklarin vagh nedeni ile olabilega
disunulmektedir. Bir bgka calsma grubunda plazma ox-LDL dizeyi Mercodia Kkiti
ile olcilmis ve su sonuclar elde edilstir (Lit.43'den 53). AMI geciren hasta
grubunda kandaki ox-LDL duzeyi kontrole gore yuks®ekunmytur. Bu hastalarin
ox-LDL degerleri CRP ile korelasyonlu ¢ikmagtir. Inflamasyon gostergesi olarak
kabul edilen CRP ile ox-LDL’nin ayni hastalardaluir ile korele olmamasi ox-

LDL’nin bagimsiz bir risk faktéri oldgunu digundirmigtar.

Apo E knockout (Apo E KO) yapilmifareler aterosklerozu agamak icin
lyi bir model olarak kabul edilmektedir. Apo E yoklnda VLDL ve LDL'nin
periferal dokular tarafindan alinmasi azgld¢in kanda kolesterol yukseliyor. Daha
Otesi Apo E yoklgunda aterosklerotik lezyondan katggerie giden revers kolesterol

transpor da anlamli olarak azaftm (26).

Kato ve ark (50) kendi yaptiklart mAb (monoklonanhtikor) ile Elisa
teknigini kullanarak kanda dogan ox-LDL'’yi dlgmiklerdir. Dolgan kanda ox-LDL
Olcen baka aratiricilar da vardir. mAbs kullanilarak kanda yapil6élgtimlerde
CVH’lI hastalarda ox-LDL’'nin yukselg@ini gostermglerdir. Arastiricilar ayrica
ApoE KO farelerde dgumu takip eden 20 hafta icinde ox-LDL duzeylerigiderek
arttigini bildirmislerdir. Bu calgmada Apo E KO fareler gomdan itibaren 40 hafta
chow diyetle beslenmgierdir. Ox-LDL ve aterosklerotik lezyon ggthesi 40 hafta
boyunca incelenmgiir. Deneklerin vicut @rhigr 40 hafta boyunca giderek artmr.
Total kolesterol 4. haftada 337 + 25.4, 10 hafta8a.8 + 107, 20. haftada 734.5 +
141, 28. haftada 924.2 + 138.4 40. haftada 727395 mg/dl olmsgtur. Total

97



kolesterol dgerleri 28. haftada pig yapgmi40. haftada dimUs ve 20. hafta deerine
gelmistir. LDL kolesterol 28. haftada pig yaparak 269.8%.7 olmyg, 40. haftada
173.0 + 54.3 olarak ginls ve bazal dgere ulamistir. Bazal dger olarak kabul
edilen 4. hadtadaki LDL geri 175.5 + 12.2 mg/dl’dir.

Apo E KO farelerdeki ateroskelrotik lezyonlar oddr o boyasi kullanilarak
goruntilenmgtir.  Dogumu takiben 10. haftada aortun yilzeyinde bircok
ateroskelrdotik lezyon fark edilmeye stenmstir. 10. Haftada bu lezyonlarin
kesitlerinde kaplagh alan % 0.5 ‘dir. 20 haftada % 3 olgtur. 20. haftay! takip
eden gunlerde arterlerdeki lezyon @rdramatik birsekilde yikselmi ve buna bgi
olarak damar daralmasi hizla agtm Bu sireglerde ox-LDL dgsimleri de ilging
bir degisim gostermgtir. Kanda 20. haftada en yiksek ox-LDLgeeine ulaiimistir.

4. haftadan itibaren yilkselmeyeslayan ox-LDL 20. haftada pig yapsnsonra
azalmaya bgamis 40. haftada bazal dere yaklamistir.

Hayvan calmalarina benzer camalar myokard (Tsimikas 2003) ve beyin
(70) infarktisii geciren hastalarda yapsime ox-LDL miktarinda gecici aglar
gorulmistir. Bunun sebebi ox-LDL'nin bir akut faz reaktagibi davranmasi
olabildigi gibi, aterosklerotik plakdan zaman zaman kandereox-LDL de olabilir.
Bu gegici arg ilerlemis lezyon alani ile ilgili olarak ox-LDL dgrji da olabilir.
Oksidasyon urunlerinin Apo EKO farelerede 28. hddtaivarinda en fazla olgu ve
kana gecgii andan sonra lezyon artgnolarak orada dururken ox-LDL’nin bazal

dizeye dgru yaklamasi ilging bir bulgudur.

Anti-ox-LDL otoantikorlari plazmadan ox-LDL'nin temenmesi igin
distnulen bir yoldur. Clnkl ox-LDL diizeyi azalirkenoantikor konsantrasyonu
desismemitir. Bu nedenle 40. haftaya gim ox-LDL azalmasi otoantikorlarin etkisi
ile olmustur denemez. Bu slrecde ox-LDL dizeyinirgidmesinin nedeni oksidatif
stres degisimleri ve de damar duvarindaki gigmler olabilir. Ancak Kato ve
ark.(50) yapttl bu calsmada ilging olan nokta ox-LDL'nin aterosklerotikzigen
gelismeden 6nce ortaya cikmasidir. Aortik dokuda lipaetosidasyon rlnleri ve
ox-LDL fosfatidilkolin histokimyasal boyama ile 1Chaftada ortaya cikmtir.
Calsmanin sonucu da bu noktaya odaklagtimi Yani ox-LDL aterosklerotik
lezyonlar goérilmeden kanda yiukselmeygldaistir.
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Biz bu nedenle kisa sireli deneysel hiperlipidenodd_DL'nin degisimini
incelemek istedik ve argini gorduk.

Lipoproteinlerin oksidasyonu ve oksidatif proses¢erosklerotik lezyonun
meydana gelmesinde ve sirecin hizli ilerlemesindamitaidigl insan ve hayvan
modellerinde yapilan ¢gmalarda gorulmgttir. Clnku aterosklerotik lezyonda ox-
LDL vardir (32). Ayrica aterosklerotik lezyonlardgid peroksidasyon urunleri;
modifiye olmu apoproteinler gorulir. Burada vaskuiler hicreleibotoksik hasari
da s6z konusudur. Bu hasarin bilinen nederyéyle 6zetlenebilir; Nitrik oksid
salinmasi ile olgan vazodilatasyona karcssitli inhibe edici etkiler ile damar yapisi
bozulur, gecirgengii artar, monositlerin arter duvarini gecerek makjtafdara
donislr ve c¢opcu reseptorler ile oksidlenerek modifiyenw LDL'yi toplamaya
baslar. Bu esnada pek ¢ok adezyon molekulleri ve sitek prosese katilarak bir
taraftan da inflamatuar yanit prosesi devreye gltBi_'nin oksidasyonu ile beraber
lipid peroksidasyon slemleri baglar ve reaktif aldehidler ortama cikar. Lipid
peroksidasyonu sirasinda geh reaktif aldehidler LDL’de 6énemli bir protein ala
Apo B'nin lizin ve histidin kalintilari ile kovalanbaslar olusturur. Béylece LDL
Uzerinde yuksek immunojeniteye sahip modifiye likadintilari belirir. Busekilde
modifiye olmy LDL'de MDA - lizinler ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)izinler
olusur. Ox-LDL dedgimiz modifiye olan bu LDL’ler aterosklerotik lezyda
bulunur ve humoral immuniteyi Batir. Bu sekilde ox-LDL'ye ba&lanms cesitli
otoantikorlarin varffi gosterilmgtir.  Bu otoantikorlar insanda, tganda ve
sicanlarda tespit edilgtir (32). Yapilan cakmalar MDL-LDL'ye bglanms
otoantikorlarin aterosklerotik ilerlemeyi hizlaraig bildirilmistir. Clnkd kontrol
grubu ile yapilan ¢cajmalarda busekilde otoantikorlarin okumu ve buna kg
olarak hizlanny aterojenez gelimi gorulmemgtir. Bircok epidemiyolojik
calismalarin verilerine gére; MDA-LDL'ye hdanmg otoantikorlarin veya bakir ile
okside olmyg LDL’lerin (Cu-LDL) aterosklerozun ilerlemesini gié&en bir indikator
olarak kabul edilmesi benimsemytii. Karotid aterosklerozunda koroner arter
hastaliklarinda, diyabetiklerde, periferal damarsthbklarinda, hipertansiyonda,
kanda modifiye LDL’'ye kan olusan otoantikor titresinin argi bildirilmistir (27).
LDLR™ sicanlarda yapilan bir cginanin sonuclari da alan otoantikor titresinin

aortik ateroskleroz boyutu ile gau orantili oldgunu bildirmitir. (27,50)
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Freigang ve ark. (27) LDL reseptérii eksik olan (IBDY) miirinlerde okside
LDL'nin c¢esitli  formlar1 ile immunizasyon vyapip aterogenez gionunu
deserlendirmglerdir. Immunizasyonda 3 farkli grup 7 hafta stle immunojen
verilmistir. Olusturulan gruplar; 1-homolog malondialdehid ile maoghf edilmi
LDL, kontrol olarak kullanilan dgal LDL ve yine kontrol olarak kullanilan fosfat
buffer salin (PBS)'dir. Inmunizasyon devam ederken bu gruplar 17 giin sére il
kolesterolden zengin diyetle beslenerek aterojém#andiriimstir. IgM ve IgG gibi
antikorlarin ve 1gG1 ve 1gG2 gibi izotoplarin ox-LDin cesitli formlarina
baglanmasi cabma boyunca takip edilgtir. 24 hafta sonra aortdaki ateroskelroz
lezyunu incelengiinde MDA-LDL'nin PBS’ye gore % 46.3, dal LDL’nin ise yine
PBS'ye gbre % 36.9 oraninda azalma gosgeradjoriimistir. Aterosklerotik
lezyondaki kesitlerin boyutu olarak bakgehda MDA-LDL 133 558um? dazal
LDL 157 141 um?, PBS'li olanda ise bu alan 248 867um’ bulunmutur.
Aterosklerotik kesitlerde aterom g@a olusumu bdyle iken 1gG antikorlarinin
baglanmasi cok daésik olmustur. IgG antikoru MDL-LDL grubundaki oksidatif
neoepizodlara farkl I@anmstir. Ornesin; 1gG; okside fosfolipide, okside
kolesterole, okside kolesterol linoleata gleeami fakat dgal LDL'ye
baglanmamgtir. Yani MDA-LDL ile immunizasyonda IgG antikorlazamana bgi
olarak devamli ari gosterdgi halde, dgal LDL ve PBS ile yapilan
immunizasyonda bu agtigorilmemgtir. MDA-LDL grupta; hem T helper 2
hiicrelerine bgimli IgG1 antikorlari hem de T helper 1 hicrelerib&imli 1gG2
antikorlarin  oksidatif neoepitoplara @anmasi zamana P& olarak arts
gostermgtir. Diger taraftan immunize olan MDA-LDL ve @al LDL ateroskleroz
olusumunda anlamli agigosterirken, MDA-LDL gruptaki antikor titresi, spiék

epitoplarin oksidasyonuna@aolarak cok yiuksek bulunngtur.

Batin bu bulgular ox-LDL'ye kar olusan humoral ve hicresel immun
cevaplarin ateroskleroz prosesinin 6nemli bir parggduunu gostermektedir. Biz
bu diuncelerle hiperlipidemi okiururken LDL’nin oksidlenmesini nasil etkiler
diye aratirmak amaciyla Apo B ve LDL konjugati ile immunieéik ve kisa sureli

hiperlipidemide olumlu sonu¢ alamadik.

Karmalk bir mekanizma olan aterosklerozun patogeneziogd DL'nin
onemi baydktir. Ox-LDL diz kas ve makrofajlardaiekior etki yaptgl gibi bu
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hiicrelerde TF ekspresyonunu da hizlandirarak gghtd sisteminin de olaya dabhil

olmasina neden olmaktadir.

C57BL/6 tipi fareler kiucUk oldgu icin diundigimiz parametrelerin
tamamini kanda yapmak mimkin olmadi. Byudigelerle lipid metabolizmasinda
onemli bir yeri olan karager hucrelerinde de LDL oksidasyonunu gal.
Oksidlenmg LDL hiperlipidemik grupda kontrol grubuna gore &eiger
homojenatinda da agti gostermgtir. Ancak ilging olan nokta karager
homojenatinda Apo B verilmigrupta ox-LDL dgerleri anlamli olarak azalwstir.

Benzer azalmayi LDL konjugati verilen grupta sapad

LDL kolesterolun oksidasyonu ile meydana gelen @®{-Lateroskleroz
patogenezinde serbest radikallerin ve lipit peridesn 6nemini dglindirmitar.
Lipid peroksitlerinin ¢gitli mekanizmalarla ateroskleroz etiyoloji ve patogzinde
onemli olduklar gosterilmgtir. Kanda malondialdehid dizeylerinin 6lgimi son
yillarda lipid peroksidasyonunun goéstergsi olarak sk kullanilan metodlardan
biridir.

Biz bu calsmada kara@er homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik lipid
peroksidasyon dgrlerini  malondialdehid duzeylerini  dlgerek inceled
Hiperlipidemik grupta lipid peroksidasyonunun aitn gérdik. Apo B konjugatinin
kisa sureli hiperlipidemi durumunda lipid poroksglanuna etkisi olmagh saptandi.
Benzer sekilde LDL konjugatinin da hiperlipidemi durumunddipid

peroksidasyonuna etkisi olmadi yani bekgguiz koruyucu etkisini géremedik.

Stabil bir molekulde elektronlar diorbitalde ¢ift olarak bulunmaktadir.
Boylece her bir elektronun zit spine sahip bim@ olmasi sglanarak kararl bir
yap! olymaktadir. Ber son yoringedeki orbital elektron alirsa veyablegerse,
yani atom veya molekll bir veya daha cok sayiddegimems elektron tair hale
gelirse yap! artik bir serbest radikal halini alBu sekilde elektron duzenleri
bozuldgu icin kararliliklarini kaybetrgive bu yuzden reaktif hal alphatom veya
molekdl gruplart olan serbest radikaller oksidagsyomeden oldgu icin

aterosklerozda tzerinde 6nemle durulan konulardhing33,52,67) .

Oksijen 06zel atomik yapisi nedeniyle radikal solonlarinda 6nemli rol
ustlenir. Aslinda oksijen aerobik hicrelerde oksfdisforilasyon yoluyla enerji
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dretimide gerekli bir maddedir. Oksijenin % 99’usadatif fosforilasyon sirasinda
suya dongmekte ve ATP sentezine sebep olmakla birlikte yakl&6 1'i toksik
maddelere donibilmektedir. Oksijenin tek elektron transferi ilediksiyonu
serbest radikal anyonu agturur. Hemen tim aerobik hiicrelerde oksijenin etakt
alarak indirgenmesi sonucu superoksit radikal anymeydana geliriki superoksit
molekillu reaksiyona girerek hidrojen peroksit,@) meydana gelir. Hidrojen
peroksit serbest radikal biyokimyasinda 6nemlidiliesiktir. Hidrojen peroksit hiicre
membranlarindan kolayca gecebilen uzun émarli ksrdandir. Demir ve bakir gibi

geck metal iyonlarinin katalizorigu hidroksil radikal Gretimini kolaykdirir (33,67).

Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindbsslatilan ve hicre
membraninda bulunan poliansatureg ysidlerin oksidasyonuna yol acan kimyasal
bir olaydir. Poliansature yaasidleri icerdikleri cift balar nedeniyle oksidasyona
oldukga duyarlidir. Bu nedenle hiicre memanlardliperoksidasyonundan en ¢ok
zarar goren bolgelerdir. Hucre zarindaki poliamsatya& asierinin alfa metil
gruplarindan hidrojen atomunun uzakialmasi ile lipid peroksidasyonu ar.
Zincir yapisindan hidrojen atomunun uzaklialmasi ile yg asidi bir lipid radikali
haline gelir. Burada etken serbest radikalin stiggdoveya hidroksil radikallerinin
oldugu disinulmektedir (1).

Meydana gelen lipid peroksitleri yikilarak aktif ps@ar olan aldehid ve
karbonil bileiklerine déni@irler. 3 veya daha fazla cift aceren yg asidlerinin
peroksidasyonu ile malondialdehid meydana geliddalokularda meydana gelen
degisikliklerin sebebinin MDA oldgu disinulmektedir (33,67). Peroksidasyonla
olusan MDA, membran yapilarini etkileyerek capraglaama ve polimerizasyona
sebep olabilmektedir. iyon transport bozukluklari, enzimlerde fonksiyon
bozukluklarinin sebebi de MDA'dir. Bu nedenle bu lekalin; ateroskleroz,
hipertansiyon, diabetes mellitus, slanma.. gibi cgtli olaylarn yaptgl ve
karsinojenik, genotoksik ve mutajenik 6zelliklegithg! disiinilmektedir.iyonize

radyasyonun serbest radikal Uretimine nedengpidildirilmistir.

Biz bu nedenle kisa sireli deneysettipidemide ox-LDL ile birlikte lipid
peroksidasyonu durumunu gormek istedik ve lipidogsidasyonun da argini
saptadik.
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Aterosklerozda reaktif oksijen turlerinin hicres&hynaklari, endotel
hicreleri, intimadaki diz kas hucreleri ve mondgikenli makrofajlardir. Serum
lipoproteinleri oOzellikle LDL kolesterol konsantsamu artsi ateroskleroz igin
onemli bir risk faktoriddr. LDL'nin klinik ve epideiyolojik calismalarda
aterosklerozdan sorumlu olglu bircok ¢algmada bildirilmstir (6,11,97). Superoksid
anyonunun fagosit ve diuz kas hucreleri yoluyla LDksidasyonunu uyaran bir
ajandir. Tioller metal iyonlari vaginda LDL oksidasyonunu uyaran superoksit
radikali olustururlar.in vitro sartlarda LDL’nin demir ve bakir gibi gecimetallerinin
varliginda oksidatif modifikasyonaguadgi bildirilmistir. LDL'nin oksidasyonunda
LDL yogunlugu 6nem tarr. Kigik ygun LDL koroner arter hast&h gelisiminde
daha etkindir. Cgtli calismalar kicik ygun LDL'nin oksidasyona daha yatkin
oldugunu gosterngtir. LDL oksidasyonu c¢oklu doymagiyag asidlerinin (PUFA)
peroksidasyonu ile sonuglanan bir olaydir. Bunubebe de serbest radikallerdir.
Oksidasyon bgangicta LDL icindeki antioksidanlarin vatl ile baskilanir.
Baskilamanin mimkin olmad ve oksidasyonun ilerlemesi durumunda LDL
oksidasyonu hizlanir. Sonucta MDA veseli caitli aldehit tGrinleri LDL icindeki
apo B’ye zarar verir. Bunun sonunda dokulardaki Ligkeptorleri tarafindan LDL
dokulara gecemez fakat ¢copcu reseptorler tarafinuzkrofajlara gigi artar. Burada
LDL’'nin MDA igeri gi cok artmstir.

Ox-LDL diger taraftan da buyume faktorlerini ve hiicre sirgradii uyarir ve
ateroskleroz patogenezinde rol oynar. Ox-LDL man&esmotaktik proteinleri ve
cesitli faktorleri etkileyerek nitrik oksid inaktivagnunu sglayarak vazodilatasyonu
inhibe eder. OksidlenmiLDL prostaglandin dretimini de arttirtir. Damardaalms
fibrinolisisden ox-LDL‘nin sorumlu oldgu bildirilmistir. Immunolojik yapida
oldugu kabul edilen MDA tarafindan modifiye edilgnLDL, immun kompleks
olusumunu uyarir bu agregatlar kolesterol birikiminittiaurlar. Aterosklerozdaki
lezyonlarda okside LDL'ye kar antikorlarin varlgl hastalgin ilerlemesi ile pozitif
korelasyonlu oldgu gosterilmgtir (5,15,30,35,69,83,86,94).

Ancak bizim planladiimiz ¢calsma beklediimiz sonucu vermengj deneysel
hiperlipidemi olgumu sirasinda ilave eitmiz Apo B ve LDL gibi konjugatlar kisa
siurede lipid peroksidasyonu yani MDA glumunu dnleyemersiir.
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Biz bu calsmada karager homojenatinda ox-LDL gerleri ile birlikte
antioksidan etkinin de nasil gigecesini gormek istediimiz igin, karacger
homojenatinda GSH derlerini inceledik ve kisa sureli hiperlipidemideSB

degerlerinin de lipid peroksidasyon glerleri gibi arttgini gorduik.

Antioksidan mekanizmalar serbest radikallerin eerili dengeleyicileridir.
Antioksidan molekdller serbest radikaller ile egkime girerek zincir reaksiyonunu
sonra erdirirler, kendi elektronlarini vermek siylet serbest radikalleri nétralize
ederler ve hayati molekulleri hasardan korurlar. maktadan bakilggnda bizim
degerlerimizde GSH degerlerinde gorulen artma kisa sureli hiperlipidenmaeydana
gelen oksidasyonda dengeleyici olabilir diygiglimekteyiz.

Biz bu calsmada bircok fizyolojik olayda etkin olan siyalikids deneysel
olarak yapmy oldugumuz kisa streli hiperlipidemide nasil birgdém gdsterecgini
inceledik ve hiperlipidemik grupta siyalik asid ggelerinin kontrol grubuna gore
artms oldugunu gorduk. Apo —B konjugati ilavesi ile hiperlipmik grupda siyalik
asid duzeyleri azalirken LDL konjugati ilave ediidide hiperlipidemik grubun
siyalik asid duzeyinin argil goralmistir. Kimi aratiricilara gore sialik asid endotel
hiicreleri icin koruyucu bir role sahiptir (95). Héterin birbiri ile interaksiyonu ve
hiicre proliferasyonunda sialik asidin dnemli foyksiu oldw@gu bilinir (63). Bizim
degerlerimizde gorulen siyalik asid agitnin nedeni oksidasyona gagelisen hicre

hasarini korumak amacli olabilir.
Sonug:

Kisa sireli deneysel hiperlipidemi yapiinfarelerin serum ox-LDL dgerleri
kontrole gore argl gostermgtir. Apo-B ve LDL konjugatinin bu bulguya etkisi
hiperlipidemik gruptaki ox-LDL’yi arttirma yonind&mustur.

Ox-LDL karacger homojenatinda da olculsive hiperlipidemik grupta
karacgerdeki LDL'nin oksidasyonu da artgtir. Serumdakinin aksine kargerdeki
oksidasyonu Apo-B konjugatinin etkisi azaltici yéndimwtur. LDL de benzer

etkiyi gostermg fakat bu etki Apo-B kadar olmagtur.

Karaciger homojenatindaki protein gerleri hiperlipidemi yoninden az
anlamh olan bir azalma gostertii. Apo B konjugati ve LDL bu azalmayi daha da
arttirmstir Karacger homojenatinda GSH ve LPOggeleri hiperlipidemik grupta
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anlamh bir arty gostermgtir. Apo-B ve LDL konjugatlar bu dgerleri sirasiyla
arttirma ve azaltma yonindegigm gostermgtir.

Karaciger homojenatindaki siyalik asid gkxleri hiperlipidemik grupta

artms, Apo B ve LDL konjugatlarinin bu agt etkili olmamgtir.

Ozetle; kisa sureli deneysel hiperlipidemide kahd_. oksidasyonu ve
karacgerde lipid peroksidasyonu ve sialik asid agtmni Apo-B ve LDL
konjugatlarinin bu aga kanda etkili olmangtir. Karacgerdeki etkisi dikkat

cekicidir.
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Yiiksek Lisans (Tezsiz) |Canakkale 18 Mart Universitesi Fen Bilimleri Ens. BojpOg. | 2007

Lisans Ganakkale 18 Mart Universitesi Fen Edebiyat Fak. Biyo 2006

is Deneyimi (Sondan gegnge dasru siralayin)

Gorevi Kurum Sire (Yil - Y1)
Yabanci | Okudusunu| Konusma* | Yazma* KPDS UDs TOEFL |IELTS
Dilleri Anlama* Puani Puani Puani Puani
Ingilizce |lyi Iyi Iyi 50 50

# Basariimis birden fazla sinav varsa, tiim sonuglar yazilmah@ok iyi, iyi, orta, zayf olarak deerlendirin

# KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil Sinavi; UDS: Unmsitelerarasi Kurul Yabanci Dil Sinavi; IELTS:

International English Language Testing System; TOHFst of English as a Foreign Language

Sayisal Esit Agirlik Sozel
ALES Puani
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Windows, Office Prog. Cok iyi
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