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OZET

Silomikronlar besinsel lipitlerden enterositlerde sentez edilirler ve torasik
kanal yoluyla dolasima nakledilirler. Bir silomikronun yapist amfipatik lipitler ve
apolipoproteinler ile ¢evrili bir hidrofobik lipit merkezden meydana gelir.

Aterosklerozun bir nedeni olarak bilinen lipoprotein agregasyonuna
lipoproteinlerin hidrofobik dogasi sebep olur. Bundan hareketle LDL yaygin olarak
caligilmis ancak silomikronlar ¢alisiilmamistir. Son zamanlardaki kanitlar
silomikronlarin lipoprotein lipaz ile etkilesimi sonucunda olusan silomikron
remnantlarin aterojenitesini desteklemektedir. Bir lipoproteinin lipit kompozisyonu
onun biyofiziksel 6zelliklerinin en 6nemli belirleyicisi oldugundan, ratlardan torasik
lenf kaniilasyonu ile elde edilmis ve 5x10° g min, 20 °C’de ultrasantrifiigasyon ile
izole edilmis aycicegi yagi, zeytinyagi, balik yagi, margarin, tereyagi ve palm yagi
silomikronlarinin hidrofobik 6zellikleri, vorteksleme ile olusan agregasyon ve
hidrofobik interaksiyon kromatografisi (HIC) kullanilarak karsilastirildi.

LDL’in aksine silomikronlarda vorteksleme neticesinde agregasyon
olusmadi. Ayg¢igegi yag: ve tereyagi silomikronlar1 hidrofobik kromatografi ortami
ile en gii¢lii etkilesimi gdsterdi, bununla birlikte balik yag: silomikronlar1 zayif bir
etkilesim gosterdi.

Balik yag1 ya da tereyagi silomikronlarinin vortekslenmesi, diger yag
silomikronlari ile karsilastirildiginda, ¢ok daha belirgin bir absorbans azalmasina
neden oldu, bu durum bu silomikronlarin misel stabilitesinin daha az oldugunu
gostermektedir.

Aycicegi yagi silomikronlarinin yiizey hidrofobikligi, diger yag
silomikronlar ile karsilastirildiginda, belirgin bir sekilde yiiksek bulundu.
Silomikronlarin doymus / doymamis yag asitleri orani, lipoproteinin yiizey

hidrofobikligini belirleyen tek faktor olmayabilir.
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Balik yag1 silomikronlar1 daha az hidrofobiklige ve diisiik misel stabilitesine
sahipti. Balik yagiin kalp damar saglig1 lizerine olan faydali etkileri géz oniine
alindiginda, daha az hidrofobiklik ve diisiik misel stabilitesi birlikte, ilave bir

lipoprotein aterojenite gostergesi saglayabilir.

Anahtar kelimeler: silomikron, agregasyon, hidrofobiklik, ateroskleroz,

kromatografi.



vii

ABSTRACT
COMPARISON OF HYDROPHOBIC PROPERTIES OF THORACIC
LYMPH CHYLOMICRONS FROM VARIOUS FATS IN RATS

Chylomicrons are lipoproteins synthesized by the enterocytes from dietary
lipids and transferred to circulation via thoracic duct. A chylomicron structure
consists of hydrophobic lipid core surrounded by amphipathic lipids and
apolipoproteins.

Lipoprotein aggregation is caused by hydrophobic nature of lipoproteins
which is known to be a cause of atherosclerosis. From this respect, LDL has been
extensively studied but not chylomicrons. Recent lines of evidence provide suppport
for the atherogenicity of chylomicron remnants which results from interaction of
chylomicrons with lipoprotein lipase. Since lipid composition of a lipoprotein is a
major determinant of its biophysical properties, chylomicrons from sunflower oil,
olive oil, fish oil, margarine, butter and palm oil were obtained from rats through
thoracic lymph cannulation, isolated by ultracentrifugation for 5x10° g min at 20 °C
and their hydrophobic properties were compared by vorteks induced aggregation
and hydrophobic interaction chromatography (HIC).

In contrast to LDL, vorteksing did not induce aggregation in chylomicrons.
Chylomicrons prepared from sunflower oil and butter exhibited strongest interaction
with hydrophobic medium of chromatography, however fish oil chylomicrons
showed weaker interaction.

Vorteksing of fish oil or butter chylomicrons resulted in more prominent
reduction in absorbance compared to chylomicrons from other fats , indicating less
micelle stability.

Surface hydrophobicity of sunflower chylomicrons appeared noticeably

higher compared to chylomicrons from other fats. Ratio of saturated / unsaturated



fatty acids of chylomicrons might not be the sole factor determining lipoprotein
surface hydrophobicity.

Fish oil chylomicrons had less hydrophobicity and low micelle stability.
Considering the beneficial effect of fish oil for cardiovascular health, less
hydrophobicity together with low micelle stability can provide an additional

atherogenicity index for the lipoprotein.

Key words: chylomicrons, aggregation, hydrophobicity, atherosclerosis,

chromatography.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SM: Silomikron

TAG: Triagilgliserol

KE: Kolesteril ester

K: Kolesterol

FL: Fosfolipit

LDL: Diisiik dansiteli lipoprotein

SMR: Silomikron remnant

CDYA: Coklu doymamis yag asidi

VLDL: Cok diisiik dansiteli lipoprotein

IDL: Orta dansiteli lipoprotein
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MAG: Monoagilgliserol

FATP: Yag asidi transport protein

FABP: Yag asidi baglayan protein

ER: Endoplazmik retikulum

MGAT: Monoagilgliserol agiltransferaz

DGAT: Diagilgliserol agiltransferaz

MTP: Mikrozomal transport protein

PCTV: Presilomikron tranport vezikiil

COPII: Coatomer protein II

SNARE: Spesifik ¢oziilebilir N-etilmaleimid sensitiv faktor atachment protein
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GPIHBPI1: Glikozil fosfatidil inositol anchared high density lipoprotein binding

protein 1
LDLr: LDL reseptoru
LRP: LDL reseptor ile baglantili protein
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HSPG: Heparan siilfat proteoglikan

CETP: Kolesterol ester transfer protein
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1. GIRIS

Silomikronlar (SM) ince bagirsak enterosit hiicrelerinde sentez edilen ve
besinsel yaglar1 bagirsaklardan lenfe tasiyan lipoproteinlerdir. SM’un merkezinde
triagilgliserol (TAG) ve kolesteril esterlerinin (KE) olusturdugu bir ¢ekirdek bulunur.
Cekirdegin etrafinda kolesterol (K), fosfolipit (FL) ve proteinden olusan yiizey
tabaka yer alir (1).

SM’un biiytikliigii ve kompozisyonu, besinsel olarak alinan yaglarin yag asidi
igeriginden etkilenir (2, 3) . SM gibi TAG’den zengin lipoproteinlerin yag asidi
kompozisyonu, bu lipoproteinlerin metabolizmalarini etkileyen ve onlarin
aterojenitelerini belirleyen 6nemli bir faktordiir (4). Ateroskleroz, endotel
fonksiyonunun bozulmastyla baslayan (5) ve lipit yiiklii makrofajlarin arteriyal
dokulart istila etmesiyle (6) devam eden kompleks bir siirectir.

Her ne kadar ateroskleroz biiyiik oranda diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ile
iliskilendirilmisse de son yillarda SM’larin da giiclii sekilde aterojenik oldugu ortaya
koyulmustur. Ozellikle SM’larin dolasimda lipoprotein lipaz ile etkilestikten sonra
TAG igerigini biiylik oranda kaybetmesiyle olusan silomikron remnant (SMR)
yapisinin (7), LDL kadar gibi arter duvarina girdigi ve subendotelyal boslukta
tutundugu gosterilmistir (8). SM’lar, LDL gibi oksidasyona gerek duymadan
makrofajlar tarafindan alinabilir ve makrofajlarda asir1 lipit birikimine neden olarak
kopiik hiicre olusumunu uyarabilirler (5). Bununla birlikte besinsel yag
kompozisyonundaki degismeler, SM ve SMR’larin metabolizmalarini ve dolayisiyla
da aterosklerotik dzelliklerini etkilemektedir. Ornegin linolek asit daha biiyiik SM’lar
sentez edilmesine neden olurken (9), tereyagi ile beslenilmesi daha kiigiik SM’larin
sentez edilmesine neden olmaktadir (2). Ayrica -6 ¢oklu doymamis yag asitlerinden
(CDYA) zengin $M’larin lipoprotein lipaz tarafindan ¢ok daha hizli hidrolize
edildigi gosterilmistir (4).



Besinsel yaglarin igerdikleri mindr bilesenlerin, aterosklerozun dnlenmesi ve
diizenlenmesiyle ilgili faydali etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Zeytinyaginda bulunan
tokoferoller, steroller ve terpenik bilesenlerin antioksidan ve antienflamatuar
Ozellikleri (4) ve skualen ve eritrodioliin proinflamatuar ve protrombotik maddelerin
saliimini azalttigini rapor edilmistir (10). Diger birgok yagdan daha fazla oranda
palm yaginda bulunan tokotrienollerin, K biyosentezini ve trombosit agregasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (11).

Lipoproteinlerin hidrofobik dogasinin bir 6zelligi olan partikiil agregasyonu,
aterosklerozun altinda yatan en 6nemli sebeplerden biri olarak gosterilmektedir (12).
Subendotelyal bosluktaki lipoproteinlerin hiicre dis1 agregasyonunun, insan arter
intimasinda aterosklerotik plak olusumunu baslattig1 diisiiniilmektedir (13).
Subendotele tutunmus lipoproteinler siklikla agregedir ve agrege bir LDL gii¢lii bir
sekilde makrofaj kopiik hiicre formasyonunu indiikler (14). Kisa bir vortekslemenin
etkisi ile LDL’lerin kolaylikla agregasyona ugradigi ve agrege LDL’lerin dogal
LDL’lere gore makrofajlar tarafindan ¢ok daha hizli alinarak KE’den zengin kopiik
hiicrelerine doniistiigii gdsterilmistir (15, 16).

SM’larmin hidrofobik 6zelligi sadece bir ¢alismada, misir yagr SM’larinda
arastirilmis (12), onun haricinde farkli yaglar verilerek elde edilmis SM’larin
hidrofobik o6zellikleri karsilagtiriimamustir.

Bu nedenle ¢alismamizda, yag asidi kompozisyonlari, doymusluk-
doymamislik oranlar1 ve mindr bilesenleri farkli; zeytinyagi, aycicegi yagi, tereyagi,
palm yag1, margarin yagi ve balik yagi yedirilen ratlardan elde edilen torasik lenf
SM’larinin hidrofobik 6zelliklerinin, hidrofobik interaksiyon kromatografisi
kullanilarak ve vorteksle turbidite analizleri yapilarak arastirilmasi ve
karsilagtirilmas1 amaglanmigtir. Boylece besinsel yaglarin SM’larin yiizey
hidrofobikliklerini nasil etkiledigi direk bir yaklagimla tespit edilebilecek ve
proaterojenik olan SMR’larin aterojenitesine besinsel yaglarin etkisi
degerlendirilebilecektir. Ayrica besinsel yaglarin lipoproteinlerin ylizey 6zelliklerine
etkilerinin arastirilmasinda plazma lipoproteinlerine kiyasla daha iyi bir model

olusturulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipitlerin Plazmada Tasinmasi ve Lipoproteinler

Plazma lipoproteinleri TAG, K ve FL gibi kompleks lipitleri ve
apolipoproteinler olarak adlandirilan bir veya daha fazla proteini temsil eden su ile
karigabilir pseudomiseller partikiillerdir (17). Besinlerle birlikte alinan, karaciger
tarafindan sentez edilen ve viicut yag dokusundaki lipitlerin, kullanilmak veya
depolanmak amaci ile farkli doku ve organlara taginmasi gerekir. Suda ¢ézliinmeyen
bu lipitlerin sulu bir ortam olan kan plazmasinda taginabilmesi i¢in nonpolar lipitler
olan TAG ve KE ile amfipatik lipitler olan FL ve K, proteinlerle birleserek su ile
karisabilir “lipoprotein” yapisini olustururlar. Lipoproteinler i¢inde paketlenen apolar
lipitler bu sekilde plazmada rahatlikla tasinabilirler (18).

Lipoproteinler dansitelerine gore, ultrasantrifiigasyonla; SM, VLDL (¢ok
diisiik dansiteli lipoprotein, very light density lipoprotein), IDL (orta dansiteli
lipoprotein, intermediate density lipoprotein), LDL (diisiik dansiteli lipoprotein,
light density lipoprotein) ve HDL (yiiksek dansiteli lipoprotein, high density
lipoprotein) olmak iizere bes biiylik lipoprotein grubu tanimlanmistir (17, 18).

Lipoproteinlerin ayrica elektroforetik hareket 6zelliklerine, analitik
ultrasantrifiigasyonlarina ve membran filtrasyon ve nefelometrik davraniglarina gore
farkli siniflandirmalart yapilmustir.

Lipoproteinler elektriksel bir ortamda gog ettikleri globulin fraksiyonuna gore
adlandirilmiglardir. Baglangi¢ noktasindan anoda dogru siralandiginda lipoproteinler;
baslangi¢ noktasinda (orjin) kalan SM, B-lipoprotein (LDL), pre B-lipoprotein
(VLDL) ve a-lipoprotein (HDL) olarak tanimlanirlar (sekil 1) (18, 1).

Analitik ultrasantrifiigasyonda; LDL’ler S 0-20 lipoproteinler, VLDL’ler Sf

20-200 ve SM’lar S£>400 olarak tanimlanan lipoproteinler, membran filtrasyon ve



nefelometrik olarak; LDL’ler kiiglik partikiiller (S), VLDL’ler orta partikiiller (M) ve
SM’lar biiyiik partikiiller (L) tanimlanirlar (19).

* Sf; Lipoproteinlerin dansitesi 1,063 g/mL olan sodyum klorit soliisyonu
icindeki flotasyon hizinin Svedberg liniteleri ile ifadesidir(19). Liporpotein
fraksiyonlarini ifade etmek i¢in en eski literatiirlerden itibaren kullanilan Svedberg

tiniteleri farkl1 dansitelerdeki lipoprotein partikiillerinin flotasyon hizini dlger (20).

Baglangig f~=~--~==9 Silomikron
LDL
(B-Lipoprotein)
VLDL
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Sekil 1: Plazma lipoproteinlerinin elektroforetik mobilitesi (21).

SM, en biiytik lipoproteindir. Cap1 100 nm’den biiytiktiir. Bagisaklarda sentez
edilir ve besinsel TAG ve K’ii bagirsaklardan viicudun diger hiicrelerine tagir.
VLDL, 30-90 nm ¢apindadaki VLDL partikiillerinin dansitesi 1,006 g/mL’dir.
Karacigerden sentez edilir, TAG ve K’ karacigerden diger dokulara tasir. IDL,
plazmada TAG’lerinin hidrolize ugramasiyla birlikte VLDL dansitesi 1,006-1,019
olan IDL’ye doniislir. LDL, IDL hidroliziyle birlikte olusur. Dansitesi 1,019-1,063
arasinda olan LDL, VLDL katabolizmasinin son tiriiniidiir. 20 nm biiytikliigiindeki
LDL, plazmadaki baslica K tastyici lipoproteindir. HDL, karaciger ve bagirsaklarda
sentez edilen HDL 8-12 nm ¢apz ile en kii¢iik lipoproteindir. Dansitesi 1,063-1,21
g/mL’dir. K’ii perifer dokulardan karacigere tasir (17).

Lipoproteinlerin protein kisimlar1 “apolipoprotein” veya “apoprotein” olarak
bilinir. Apolipoproteinler, lipoprotein metabolizmasini diizenlerler. Her bir
apolipoprotein i¢in spesifik onemli fonksiyonlar tanimlanmistir. Apolipoproteinler

lipoproteinler ile karaciger ve diger dokulardaki reseptorler vasitasiyla etkilesime



aracilik ederler, lipit metabolizmasindaki enzimler i¢in ko-faktor olarak gorev
yaparlar, lipoproteinlerin yapisal stabilitesini saglarlar. Baslica insan plazma

lipoproteinleri tablo 1 ve sekil 2’de gosterilmistir.

Tablo 1: insan Plazma Lipoproteinlerinin Kompozisyonu (18).

Cap Dansitesi Protein Lipit Baslica
Lipoprotein Kaynag1 (nnl:) (g/mL) Icerigi Icerigi Lipit Apolipoproteimleri
(%) (%) Bileseni
% A-L, A-1L, A-1V, B-
Silomikronlar Bagirsak 1000 <0,95 1-2 98-99 TAG 48, C-1, C-II, C-III,
E
Silomikron o TAG, FL,
Silomikronlar | 45-150 < 1,006 6-8 92-94 B-48,E
Remnantlar K
Karaciger B-100, C-1, C-11,
VLDL 30-90 0,95-1,006 7-10 90-93 TAG
(bagirsak) C-III
1,006-
IDL VLDL 25-35 11 89 TAG, K B-100, E
1,019
1,019-
LDL VLDL 20-25 21 79 K B-100
1,063
Karaciger,
A-L, A-1I, A-1V, C-,
HDL bagirsak, FL, K
C-II, C-1II, D, E
VLDL, SM
1,019-
HDL, 20-25 32 68
1,063
1,063-
HDL, 10-20 33 67
1,125
1,125-
HDL; 5-10 57 43
1,210
Prep-HDL <5 > 1,210
Serbest
Albumin/serbest
Yag Dokusu > 1,281 99 1 Yag
yag asitleri
Asitleri

ApoE; SM, SMR, VLDL ve HDL’de bulunur. izoelektrik ézelligine gre 6
fenotipi vardir. LDL reseptorii (LDLr) ve LDL receptor related protein (LRP) i¢in
ligant olarak fonksiyon gostermektedir.

Apo B; SM, VLDL, IDL ve LDL’de bulunur. Apo B-100 ve apo B-48 olmak
tizere iki formu vardir. B-100 karacigerde sentez edilir ve VLDL, IDL ve LDL’de
bulunur. B-48 bagirsaklarda sentez edilir ve SM ile SMR’ta bulunur. Hem apo B-100
hem de apo B-48 lipoprotein yapisinin bir pargasidir. Apo B-100 LDL reseptorleri

icin ligant olarak fonksiyon gostermektedir.



ApoA-I; aslinda HDL’in apolipoproteinidir ancak SM’larda da
goriilmektedir. SMR, VLDL, VLDL remnant ve LDL’de ¢ok nadiren bulunur.
Bagirsak ve karacigerde sentez edilir. Lesitin: kolesterol asiltransferaz enzimi i¢in
kofaktor olarak ve HDL reseptorleri i¢in ligant olarak fonksiyon gostermektedir.
ApoA-II; HDL’in apolipoproteinidir. Karacigerde sentez edilir. Lipoprotein lipaz
enziminin inhibitori olarak fonsiyon gostermektedir. ApoA-IV; belirgin olarak yeni
sentez edilmis SM’larda goriiliir. Ancak SMR, VLDL ve LDL’de 6nemli 6l¢iide
bulunmaz. HDL’de az miktarda bulunur. Diger tiim apolipoproteinlerden farkli
olarak plazmada serbest olarak dolagan miktar1 lipoprotein ile bagli miktarindan
fazladir ve bu iki fraksiyon kolaylikla birbiriyle yer degistirebilir. Karaciger ve
bagirsaklarda sentez edilir. Fonksiyonu heniiz yeterince tanimlanamamustir.

C apolipoproteinleri; C-I, C-II ve C-III olmak {izere diisiik molekiil agirlikli
ti¢ apolipoprotein tiirii i¢erir. SM, VLDL ve HDL’in yiizey bileseni olarak
gosterilmistir. C-1I lipoprotein lipaz i¢in kofaktor olarak fonksiyon gosterirken, C-III
lipoprotein lipaz i¢in ve C-I kolesteril ester transfer protein i¢in inhibitor olarak

foksiyon gostermektedir (17, 18).
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Sekil 2: Insan plazma lipoproteinlerinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid

jel elektroforetogrami (17).



2.2. SM’un Tanimi ve Yapisi

SM’lar St degeri 400’den biiyiik, gastrointestinal sistemde sentez edilen,
gorevi besinsel kaynakli eksojen gliserolleri bagirsaklardan lenfe tasimak olan
lipoproteinlerdir (1). ‘Alimenter partikiil’ ya da ‘silomikron’ terimleri besinsel
yaglarin bagirsaklardan emilmesi sirasinda bagirsak hiicreleri tarafindan yapilan
partikiilleri ifade etmek icin kullaniimaktadir. Onceleri kan ve lenfteki biitiin yag
partikiillerini tanimlamak i¢in kullanilan silomikron tanim1 daha sonralar1 sadece
besinsel kaynakli yag partikiillerini ifade etmek i¢in kullanilmistir. Diger biitiin
partikiiller ‘nonalimenter’(besinsel olmayan) olarak isimlendirilir (22).

[lk olarak Gage tarafindan 1920°de bagirsak kaynakli kat1 yag damlaciklart
olarak tanimlanan SM’larin daha sonralar1 partikiil bliytikliigiine gore, elektroforetik
hareketlilige gore, Sf veya dansitesine gore tanimlamalar1 yapilmistir. Oniki ve daha
fazla karbon (C) tastyan zincir uzunluguna sahip yag asitlerinin besinsel olarak
alinmasi sonrasi bagirsak mukoza hiicreleri tarafindan sentez edilen SM’larin yapist

hem 151k hem de elektron mikroskobunda kiire olarak goriinmektedir (1).

2.2.1. SM’larin Kimyasal Kompozisyonu

SM’larin Sf degeri 400’den biiyiiktiir. Dansitesi< 0,95 g/mL’dir. Molekiil
agirlign 10°- 10* X 10° ve biiyiikliigii 750-10000 A”dur. Kuru agirlik yiizdesi olarak
SM partikiiliiniin %1-2’si protein, % 80-95’1 TAG, % 1-3 serbest K, % 2-4 KE ve %
3-6’s1 FL’tir (1, 18).

Lenfte veya kanda ortaya ¢ikan yag partikiilleri 1962 yilinda Dole ve Hamlin
tarafindan TAG’den olusan bir merkezi damla, FL, K ve az miktarda yag asitlerinden
olusan ylizey materyali ve bunun tizerindeki proteinler olarak {i¢ kisim olarak tarif
edilmistir (22). 1971 yilinda Levy ve ark. proteinleri {i¢iincii bir tabaka olarak degil
ikinci tabaka ile birlikte ifade etmislerdir. Yani gliserol ve KE’lerinden olugmus bir
cekirdegin etrafinda protein, FL ve serbest K’iin olusturdugu yiizey tabaka yer
almaktadir (sekil 3) (1).
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Sekil 3: Lipoprotein partikiiliiniin yapis1 (21).

1968 yilina kadar SM partikiil yiizeyinin, plazma membraninin bir par¢asinin
ayrilarak olusturdugu, bir membran tarafindan ¢evrelendigi saniliyordu. Salpeter ve
Zilversmit 1968 yilinda kdpek torasik lenf SM’larinin ylizeyinin plazma
membraniyla bir iligkisinin olmadigini1 ve muhtemel hiicre i¢i bilesenlerden
olustugunu elektron mikroskobu goriintiileriyle ortaya koymustur (23).

Partikiil yiizeyinin % 80’den fazlasin1 FL’ler kapatmaktadir. Bu fosfolipitler;
fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin ve sfingomiyelindir (3). Insan lenf SM
FL’lerinin % 77 sinin fosfatidilkolin, % 16’sinin fosfatidil etanolamin ve % 7’sinin
sfingomyelin oldugu tespit edilmistir (24). SM’un yapisinda bu FL’lerden en fazla
fosfatidilkolin (lesitin) bulunur. Fosfatidilkolinin yag asidi kompozisyonu sabittir ve
besinlerden gelen yag asitlerinden etkilenmez. Endojen yag asidi kaynaklarindan
sterol esterlerine veya TAG’lere eklendiginden ¢ok daha fazla yag asidi
fosfatidilkolinin yapisina eklenir. Fosfatidilkolinin yapisina endojen kaynaklardan en

fazla palmitik asit en az ise oleik asidin dahil oldugu gdsterilmistir (25).



SM’un proteinleri, SM parmak izi teknikleriyle ve aminoasit analiziyle
incelendiginde HDL proteinlerine benzerken, immiinolojik reaksiyonlarda LDL

proteinlerine benzerlik géstermektedir (1).

2.3. SM Sentezi

2.3.1. Yaglarin Sindirimi

Lipitlerin viicutta iglenmesi, lipidin agza alinmasiyla baslayan ve sinir sistemi
uyarilarini da igeren bir siirectir (26). Viicudun kullandig1 toplam kalorinin % 30
kadar1 besinsel yaglardan saglanir. Besinsel yaglarin en biiylik bileseni 3 yag asidinin
bir gliserol molekiilii ile esterlesmis oldugu TAG molekiilleridir. TAG haricinde
besinsel lipitler FL. ve K’de icerir. Besinsel kaynaklarin haricinde karaciger de
endojen olarak safra salgisi ile bagirsak lumenine FL ve K saglar. Ayrica
bagirsaklardaki hizli enterosit dongiisiine bagli olarak hiicre membranlarindan
kaynaklanan FL ve K’de luminal lipit havuzuna katilir (27).

Insanlarda lipid sindirimi midede asit lipaz enzimi aktivasyonu ile baslar. pH
3-6 arasinda en yliksek aktivasyonu gosteren bu enzim, kemiricilerde insandan farkli
olarak tiikriik ile birlikte salgilanir.

Gastrik lipaz aktivitesi 6zellikle yenidoganlar ve bebeklerde 6nemlidir.
Ciinkii bebeklerde pankreatik lipaz aktivitesi tam olarak gelismemistir. Ayrica
yenidoganlarin baslica besin kaynagi olan siit icerisindeki yaglar 6nemli 6l¢iide orta
zincirli yag asitlerinden olusmus TAG’leri igerir. Gastrik lipaz orta zincirli yag
asitlerinden olusmus TAG i¢in, uzun zincirli yag asitleri igeren TAG’lere oranla
daha fazla etkindir.

Yetigkinlerde asit lipaz, monoagilgliserol, diasilgliserol ve yag asitlerini
saglar. Boylece TAG’lerin emiilsifikasyonu saglanmis olur. Midedeki bu
emiilsifikasyon pankreatik lipaz aktivitesi i¢in dnemlidir. Pankreatik lipaz arta kalan
TAG’leri ve monoagilgliseroller ile diasilgliserolleri intestinal lumende hidroliz eder.
Pankreatik lipaz yalnizca su-yag ara fazinda ¢alisir. Sonug olarak yag ne kadar iyi

emiilsifiye olursa bagirsak liimeninde o kadar iyi hidrolizasyona ugrar.



10

Pankreatik lipaz TAG’in ¢cogunlukla 1. ve 3. pozisyonlardaki yag asitlerini
ayirir. Bir adet 2-monoagilgliserol (MAG) ve 2 adet serbest yag asidi olusur. 2-MAG
izomerizasyon ile 1-MAG’e doniisebilir. 1 ve 2-MAG pankreatik lipazin tekrar
hidroliziyle liimende gliserol ve yag asidine ayrilir (27).

Hidroliz sonrasinda KE’de serbest K ve yag asitlerine ayrilir. Bu hidroliz
{iriinleri daha hidrofiliktir. Ince bagirsagin proksimal kismindaki sartlar (pH 4,5-6,8
ve uygun Na*, K*, Ca** konsantrasyonlari) altinda bu hidroliz tiriinleri safra asitleri
ve su ile etkilesime girerek miseller olustururlar. Oldukga biiylik miktardaki lipit, bu
sekilde ¢oziilebilir hale gelerek ince bagirsaktaki su fazi icinde taginabilir (28, 29).

Yag asitleri ve 2-MAG’iin misellerdeki ¢oziiniirliigii, enterosit tarafindan
alinabilmeleri i¢in kritiktir. Enterositin fircamsi kenar membraninin hemen Oniinde
bulunan, intestinal lumen i¢indeki siv1 faz ile karismayan, hareketsiz ince bir su
tabakasiyla intestinal lumen iceriginden ayrildig: gosterilmistir. intestinal lumendeki
stv1 faz, bu su tabakasi ile zayif bir sekilde karisir. Sonug olarak sulu faz i¢indeki
¢Oziinmiis molekiiller eger karismayan su tabakasi igine karisip gecebilirlerse
enterosit tarafindan alinabilirler. Yag asitlerinin ve MAG’iin sudaki diisiik
¢oziinebilirliginden dolay1 ¢ok az molekiil firgcams1 kenar membrana ulagabilecektir.
MAG ve yag asitlerinin miseldeki ¢oziintirliiklerinin artmasi enterosit tarafindan

alinmaya elverigli molekiil sayisini1 biiyiik 6l¢iide arttirmaktadir (27).

2.3.2. Lipit Hidroliz Uriinlerinin Enterosit Tarafindan Alnmasi ve Kompleks

Lipitlerin Tekrar Sentez Edilmesi

Su faz1 ig¢inde taginan besinsel lipitlerin ¢ogu, ince barsagin ilk 100 cm’lik
boliimiindeki proksimal enterositler tarafindan emilmektedir. Normal sartlarda
saglikli insanlarda, ince barsagin distal kisminda ¢ok az lipit emilimi olmaktadir (28).
Elektron mikroskobu ile yapilan gozlemlerde, yag ile beslenilmesinden kisa bir siire
sonra 65 nm ve daha kii¢iik yag damlalari jejunal hiicre mikrovilluslarinin arasindaki
boslukta goriilmiistiir (22). Bagirsagin distal kisminda tiretilen SM’lar proksimal
kismindan iiretilenler ile karsilastirildiginda daha yiiksek TAG / FL, apolipoprotein /
FL oranina ve apoC’ye sahipken, daha az apoA-I’e sahiptir (30).
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Hiicre kiiltiirii caligmalarinda fazla miktarda yag asidi emiliminin hiicreyi
oldiirdiigli gosterilmistir. Bu nedenle enterosit igine asir1 yag asidi emiliminin baz1
mekanizmalarla 6nlendigi diistiniilmektedir (31). Mukoza hiicreleri tarafindan emilen
lipitlerin burada iki fonksiyonel bariyerden gectigi diisiiniilmektedir. Bunlardan
birincisi doymamis su tabakasi (unsaturated water layer) ve ikincisi firgamsi1 kenar
membranidir. Lipit sindirim {riinlerinin firgams1 kenar membrandan gegmesi pasif
olarak ytiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona ge¢is (down-gradient)
esasina gore proteinden bagimsiz diflizyon modeliyle ya da tasiyici proteinlere
baglanarak gerceklesir. Bunlardan ilkine flip-flop model de denir ve daha fazla
benimsenen modeldir. Digeri protein bagimli modeldir. Bu modele gore lipit hidroliz
iiriinlerinin enterosit i¢ine alinmasinda muhtemelen bazi proteinler gorev almaktadir.

Bu muhtemel proteinler sunlardir:

Yag asidi transport protein (FATP): Alt1 farkli proteinden olusan bir protein
ailesidir. Bunlardan FATP 2-4 bagirsaklara mahsustur. Ozellikle FATP4’iin yag
asitlerinin enterosit i¢ine alinmasinda araci oldugu ileri siiriilmektedir. Bu protein
bagirsak lumenindeki yag asiditlerinin % 60’indan fazlasinin emiliminden
sorumludur.

FAT/CD36: Onceleri CD36 geni bozulmus farelerde yag asidi emiliminin
normal oldugu rapor edilmistir, ancak giincel ¢alismalar CD36 proteininin yag
asitlerinin enterosit i¢ine alinmasinda rol oynadigini desteklemektedir.

FABPpm: Diger bir yag asidi transport proteinidir ve enterosit firgams1 kenar
membrani lizerinde lokalize olmustur.

Yag asidi baglayan protein (FABP): Yiiksek miktarda karacigerde (L-FABP)
ve enterositlerde (I-FABP) iiretilen FABP sitozolik proteinlerin % 5-6’sin1
olusturmaktadir. -FABP’1n yag asitlerini apikal membrandan alip endoplazmik
retikulum (ER) membranina tasidigi bununla birlikte L-FABP’1n ise yag asidi
tasinmasinda depo gorevi tistlendigi sanilmaktadir. L-FABP’1n ayn1 kosullarda I-
FABP ile karsilastirildiginda {i¢ kat daha fazla yag asidi bagladigi gosterilmistir.

Bu proteinlerin haricinde ayrica ATP bagimli bir protein pompasinin
adipositlerde ve muhtemelen enterositlerde yag asidi aliminda 6nemli rol oynadigin

One siiren ¢alismalar mevcuttur (29, 32, 31).
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Bagirsak igeriginin diisiik linoleate konsantrasyonunda yag asidi aliminin
tagiyict bagimli bir siireg ile gerceklestigi, yiiksek linoleate konsantrasyonda ise yag
asitleri aliminin agirlikli olarak pasif diiflizyon ile gerceklestigi gosterilmistir (27).

Yag asitleri ve 2-MAG’nin ER’a taginmasinin mekanizmasi yeterince agik
olmamakla birlikte, enterosit i¢ine giren lipit sindirim {iriinlerinin FABP tarafindan
sitoplazmadan ER’a tagindig1 ve sonrasinda kompleks lipitlerin tekrar sentez edildigi
diistintilmektedir (33, 27). Enterosit i¢ine alinan uzun zincirli yag asitleri ve 2-
MAG’den tekrar TAG sentez edilmelidir. Bu sentez enterosit icindeki mikrozom
icinde ve birka¢ enzimatik adim ile gergeklesir. Benzer sekilde KE sentezi ve DAG
ve sitidin-difosfat-kolin’den de novo lesitin sentezi de enterosit icinde gerceklesir
(28).

TAG’lerin tekrar sentezi ER membraninda muhtemel iki farkli mekanizma ile
gergeklesir. Birincisi, MAG’den TAG sentez edilmesi ve ikincisi gliserol-3-fosfat
(G-3-P)’tan TAG sentez edilmesidir. Enterosit icinde TAG sentezinin ¢gogunlukla
birinci mekanizma ile gerceklestigi diistiniilmektedir (32). ER’un sitoplazmik
yiizeyinde MAG yolagiin enzimleri yer alir ve TAG olusumu burada gergeklesir.
Olusan TAG, ER sisternasina geger.

2-MAG’1in tekrar agilasyonunda, MGAT (a¢il Koenzim A: monoagilgliserol
aciltransferaz) ve DGAT (a¢il Koenzim A: diagilgliserolagiltransferaz) enzimleri
gorev alir (27). DGAT aktivitesi sadece diiz ER’da gdsterilmistir, graniillii ER ve
golgide DGAT aktivitesi yoktur. Ayrica KE sentezini ger¢eklestiren ACAT
aktiviteside yine % 75 oraninda diiz ER’da bulunur, ACAT aktivitesi ¢ok az oranda
Golgide de gosterilmistir (34). Cartwright ve ark. tavsan ince bagirsagindan izole
edilen villus enterositlerinde; yagla beslenilmesinin ardindan enterosit i¢indeki
salgilayici boliimlerin lumenlerinde 7 kat ve membranlarinda 2 kat TAG artis1 tespit
edilmislerdir. Bu boliimlerde K, KE ve FL kompozisyonlar1 de§ismemis ancak

lumende ¢ok az FL artis1 gozlenmistir (34).

2.3.3. Presilomikron Sentezi

1950’11 yillardan itibaren bir¢ok morfolojik caligmada yag emilimi esnasinda

apikal sitoplazmada lipit damlalarinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Bu lipit



13

damlalarmin biiylik cogunlugu diiz ER membraniyla sariliyken golgi kompleksinde
daha biiyiik lipit damlalar1 gézlenmistir. Diiz ER igerisinde gézlenen bu lipit
damlaciklar1 ‘presilomikron’ olarak isimlendirilmistir (sekil 4). Bu damlalar hiicre
disina SM olarak ¢iktiginda ise etraflarinda membran yoktur bunun yerine
etraflarinda, icerisinde az miktarda serbest K ve protein bulunan stabilize edici

monolayer FL tabaka bulunmaktadir (35).

FFA Ve MAG bagirsak lumeni

Firgamsi kenar membrani

sitozol Apo B mRNA

MGAT/DGAT

flizyon
(COPI,

Apo A1V

"d-
bazolateral salgilanma

Sekil 4: SM partikiiliiniin enterosit i¢indeki sentez asamalar1 (33 nolu kaynaktan
Tirkgelestirilmistir).

FFA: serbest yag asitleri, MAG: monoagilgliserol, TG: triacilgliserol,

MGAT: monoagilgliserol asiltransferaz, DGAT: diagilgliserolagiltransferaz,

MTP: mikrozomal transpot protein, FABP: yag asidi baglayan protein,

PCTV: presilomikron tranport vezikiil, CE: kolesterol esteri,

COPIIL: coatomer protein II, SNARE: spesifik ¢6ziilebilir N-etilmaleimid sensitiv faktor atachment,

protein reseptor.
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2.3.3.1. Sentezin Baslamasi

Enterosit icinde besinsel lipitler termodinamik olarak stabil partikiiller olan
SM seklinde paketlenirler. Partikiil merkezinde nétral lipitler olan TAG ve KE’leri,
yiizeyinde ise polar lipitler olan FL’ler, serbest K’ler ve ayrica apolipoproteinler
bulunur. Bu yapi, besinsel lipitlerin sulu bir ortam olan kan dolagimi i¢inde dokulara
ve karacigere taginabilmesinin tek yoludur (33). Yag asitleri apikal membran yoluyla
enterosit i¢cine girdiklerinde olusan TAG’lerin tercihli olarak SM i¢ine dahil olduklar
bunun aksine bazolateral membrandan giren yag asitlerinin olusturdugu TAG’in ise
hiicrelerarasit TAG havuzuna dahil olduklar1 gosterilmistir. Hiicrelerarast TAG
havuzundaki TAG’ler dolasima, SM igerisinde degil muhtemelen yag asidi olarak
portal ven yoluyla verilirler (31).

Graniillii ER membraninda apo B-48 proteini siirekli olarak yeterli bir sekilde
sentez edilir. Apo B-48 graniillii ER membranindaki integral bilesenlerden sentez
edilir. Bir goriise gore bu SM sentezindeki ilk adimdir (sekil 5). Graniillii ER
membraninda sentez edilen apo B proteininin NH; terminal kismi hidrofobik dizi
icermez ve sentez edilmis olan globiiler peptit ER lumenine girer. Apo B
molekiiliiniin ER membranini gecisi esnasinda ilk hidrofobik dizi yapisina eklenir.
Bunlar TAG, FL ve/veya KE’ni az miktarda igeren yogun partikiildiir (DP) (sekil 5).
Bu lipitlerin eklenmesiyle birlikte protein-lipit kompleksi arasinda karsilikli
solubilizasyon ve stabilizasyon gerc¢eklesir. Olusan nisbeten lipitten fakir lipoprotein
molekiilii ER lumeni i¢ine salinir. Buna ‘primordial partikiil” ya da ‘olgunlagsmamis
lipoprotein’ denir. Eger yeterli lipidasyon ger¢eklesmemisse yani translokasyon
sirasinda hidrofobik dizi baslamamigsa apo B polipeptidi daha ER membranina
bagliyken parcalanir (9, 29). Graniillii ER membraninda apo B-48’¢ lipitleri
MTP’nin tasidig1 diisiiniilmektedir. A¢lik ve tokluk durumlarinda benzer oranlarda
Apo B-48 sentez edilmektedir. Tokluk durumunda daha ¢ok lipit transferi
gerektiginden bu durumda postprandial partikiil biiyiikliigiiniin arttig1 gortliir (3).
Yeni sentez edilen apo B-48 yine MTP araciligi ile lumene tasinir (34).

Diger bir goriise gore ise SM sentezinin ilk adimi apo B-48 olusumu degil,
ER lumeni iginde apo B-48’den bagimsiz olusan primordial partikiildiir. Once ER

lumeni i¢inde primordial partikiil olusmaya baslar ve daha sonra ER membraninda
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sentez edilen apo B-48 membrandan ayrilarak bu partikiil ile birlesir. Daha sonra
sentez edilmis olan, HDL’e benzeyen yliksek dansiteli primordial SM diiz ER i¢ine
gonderilir (32, 33).

Presilomikron, SM’a gore daha fazla protein ve daha az fosfolipit
icermektedir. Bununla birlikte TAG ve K miktarlar1 benzerdir. Protein / FL orani
presilomikronda 1,27 iken SM’da 0,10’dur. Presilomikron SM’a gbre 10 kat daha
fazla protein icerdigi tespit edilmistir (35).

(0
s

Sekil 5: SM partikiiliiniin enterosit i¢indeki sentezi ve salgilanmasi (32).

RER: ribozomal endoplazmik retikulum, SER: diiz endoplazmik retikulum,
MTP: mikrozomal transport protein, DP: yogun partikiil,
LP: biiytik hafif partikiil.
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2.3.3.2. Presilomikron Partikiiliiniin Lipidasyonu

ER lumenine giren olgunlagmamis lipoproteinin ER lumeni i¢inden olgun bir
TAG’den zengin lipoprotein olarak salinabilmesi i¢in esas lipit hacmini saglamasi
gerekir. Eger bu arada tam anlamiyla lipoprotein olusmasi ger¢eklesmemisse bu kez
intraluminal apo B-48 yikimi gerceklesir ve apo B-48 proteozom aracili
par¢alanmaya ugrar (33, 29).

Primordial partikiile ER lumeni igerisinde lipit eklenmesi muhtemel iki
mekanizma ile gergeklestigi sanilmaktadir. ilki lipit damlaciklari ile fiizyon ve digeri
ise lipit transfer proteinleri araciligiyla gerceklesebilir (29). Primordial partikiil yine
ER liimeninde olusmus olan ancak yiizeyinde apo B-48 tasimayan biiyiik bir TAG-
kolesterol ester kitlesi ile flizyona ugrayarak birlesir. TAG-zengin partikiil i¢ine
TAG’leri MTP tasir (32). Lipitten zengin partikiil cogunlukla TAG ve kolesterol
esterlerinden olusur ve protein kompozisyonu tam olarak bilinmemektedir ancak apo
B-48 ve apoA-I icermez (31). Elektron mikroskop incelemeleriyle biiyiik lipit
damlalarinin diiz ER lumeninde Apo B-48 sentezinden bagimsiz olarak olustugu
gosterilmis ve bliylik lipoproteinlerin olusmasi i¢in, biiylik lipit damlalarinin
olusumunun en 6nemli belirleyici oldugu ileri siiriiliistiir (3). Flizyon sonrasinda
primordial partikiil kademeli olarak ger¢eklesen kompleks bir salgi yolagi ile cis-
Golgi’ye iletilir.

K, SM’un yapisal bir bileseni oldugundan $M sentezi i¢in gereklidir. 100 gr
besinsel yagin SM’lar tarafindan sindirim kanalindan kan dolasimina taginabilmesi
icin 4,3 gr K’e gereksinim vardir. Bu K’iin yaris1 besinlerden diger yarisi ise endojen

kaynaklardan karsilanir (36).

2.3.4. Presilomikronun cis-Golgi’ye Tletilmesi

Mikrozomal transfer protein (MTP) tarafindan TAG ve KE’leri primordial
SM’un merkezine tasinmasiyla gerceklesen lipidasyonla birlikte olusan partikiile
presilomikron denir. Pre- SM cis-Golgi’ye gonderilmeye hazir formdur. SM
merkezindeki lipidasyon saglananip partikiiliin belli bir biiyiikliige erismesi ve ylizey

stabilizasyonunun saglanmasiyla birlikte apoA-IV SM yiizeyine yerlesir. Olusan
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olgunlagmamis SM, ER’dan presilomikron transport vezikiil (PCTV) denen 6zel bir
vezikiil i¢inde cis-golgiye transfer edilir. PCTV, ER membranindan tomurcuklanir.
L-FABP bu vezikiilii golgiye iletir (33). PCTV sitozole salindiktan sonra cis-Golgi
ile birlesir (Sekil 6). Bu birlesmede SNARE(specific soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment protein receptor) proteini hem belli bir hedefe
yonlendirmede hem de birlesmede kolaylastirict olarak fonksiyon gosterir (31, 33).
PCTV Golgi ile birlestikten sonra tasidigi presilomikron partikiiliinii Golgi lumenine
birakir (sekil 6). Golgi lumeninde iki transformasyonel olay ger¢eklesir. Bunlardan
birincisi presilomikron yapisina apoA-I’in eklenmesi digeri ise apo B-48
glikolizasyonudur (31).

ER’den protein transport vezikiil denilen PCTV’den farkli ayrica bir veziikiil
tomurcuklanir (sekil 6). Bu vezikiil apoA-I'1 Golgiye tasir. Bu vezikiil 60-90 nm
capindadir ve tomurcuklanmasinda coatomer protein I (COPII)’ye ihtiya¢ duyar
(32).

Golgi icerisinde SM’un TAG eklenerek biiylimesi tartismali bir konudur.
MTP’nin baglica bulunma yeri ER olmasina ve lipit transfer aktivitesi mikrozomda
lokalize olmasina ragmen Golgi igerisinde de bulunur. Bununla birlikte PCTV
igerisindeki presilomikron ile olgun SM ortalama olarak benzer biiyiikliiktedir. Bu
nedenle Golgi icerisinde lipit yiiklenmesi oluyorsa bile bu ¢ok kii¢iik bir orandadir
3.

SM’un Golgi’den ¢ikistyla ilgili bilgi ¢ok azdir. Morfolojik bilgiler
basolateral membrandan es zamanl olarak birkag farkli noktadan vezikiillenmeyle
cikis1 desteklemektedir. Bu goriise gore basolateral membran tizerindeki vezikiiller

ile birlesen SM’lar lamina propriyaya ters ekzositos ile salinirlar (31).
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yeni sentez edilmis —
proteinler presilomikronlar
|

CoPll 1
i o PCTV
T (~250 nm)
\ J

Sekil 6: Presilomikron partikiiliiniin ER’dan golgiye iletimi (31 nolu
kaynaktan Tiirkgelestirilmistir).
ER: Endoplazmik retikulum, PCTV: presilomikron transport vezikiil,

COPII: Coatomer Protein II vezikiilii.

2.3.5. SM Sentezi ve Fonksiyonu i¢cin Onemi Olan Proteinler

a) Apo B-48

Apo B-100 ile benzer genler tarafindan kodlanan apo B-48 geni, apo B100
geninin amino terminal yarimiyla uyumluluk gésterir (33). Insanlarda apo B-100
yalnizca karacigerde ve apo B-48 yalnizca ince bagirsaklarda salgilanir. Apo B-
100’tin mRNA’sinin 2153 Gln amino asidini kodlayan CAA kodonu UAA olarak

degistiginde stop kodonu halini alir ve sentez burada durur. Boylece tiim apo B-100

geninin % 48’lik kism1 (2153 amino asit) kodlanmis olur ve bu sekilde apo B-48
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sentez edilmis olur (27). Kemiricilerde enterosit haricinde hepatositde de SM
biiyiikliigiinde ve apo B-48 iceren partikiiller salgilandig ileri siiriilmiistiir (3). Apo
B-48, apo B-100’iin sahip oldugu LDL reseptor baglanma bolgelerine sahip degildir
(32). Apo B-100 550 kDa agirliginda iken apo B-48 260 kDa agirligindadir. Apo B-
48, lipoprotein iiretiminde yapisal bir element olarak bulunmasi zorunludur (29).
Apo B-48 molekiilii SM sentezi i¢in esansiyeldir. Ancak apo B-48 proteininin $M ve
SMR metabolizmasinda herhangi bir rol oynamadigi ileri siirtilmektedir. Ayrica
bagirsaklar aglik durumunda da apo B-48 iceren kiigiik partikiiller salgilamaya
devam ederler bu nedenle apo B-48 proteinleri aglik kan plazmasinda da tespit
edilebilirler (37). Bununla birlikte apo B polipeptidinin uzunlugu ile partikiil
biiyiikliigii arasinda korelasyon vardir. Apo B’nin uzunlugunun % 10 artmasi partikiil
merkez hacminin % 13 artmasina neden olmaktadir (3).

Rat apo B-48’1 240 kDa molekiil agirli§ina sahiptir ve asir1 sekilde hidrofobik
bir proteindir (27).

b) Mikrozomal Transport Protein (MTP)

MTP, ilk olarak 1984 yilinda Wetterau ve Zilversmit tarafindan
tanimlanmistir. Heterodimer yapidaki MTP iki subiiniteden olusur. Molekiil agirligi
97 kDa olan biiyiik subiinite lipit transfer aktivitesinden sorumlu olan fonksiyonel
kisimdir (38). Karacigerde ve ince bagirsakta ER membranina lipit transferiyle
gorevlidir. MTP kiictik subiinitesi protein distilfit izomeraz (PDI)’dir ve 55 kDa
agirligindadir (32, 33).

MTP’nin iki 6nemli fonksiyonu vardir; birincisi ince bagirsaklarda SM
yapimu i¢in gerekliliginden dolay: yaglarin emiliminde 6nemli rol oynamast, ikincisi
ise karacigerde VLDL sentezinde gorev almasidir (38).

97 kDa’luk subiinite ER zarinda lipoproteinin ilk olusumu sirasinda apo B’ye
notral lipitleri tagir. MTP yoklugunda apo B lipoproteinlerinin salgilanmasinin
durdugu ileri siiriilmektedir. Ciinkii lipoprotein olusumunun birinci adiminda nétral
lipitlerin graniillii ER membranindaki apo B-48’e transfer edilmesi zorunludur (29).
Ancak Cartwright ve ark. MTP’nin inhibe edilmesinin apo B-48 ya da TAG sentezini

durdurmadig sadece salgilanmasini engelledigini gostermislerdir. MTP nin inhibe
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edilmesiyle apo B-48 ve TAG sentezi durmamis ancak apo B-48’in salgilanmas1 %

70-95 ve TAG salgilanmast % 50 oraninda azalmistir (34).

¢) ApoA-1V

ApoA-IV memeli ince bagirsaginda lipit baglayan bir proteindir. Bagirsak
disinda birgok gorevi oldugu bildirilmistir ancak primer rolii lipit emilimidir. ER
i¢inde, olgunlasmamis SM sentezinin gerceklestigi erken donemde SM ile birlesir.
SM yiizeyinde basolateral membrana salgilanir. Bundan sonra ¢ogu apoA-IV, SM
yiizeyinden ayrilarak dolasimda lipitsiz protein olarak dolagmaktadir (33).

ApoA-IV kemiricilerde hem ince bagirsaklar hem de karacigerden
salgilanirken insanlarda sadece ince bagirsaklardan salgilanir. Hem akut hem de
kronik yag tiiketimi ince bagirsaklarda apoA-1V sentezini arttirir. Yag tiikketimi ile
uyarilan apoA-IV sentez ve salgist SM formasyonu ile yakin iliskilidir. ince
bagirsaklardaki apoA-IV sentezi pluronic L-81 ile ortadan kaldirildiginda SM
yapiminin da engellendigi gézlenmektedir (39).

Intestinal apolipoproteinler olan apo A-I, A-IV ve B-48 arasinda sadece apo
A-IV’lin sentez ve sekresyonu lipitten zengin besinlerle diizenlenir. Ondort ve iizeri
zincir uzunluguna sahip miristik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit ve
aragidonik asit gibi yag asitleri apo A-IV’iin lenfatik sekresyonunu arttirirken, kisa
ve orta zincirli biitirik asit, kaprilik asit ve laurik asit gibi yag asitlerinin 6nemli bir

art1s saglamadig gosterilmistir (40).

d) Presilomikron Transport Vezikiil (PCTV)

PCTYV, 250 nm ¢apindadir ve bu boyut presilomikron biiytikliiglindeki
partikiillerin taginmasi i¢in uygun bir boyuttur. PCTV sentezi i¢in Sarl gereklidir.
Sarl yoklugunda PCTV sentezi tamamen durur. COPII proteini PCTV nin golgi ile
birlesmesi i¢in gereklidir. L-FABP PCTV sentezinde kilit bir rol oynar. PCTV
formasyonu ATP bagimlidir (31). Bu vezikiil tomurcuklanmasi i¢in yag asit

baglayici protein (L-FABP) ‘e ihtiya¢ duymaktadir (32).
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e) SNARE (specific soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment

protein receptor )

SNARE hem pre-SM’u tagiyan vezikiil (PCTV) membraninda (v-SNARE)
hem de hedef golgi membraninda (t-SNARE) bulunur. Vezikiil membraninda
bulunanlarin merkezinde arjinin (R) kalintis1 bulundugundan R-SNARE ve hedef
membraninda bulunanlarin merkezinde glutamin (Q) kalintis1 bulundugundan Q-
SNARE olarakta isimlendirilir. SNARE bir komplekstir ve su proteinlerden
olugmaktadir; VAMP?7, syntaxin5, rbetl ve vtila. PCTV-Golgi birlesmesindeki
biitiin sartlar1 112 kD agirligindaki SNARE komplex proteinleri saglar. Bu
kompleksin iiyelerinden her biri fonksiyonel olarak bloke edildiginde PCTV-Golgi
flizyonunda 6nemli bir inhibisyon gerceklesir ¢linkii bu birlesmede SNARE hem
belli bir hedefe yonlendirmede hem de birlesmede kolaylastirici olarak fonksiyon

gostermektedir (31, 33).

f) Coatomer Protein I1 (COPII)

COPII, 55-70 nm ¢apindadir. Son ¢alismalar esneyerek biiyiidiiglini
gostermektedir ancak 100 um’den daha fazla biiyliyememektedir. Bu nedenle
presilomikron gibi ¢ok biiyiik partikiillerin tasinmasi i¢in uygun degildir.
Olgunlasmamis proteinleri ER’den Golgi’ye tasidig diisiiniilmektedir (31).

2.4. SM’larin Dolasimdan Uzaklastirilmasi

2.4.1. SM’un Dolasimda Ugradig: Degisiklikler ve Lipoprotein Lipaz Aktivitesi

Olusan SM’lar torasik lenf kanali yoluyla vendz dolagima verilir. Tokluk
durumunda plazmaya bulanikligi veren SM’lardir. SM’lar kan dolagimina dahil
olduktan sonra hizla plazmadan uzaklastirilirlar. En son yemekten 12-16 saat sonra
plazmada goriilmeleri normal degildir. SM’lar torasik lenf kanalindan kan
dolagimina gecer gecmez hizl bir degisime ugrarlar. Partikiiliin yag asit

kompozisyonu, FL ve protein igerigi ve elektroforetik mobilitesi hizla degisir.
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Icerisinde isaretli TAG bulunan SM’lar insanlara infiizyon ile verildikten sonra
plazma yar1 6miirleri 5-15 dk olarak tespit edilmistir (1).

SM dolasimda serbest K’iinii ve FL’lerini hizla plazma lipoproteinlerine ve
hiicre membranlarina vermektedir (41). SM’un lenfteki ve dolasimdaki bu hareketi
esnasinda yapisina HDL’den gelen apoC ve E dahil olmaktadir. SM bu
modifikasyondan sonra viicudun birgok boliimiindeki kilcal damar endotel
hiicrelerinin yiizeyinde bagl bulunan lipoprotein lipaz enzimi ile etkilesime girmeye
uygun hale gelir (7). Bu enzim aslinda a¢ insanlarin plazmasinda bulunmaz. Kiigiik
bir miktar intravendz heparin enjeksiyonunu takiben plazmada lipolitik aktivite
ortaya ¢ikar (1). Heparin sonrasi plazmada lipoprotein lipaz aktivitesi 100 kat artig
gosterir (42).Bu enzim SM i¢indeki TAG ve FL’leri serbest yag asitleri, gliserol ve
lizofosfolipitlere parcalar ve bunlar dokular tarafindan alinir (7). Lipoprotein lipaz
aktivitesi icin SM’un yiizeyinde apo C-II bulunmaldir. Apo C-II lipoprotein lipaz ile
lipoliz reaksiyonu sirasinda kofaktor olarak kullanilir ve lipoliz esnasinda partikiilden
ayrilmaktadir (43).

Lipoprotein lipazin endotelyal olmayan paransim hiicrelerinden sentez
edildigi sanilmaktadir. Endotel hiicre ylizeyindeki negatif yiiklii heperan siilfat
proteoglikanlar (HSPG) gibi glikoz amino glikanlar ile lipoprotein lipazin pozitif
yiiklii heparin baglayici bolgeleri arasindaki etkilesimler neticesinde bu enzim
endotel ylizeyine tutunmaktadir (44).

Lipoprotein lipaz ve SM’un etkilesmesi i¢cin GPIHBP1 (glikozil fosfatidil
inositol anchared high density lipoprotein binding protein 1) proteinine gerek vardir.
Bu proteinin lipoprotein lipaz ile benzer dokular tarafindan sentez edildigi ve kapiller
endoteliyumun luminal yiiziine lokalize oldugu gosterilmistir. Kapiller endotelde
SM’larin lipoprotein lipaz aracilifi ile islenmesinde molekiiler bir platform olarak rol
oynadi81 diistiniilmektedir. GPIHBP1 giiclii asidik negatif yiiklii bolgeler igerir. Bu
bolgeler SM un i¢erdigi apolipoproteinlerin pozitif yiiklii bolgeleri ile
baglanmaktadir (sekil 7 A). Bu sirada bagka bir GPIHBP1 ise Lipoprotein lipaz’in
pozitif yiiklii heparin baglayan bolgeleri ile baglanmaktadir (sekil 7 B). Daha sonra
bu iki yap1 birleserek hetero-oligomerik bir kompleks olusur. Béylece SM ile
lipoprotein lipaz birlesmis olur (sekil 7 C). SM TAG’leri lipoprotein lipaz ile

etkilestikten sonra serbest yag asitleri salinir ve muhtemelen CD36 veya FATP
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bagimli bir mekanizma ile endotel yilizeyinin i¢inden komsu hiicrelere transport edilir

(44).
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Sekil 7: Endotel hiicre yiizeyinde SM ile Lipoprotein lipaz’in GPIHBP1 aracilif ile
birlesmesi (44 nolu kaynaktan Tiirkce’lestirilmistir).

A: GPIHBP1’in tasidig1 negatif yiiklii asidik bolgeler,

B: iki farkli GPIHBP1’in ayr1 ayri silomikron ve lipoprotein lipazin pozitif yiikli kisimlari ile
birlesmesi

C: iki yapinin birleserek silomikron ile lipoprotein lipazin birlesmesinin saglanmasi

PM: plazma membrani, LpL: lipoprotein lipaz, FA: yag asitleri, GPI: glikozil fosfatidil inositol.

Hidroliz sonrasinda $M, TAG ¢ekirdeginin biiyiik bir kismini, apoA-I, A-IV
ve C’sini kaybeder. Ancak apo B ve apoE’sini kaybetmez. SM’un bu haline
silomikron remnant (SMR) denir (7). SM tasidigt TAG’iin % 90’1n1 dolagimda
kaybeder, SMR’ta az miktarda KE ve TAG kalintist kalmistir (41).

Bir milyon TAG molekiilii igeren tipik bir SM’da, Lipoprotein lipaz aktivitesi
ile her dakika i¢in 0,4 nmol yag asidi salinimi1 gergeklesir. Bir SM partikiiliinde
bulunan TAG’lin % 45’inin hidrolize ugramasi i¢in SM’un 4 aktif Lipoprotein lipaz
molekiilii ile 5 dk etkilesime girmesi gerekmektedir (42).

SM’un degistirilebilir bir apolipoproteini olan apo A-V, GPIHBP1 i¢in ligant
gorevi gorlir. Apo A-V baglanmas1 GPIHBP1ekspresyonunu arttirir. Apo A-V
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yetersizligi lipoprotein lipaz hidrolizinin bozulmasina ve serum TAG seviyesinin
yiikselmesine neden olmaktadir (44).

Apo C-III lipoprotein lipaz1 inhibe edebilir. Bununla birlikte apo C-II asir1
sentez edilen transgenik hipertrigliseridemili farelerde lipoprotein lipaz aktivitesinin
arttig1 gosterilmistir. Apo C-I fazla sentez edilen transjenik farelerde, apo C-II ve apo
C-1II fazla iiretilenler ile karsilastirildiginda 1limli bir hipertrigliseridemi olugurken
daha belirgin olarak K seviyesinde artis goriilmektedir. C apolipoproteinleri remnant
olusumunda ve remnantlarin uzaklastirilmasinda kompleks bir role sahiptir.
Transjenik farelerde tiim apo C tiirleri fazla sentez edildiginde remnant temizlenmesi
gecikir ancak apo C-I fazlalig1 remnant temizlenmesinin gecikmesinde spesifik
olarak ayrica bir role sahiptir (43).

Bir TRL partikiiliiniin lipoprotein lipaz tarafindan hidrolize edilebilirligi onun
yag asidi ve TAG kompozisyonu ile yakindan iligkilidir (4).

Besinler ile alinan TAG’ler ile lenf kanalina verilen SM miktar1 arasindaki
iligki, besinlerden gelen yag miktari, bagirsak lumenindeki fosfatidilkolin miktari,
apoA-IV ekspresyonu ve bagirsak mukozasinin hidrasyon durumu gibi faktorler ile
diizenlenmektedir (32).

Normal ve hipertriagilgliserolemik bireylerde 1liml1 bir yag yiiklemesinin
ardindan SM, VLDL ve LDL lipoprotein konsantrasyonlari 6l¢tildiigiinde serum
TAG seviyesinin iki pikli bir ylikselme grafigi gosterdigi goriiliir. Postprandial ilk bir
saatte TAG seviyesi normaldir. Hemen ardindan ilk hipertriagilgliserolemi piki
gortliir, bu SM kaynakl1 bir ylikselmedir. Yag yiiklemesinden sonraki 4. ve 5.
saatlerde ikinci pik goriiliir, bu pik ise VLDL e bagli bir yiikselmedir. Ikinci pik

goriildiigiinde serum $SM konsantrasyonu oldukga diistiktiir (36).

2.4.2. SMR’larin Karaciger Tarafindan Alinmasi

SMR’lar, karaciger paransim hiicrelerindeki apoE reseptorleri ile etkilesime
girerek bu hiicreler tarafindan endositozis yolu ile alinirlar (7). Endositozis ile
hepatosit i¢ine alinan SMR’lar, sonrasinda endozoma transfer edilir ve buradan
lizozom igine girerek lipit bilesenleri hidrolize ugrar (45). SMR icerisindeki TAG,
KE, FL ve proteinlerin her biri ayr bir islem siirecinden gegcirilir. TAG hidroliz ile
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parcalanarak enerji i¢in kullanilirlar. Steroller ve FL’ler membran sentezinde
kullanilir veya safraya salinir. Proteinler amino asitlerine pargalanir. SMR’1n lipit

igerigi diger lipoproteinler igerisinde tekrar birlestirilerek yeniden dolagima verilir

(.

2.4.2.1. SM’larin Karaciger Tarafindan Alimmminda Aracilik Ettigi Diisiiniilen

Baslica Reseptor ve Proteinler

a) LDL Reseptorii (LDLr) ve LDL Reseptor Related Protein (LRP)

Giincel kanitlar SMR alinimi1 ve metabolizmasinda baslica 2 reseptor
modelini ortaya koymaktadir. Bunlar LDLr ve LRP reseptorleridir (45). LDL
reseptorlerinin ilgisi SMR partikiilii tizerinde birkag tane bulunan apoE’ler i¢in,
partikiil izerinde tek olarak bulunan apo B-48 ile karsilastirildiginda ¢ok daha
yiiksektir. LDL reseptorii yikimlanmis farelerde SMR’larin hepatositlere girmekten
ziyade sinozoidal boslukta biriktigi goriilmiistiir (43).

Normal fizyolojik kosullarda SMR’larin kandan uzaklagtirilmasiyla ilgili
baslica reseptor LDL reseptoriidiir (45). Anti-LDL reseptdr antikorlari ile yapilan
calismalarda hepatosit membraninda LDL reseptorii olmayan ancak apoE baglayan
baska bolgelerin oldugu gosterilmistir (43). Bu bolgeler muhtemel LRP
reseptorleridir. Aslinda kiigiik bir rol iistlenen LRP, LDL reseptoriiniin hasarli olmasi
halinde LDLr’e alternatif olarak SMR uzaklastirilmasinda baslica rolii iistlenirler.
SMR’larin LRP araciligi ile alinmasi da yine LDL reseptoriinde oldugu gibi apoE ile
iligkilidir (45). Ancak bu yolak SM katabolizmasini 6nemli 6l¢iide geciktirmektedir.
Bu nedenle LDL reseptorii yetersiz farelerin dolasiminda apo B-48 iceren
lipoproteinler artmaya baslamaktadir (46).

LDLr’leri yikimlanmis tavsan karotid arteri ile yapilan ¢alismada, LDLr’{ine
sahip kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, apo B-48 tagiyan lipoproteinlerin, LDLr i
olmayan arter duvarina daha fazla tutundugu ancak apo-100 tasiyan LDL’lerin daha
az tutundugu gosterilmistir (47).

LRP multifonksiyonel bir reseptordiir ve a,-makroglobulin reseptorti ile

0zdestir. LRP muhtemelen LDL reseptor ailesinin onciil molekiiliidiir. Plasenta ve
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diger dokulardan bagimsiz olarak izole edildiginde a,-makroglobulin i¢in reseptor
oldugu gozlenmistir. Ancak farelerde yapilan in vivo ¢aligmalarda o,-makroglobulin,
hepatik B-VLDL ve SMR alimin1 6nemsenmeyecek derecede azaltirken ratlarda hig
etkilememistir (43).

LDL reseptor yetersiz farelerde LRP geni de baskilandiginda K’den zengin
remnantlarin birikimi SMR uzaklastirilmasinda LRP’nin roliinii dogrulamaktadir
(45). LRP inhibitdrleri ile LRP nin saperon proteini olan RAP (reseptor associated
protein ) bloke edildiginde eger LDL reseptorleri bloke edilmemisse hiperlipidemi
goriilmemektedir (43).

RAP, 39 kDa’luk bir proteindir ve LRP’ye yiiksek ilgiyle baglidir (LDL
reseptoriine ise giicsiiz baglanir). RAP genleri hasara ugratilmis farelerde karacigerde
LRP sentezinde azalma gdzlenmektedir. Muhtemelen RAP, LRP’nin hiicreler arasi
taginmasinda saperon fonksiyonuna sahiptir ve LRP’nin hiicre i¢i olusumu ve
membran lizerine yerlesmesi i¢in gereklidir. RAP’1in LRP iizerindeki biitiin baglanma
bolgelerini bloke ettigi bulunmustur. Bununla birlikte VLDL ve LDL
reseptorelerindeki baglanma bolgelerini de ligant gibi baglanarak inhibe eder. Ancak
LDL reseptorlerine diisiik ilgi ile baglanir (45, 43).

SMR’larin karaciger tarafindan alinmasiyla ilgili ayrica asialoglikoprotein
reseptor ve lipoliz stimiilated reseptor (LSR) ileri siiriilmiistiir (46).

Kupffer hiicreleri ve diger RES hiicreleri tarafindan fagositoz ayri bir

alternatif SM uzaklastirilma yolu saglar (1).

b) ApoE

SMR’larin karaciger tarafindan hizlica temizlenebilmesi i¢in hem apoE hem
de LDL reseptorii birlikte gereklidir. ApoE, SMR uzaklastirilmasinda ¢ok 6nemli bir
apolipoproteindir. ApoE’nin rolii, lipoproteinlerin karaciger taratindan alinmasinda
belirleyici olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak 3 izoformu vardir. ApoE-II, III ve
IV. ApoE-III ve apoE-IV izoformlart LDL reseptorlerine yliksek ilgiyle baglanirken
apoE-II daha diisiik ilgiyle baglanir (43). Icerisinde Apo E-II, E-III ve E-IV bulunan
rennant benzeri emiilsiyon kullanilarak fare ve insan fibroblastlari ile yapilan

calismalarda hem normal kontrol grubunda hem de LDL reseptor yetersiz farelerde
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Apo E-1I, Apo E-III ve E-1V ile karsilastirildiginda hemen hemen hi¢ baglanma
olmamistir. Apo E-IIl ise Apo E-IV’ten daha yiiksek oranda baglanmaktadir (45).
Genetik miidahale ile apo E’leri elimine edilmis hayvanlarda SMR

uzaklastirilmasi neredeyse tamamen durur. Apo C-I ve apo C-III, apo E igceren

lipoproteinlerin reseptdrlere baglanmasini engellemektedir (37).

¢) Asialoglikoprotein Reseptorleri

Hepatosite spesifik bir molekiildiir ve reseptor aracili endositoziste rol
oynadig1 sanilmaktadir. Organ spesifitesi, yiiksek affinitesi ve terminal sialik aside
sahip olmayan proteinler i¢in yliksek tasima kapasitesi onu mantiksal olarak remnant

reseptorli aday1 yapmaktadir.

d) VLDL Reseptorii

LDL reseptor ailesine baglidir ve normalde VLDL baglayan bir reseptordiir.
Kalp, iskelet kas1 ve yag doku gibi dokulara SMR’larin alinmasinda rolii oldugu

tahmin edilmektedir. Karaciger aliniminda etkisi yoktur.

e) LSR (Lipolizis Stimulated Receptor)

SMR alinimi i¢in ileri siiriilen diger bir protein bir membran proteini olan ve
serbest yag asitleri tarafindan aktive edilen LSR ‘dir. LDL reseptoriine benzer
sekilde hem apo B hem de apo E ile baglanabilir. Maksimum aktivasyonu i¢in
yiiksek serbest yag asidi konsantrasyonuna gerek duyar. Fizyolojik sartlarda serbest
yag asitleri albumin tarafindan baglandigindan, serbest yag asidi miktar1 albuminin
baglama kapasitesinin iizerinde olmalidir. Albuminin fizyolojik olarak bagladig:
serbest yag asidi molar orani olan 1:1, LSR aktivasyonu i¢in yeterlidir ancak bu
aktivasyon LSR maksimum aktivasyonununun ancak % 10’udur. Yemeklerden sonra
intestinal kaynakli lipoproteinlerden salinan serbest yag asitleri karaciger
sinuzoitlerinde yiiksek konsantrasyon saglarlar. LSR laktoferrin ve RAP ile inhibe

olur. Her ikisinin de SMR temizlenmesini in vivo inhibe ettigi rapor edilmistir.
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f) Laktoferrin ile Inhibe Edilen Reseptér

SMR’larin alinmasina aracilik ettigi diisiiniilen diger bir reseptordiir. Bu
iddia, yetigkin ratlarin karacigerinde ¢cok az miktarda LDL reseptorii olmasi ve
ratlarda a, makroglobulin ile B-VLDL arasinda gerek in vitro gerekse in vivo yarisma

olmamasi gibi durumlara agiklik getirmek i¢in ortaya atilmistir.

g) Hepatik Lipaz

Lipoprotein lipaz’dan farkli olarak yiiksek bir fosfolipaz aktivitesine sahiptir.
Remnant metabolizmasindaki rolii kuskuludur. Ancak hepatosit kiiltiiriinde ve
SMR’larin baglandigi karaciger membranlarinda hepatik lipaz SMR alimini
hizlandirmaktadir (43).

h) Heparan Siilfat Proteoglikan (HSPG)

SMR’larin hepatik sinuzoidlerin igine ilk olarak HSPG ile etkileserek
girdikleri ileri stirilmistiir. Normal ve LDL reseptor yetersiz farelerde SMR’larin
hepatik alimi1 heparin ile artmakta ancak HSPG’1 engelleyen suramin ve laktoferrin
ile inhibe olmaktadir. Ayrica normal farelerde ve doku kiiltiiriinde karaciger
tarafindan SMR alim1 HSPG’1n polisakkarit zincirini yikimlayan heparinaz
tarafindan geciktirilir.

Biitiin bu bulgular birlikte degerlendirildiginde SMR’larin karaciger
tarafindan alinmasinda heparan stilfatlarin rolii ortaya ¢ikmaktadir. Kabul géren
goriige gore hepatosit yiizeyinde bulunan HSPG’lar remnant partikiiliinii ilk olarak
yakalayan molekiillerdir. Karacigerdeki HSPG’larin baslica ¢ekirdek proteini
sindekanlardir. LDL reseptorleri, monoklonal LDL reseptor antikorlar ile
engellendiginde SMR baglanmasi yaklasik olarak % 61 oraninda azalmakta ve anti-
sindekan IgG ile muamele edildiginde ise SMR baglanmas1 % 51 oraninda
azalmaktadir. Karacigerdeki heparan siilfat yapisi yiiksek bir stilfat igerigi saglar.
Heparan siilfattaki bu yiiksek stilfatli ortam proteinlerin baglanmasi i¢in gereklidir.

Suraminle yapilan ¢alisma da bunu desteklemektedir. Yiiksek bir siilfatlanabilen
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molekiil olan suramin farelerde ve doku kiiltiirlinde muhtemelen SMR ile heparan
stilfat i¢in yaristigindan remnant metabolizmasini durdurur.

Poliarjinin ve polilizin igeren pozitif yiikli polipeptitler SMR baglanmasini
inhibe ederler. Mekanizmasi tam olarak ac¢ik olmamakla birlikte muhtemelen bu
inhibisyon negatif yiliklii heparan siilfat zincirlerindeki katyonlarla etkilesime bagl
olarak gerceklesebilir (46, 37).

Ayrica lipoprotein lipaz apo B-100 ve apo B-48 iceren lipoproteinlerin hiicre
dis1 proteoglikanlara baglanmasini kolaylastirabilir, calismalar proteoglikanlarin apo

B-48 i¢in apo B-100 den daha biiyiik affiniteye sahip oldugunu gostermistir (47).

2.4.3. SM’larin Dolasimdan Uzaklastirilmasini Etkileyen Faktorler

SM biiyiikliigiiniin, SM temizlenmesinde anlamli fakat ilimli etkileri vardir
(37). SM biiytikliigii prensip olarak onun TAG miktariyla baglantilidir. Besinsel
lipitlere bagli olarak SM biiyiikliigii ve kompozisyonu degistikce, bu lipoproteinlerin
plazmadan uzaklastirilmasi da degismektedir (2).

SM’un biiytikliigi tasidigi TAG yiikiiyle orantilidir. Diisiik yag iceren
diyetler ile beslenildiginde kiigiik SM tiretilmektedir (48). Biiyiik SM’lar kii¢iik
olanlara gore dolasimdan ¢ok daha hizli uzaklastirilirlar (49). A¢lik durumunda
SM’larin ¢api kiiciiktiir (ortalama 91nm). Beslenme sonrasi ilk bir saat i¢inde hizla
biiyiir ve 2-4 saat i¢ginde maksimum ¢apina ulasir (zeytin yag1 ve aygicegi yagi igin
ortalama 148-163 nm). Altinc1 saatten itibaren SM caplar1 azalmaya baglar (50).

Bununla birlikte partikiil sayisinin SM temizlenmesi agisindan daha etkin bir
faktor oldugunu ileri siiriilmektedir (37).

Yagin doymuslugunun $M biiyiikliigiine olan etkisi yeterince agik degildir.
Bazi ¢aligmalar doymamis yaglarin emilimi ile olusan TAG’den zengin
lipoproteinlerin doymus yaglarin emilimi ile olusanlar ile karsilastirildiginda daha
biiyiik SM’larin olusmasina neden oldugunu gosterirken, baska birtakim ¢alismalar
doymuslugun partikiil biiylikliigii {izerine bir etkisinin olmadigini gostermektedir (2).

Noradrenalin SM uzaklastirilmasini azaltirken, adrenalin uzaklastirilmay1
arttirmaktadir. a ve B adrenerjik reseptor agonistleri adrenalinin etkilerini onemli

Olciide arttirmaktadir.
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Noradrenaline benzer sekilde anjiotensin II’de SM ve SMR uzaklastirilmasini
azaltir. Adrenalin hem lipolizi hem de SMR’1n karaciger tarafindan alinmasini
arttirmaktadir (37).

Nitrik oksit (NO) sentezinin inhibisyonu da SM uzaklastirilmasini azaltir
(48). Dolagimda LDL bulunmasi LDL reseptorleri ve LRP i¢in SMR ve LDL
lipoproteinleri arasinda yarigsmaya neden olur. Bu yarisma LDL’in miktarina baghdir
(45). Ayrica kapiller yataklarda lipoprotein lipaz i¢in SM’lar ile VLDL’ler arasinda
da yarisma mevcuttur (48).

Farmakolojik dozlardaki dsrojen apoE’den zengin lipoproteinlerin
uzaklagtirilma hizini arttirmaktadir.

Hepatosit kiiltiirlerinde insiilin SMR alim yetenegini arttirmaktadir. Ancak
diabetli ratlarda ve insanlarda remnantlarin kandan uzaklastirilmasi gecikmektedir.
Bunun molekiiler temeli heniiz agiklanamamaktadir.

Tiroit hormonlart lipit ve remnant metabolizmasini degistirmektedir. Tiroit
hormonlari arttik¢a remnant metabolizmasi hizlanir, bu hormonlarin yetersizliginde
ise yavagslar (43).

Dolasimdaki SMR’larin normal metabolizmasi dahilinde uzaklastirilabilmesi
icin K’e gereksinimi vardir. SM’a benzeyen lipit emiilsiyonu ile yapilan bir
calismada, K eklenmeyen emiilsiyon, lipoprotein lipaz ile etkilesime girmekte fakat
dolasimdan uzaklastirilma siiresi uzamaktadir. Ayrica SM benzeri emiilsiyonun
fizyolojik olarak kandan uzaklastirilmasi igin kolesteroliin 3. pozisyonunda hidroksil
grubuna ve 17. karbonunda alkil yan zincirine de gereksinim oldugu gosterilmistir
(51). Bununla birlikte tavsanlarda asir1 K tiiketimi sonucunda SMR’larin karaciger
tarafindan temizlenmesinde gecikme oldugu gosterilmistir. Ancak insanlarda agir1 K
tiiketimiyle birlikte SMR’larin temizlenmesinde gecikme gosterilememistir (52).

SM’larin kandan uzaklastirilmasini etkileyen diger bir faktor safra FL’leridir.
Ciinkii safra FL’leri SM i¢in uygun bir ylizey Ortiisli saglamakta, apo B-48 sentezini
stimiile etmekte ve uygun enterosit membran kompozisyonunu saglamaktadir.
Farelerde safrada FL yoklugunda {iretilen intestinal lipoproteinlerin biiyiikliigiiniin
arttig1 ve FL igeriginin azaldigi, safrada FL arttirildiginda ise lipoproteinlerin
bliylikligliniin azalip FL igeriginin arttig1 gosterilmistir. Safradan FL salgilanmasi

PO

degistigi zaman anormal biiyiikliik ve kompozisyonda lipoproteinler salgilanir.
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Yalnizca besinsel TAG’lerin plazmada ortaya ¢ikma hizi degil ayn1 zamanda damar
icindeki SM metabolizmas1 da etkilenmektedir. Cilinkii kii¢lik bir SM, biiyiik olan bir
SM’a gore lipoprotein lipaz i¢in daha diisiik bir affinite gosterdiginden temizlenmesi
gecikecektir. Ayrica bir SM partikiiliiniin yiizeyindeki FL’ler doymus yag asitleriyle
esterlesmis ise dolagimdan ¢ok daha yavas uzaklastirilirken, CDYA ile
esterlesenlerin daha hizli uzaklastirildigi gosterilmistir. Bu nedenlerden dolay1
intestinal bir lipoproteinin biiylikliigli ve dolasimdan uzaklastirilmasinda safra
FL’leri de etkilidir (53). SM yiizeyindeki FL’lerin tiirii de SM uzaklastirilmasini
onemli Olgiide etkilemektedir (42).

In vivo ¢aligmalarda, SM’un merkezindeki TAG’lerin doymus yag asitleriyle
esterlesmesi, merkez TAG’leri doymamis yag asitleriyle esterlesmis olanlar ile
karsilastirildiginda $M uzaklastirma oranini azaltan bir faktor oldugu gosterilmistir
(42). Doymamis yaglar yiiksek hepatik alim ile birlikte hizli SMR uzaklasmasi
gosterirken, doymus yaglar KE temizlenmesini ve SMR’1n hepatik alimin1
azaltmaktadir (54).

SM TAG’iiniin 2- pozisyonunda doymus yag asitlerinin olmasinin bu
TAG’lerin temizlenmesini azalttig1 gézlemlenmistir ancak bu durumun karaciger
tarafindan alimin bozulmasiyla m1 yoksa lipoprotein lipaz ile etkilesimin
azalmasindan mi1 kaynaklandigi net degildir. Lipoprotein lipaz aktivitesinin
lipoprotein TAG’lerinin i¢erdigi palmitik asit tarafindan diizenlendigi ileri
stiriilmektedir (55).

Normal plazma TAG diizeyine sahip obez erkeklerde SMR katabolizmasinin
azaldig1 gosterilmistir (56). Lipoprotein lipaz ile substrati olan SM’larin etkilesmesi
yeterli miktarda kan akimina baglidir. Karisik bir yemegin ardindan, zayif saglikli
insanlardaki karin yag dokusunda kan akimi 2-3 kat artarken, obezlerde azalma
olmaktadir. Muhtemelen, yag ve kas dokulardan gecen kan akimini instilin direnci
bozmaktadir. Periferal dokulardaki kan akimi bozuldugu i¢in, postprandial donemde
SM igerisindeki TAG’iin kas ve yag dokusundaki lipoprotein lipaz’a ulagim1 da
bozulmus olacaktir. Bu, obez kisilerdeki SM temizlenmesinin gecikmesini
acgiklamaktadir (26).

Oksidasyon SM temizlenmesini bozan ayrica bir risk faktoriidiir. Staprans ve

ark. misir yagi i¢inde okside yag asitleri yedirerek yapilan bir ¢calismada; okside yag
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asitlerinin ince bagirsaklardan emildigi, SM i¢inde paketlendigi ve sonrasinda kan
dolasimina verildigi insanlarda gosterilmistir. Okside yag asitlerini tagtyan SM’lar 8
saatten daha fazla dolasimda kalmislardir. Bu ¢alismada sadece SMR fraksiyonunun
oksidasyonu artmig, VLDL, HDL ve LDL fraksiyonlarinda herhangi bir artig
gbzlenmemistir. Diyabetiklerle yapilan ¢aligmada; kot glisemik kontrol altindaki
diyabetiklere oral okside yag verildikten 2,5 saat sonra SMR igerisinde oldukga
yiiksek miktarda okside yag asitleri tespit edilirken, iyi glisemik kontrol altindaki
diyabetiklerde ise kontrol grubuna yakin sonuglar elde edilmistir. Ko6tii glisemik
kontrol altindaki diyabetiklerde ayrica SMR’lar kontrol grubu ve iyi glisemik kontrol
altindaki diyabetiklere gore daha uzun siire dolagimda kalmaktadir. Bu ¢alismada
besinler ile verilen okside K’iin ince bagirsaklar tarafindan emildikten sonra SM
olarak dolasima verildigi ve dolasimda iken kolesterol ester transfer protein (CETP)

yardimryla LDL ve HDL’e gectigi gosterilmistir (57).

2.5. Silomikron Metabolizmasi ile lgili Dislipoproteinemiler

2.5.1. Abetalipoproteinemi

Karaciger ve bagirsaklarda TAG’den zengin lipoproteinlerin yapilamamasi ile
karakterize nadir goriilen bir genetik rahatsizliktir. Onceleri apo B senteziyle ilgili bir
problem oldugu zannedilen abetalipoproteineminin daha sonralar1 MTP genindeki bir
mutasyondan kaynaklandigi belirlenmistir (27). MTP biiyiik sub-iinitesinde meydan
gelen gen mutasyonu ile birlikte intestinal SM ve hepatik VLDL salinmasindaki
yetersizlik ile karakterize abetalipoproteinemi denilen bu durum ortaya ¢ikmaktadir
(33). Homozigot abetalipoproteinemi hastalarinda, MTP biliyiik subiinitesini
kodlayan genlerde mutasyonlar tespit edilmistir. Bu nedenle bu hastalik lipit ya da
Apo B sentez bozuklugu sonucunda degil, aktif MTP’ye bagli lipoprotein
olusturulamamas1 sonucu meydana gelir. MTP yoklugunda Apo B molekiilleri sentez
edilmektedirler ancak salgilandiktan hemen sonra hiicreler arasinda
yikimlanmaktadirlar.

Abetalipoproteinemi, dolasimda Apo-B iceren lipoproteinlerin olmamasiyla

karakterize, nadir goriilen, otozomal ve resesif bir dislipoproteinemidir. En 6nemli
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klinik sonucu esansiyel yag asitleri ve A ve E vitaminleri basta olmak tizere yagda
eriyen vitaminlerin yetersizligidir. Bu hastalarda ince bagirsaklarda yag ve yagda
eriyen vitaminlerin emilimi miimkiindiir fakat bunlar SM i¢ine dahil olamazlar ve

bunun sonucunda enterositlerde yag birikir (38).

2.5.2. Anderson Hastalig1 (SM Tutulma Hastahgy)

Anderson Hastalig1 diger bir SM sentez bozuklugudur. SM tutulma hastaligi
olarak da bilinir. Ilk olarak Anderson ve ark. tarafindan 1961 yilinda inatc1 steatoreli
ishal ve biiyiime yetersizligi olan 7 aylik bir kiz ¢ocukta rapor edilmistir (3).

Sar 1B GTPaz’1 kodlayan Sar 1 B geninde meydana gelen mutasyon sonucu
SM tutulma hastalig1 olusur. GTP bagimli bir protein olan Sar 1B, PCTV’iin
tomurcuklanmasi, golgiyi hedeflemesi ve birlesmesi i¢in gereklidir (58). Bu
mutasyon SM sentezindeki son agama olan partikiillerin diiz ER liimeninden golgiye
transfer edilmesi adiminda aksamaya neden olur. Apo B-48 olusumu normaldir
ancak yag tiilketiminin ardindan dolasimda apo B-48 ve SM tespit edilemez. Elektron
mikroskobu ile bakildiginda diiz ER liimeninde SM’a benzer biiylikliikte partikiiller
ve lipit damlaciklari goriiliir (9). Ancak SM’lar hiicreler arasi boslukta goriilmezler
27).

Bu hastalarda yasamin ilk birka¢ ayinda ishal ve gelisme geriligi goriiliir.
Siddetli hipokolesterolemi, normal TAG, diisiik LDL ve HDL, diisiik apo A-I ve apo
B seviyesi ile karakterizedir. Bu hastalarda farkli derecelerde esansiyel yag asidi ve
vitamin E yetersizlikleri goriiliir. Biiylime ve kemik dansitesi olumsuz etkilenmistir.
E vitamini yetersizligi norolojik ve oftalmik bir takim fonksiyon bozulmalarina

neden olur (58).
2.5.3. Tip I Hiperlipidemi (Ailesel Lipoprotein Lipaz Yetersizligi)
Lipoprotein lipaz yoklugu veya onun kofaktorii apo C-II yoklugunda olusur.

SM ve VLDL temizlenmesi yavaslamistir. Plazmada ciddi sekilde SM birikimi

goriiliir. Koroner hastalik riskini arttirmaz (42, 18).
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2.5.4. Tip III Hiperlipidemi (Ailesel Disbetalipoproteinemi)

Bu hastalarda apo E yokluguna bagli olarak SMR birikimi goriliir. Apo E’nin
E-III ve E-1V izoformlar yoktur, yalnizca E-II izoformu vardir. Ancak apo E-II, apo
E reseptorleriyle etkilesime girmez. Hiperkolesterolemi, ksantoma ve aterosklerozise

sebep olmaktadir (43, 18).

2.5.5. Silomikronemi Sendromu

Plazma TAG seviyesinin 1000 mg/d]’nin iizerine ¢gikmasina ‘silomikronemi’
denir. Silomikronemiye ksantoma, retinal lipemi, retinal agr1, akut pankreatit ve
hepatosplenomegali gibi bulgulardan biri veya daha fazlasi eslik ediyorsa bu durum
‘silomikronemi sendromu’ olarak isimlendirilirmektedir (59).

Onbinde 1,79 insanda goriilen silomikronemi sendromu plazma TAG
seviyesinin 2000 mg/dI’nin {izerine ¢ikmasiyla karekterizedir. Obezite, metabolik
sendrom ve diabetes mellitus ile iligkili olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.
Silomikronemiye bagli olusabilecek akut pankreatit Sliimciil risk tagidigindan klinik

olarak tanimlanmasi ve tedavi edilmesi dnemlidir (59).

2.6. Ateroskleroz ve Silomikron-Silomikron Remnantlarin Aterosklerotik

Tabiati

Aterosklerozun baslangici, arteriyal dokular i¢inde K birikim ve tekrar disar1
sizdirilmasi arasindaki dengeye baglidir. Arterial dokulara giren K’iin biiyiik bir
kismi ¢ok kisa bir siire icerisinde tekrar disar1 sizdirilmaktadir. Kanitlar bu dengenin
lipoprotein tipine bagl olarak degisebildigini gdstermektedir (47).

Ateroskleroz gelisimindeki ilk olaylardan biri endotel fonksiyonunun
bozulmasidir. Endotel fonksiyonunun bozulmasiyla birlikte endotelden pro-
inflamatuar sikotinler ve kemokinler salgilanmaktadirlar. Bu molekiiller dolasimdaki
monositleri endotele cekmektedirler. Endotele yapisan monositler subendotel

bosluga gecmektedir. Monositler burada okside LDL ve SMR’ler i¢in scavanger
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(sliptiriicii) olan makrofajlara doniisiirler. Makrofajlar tarafindan okside LDL ve
SMR’larin alinmasiyla kopiik hiicre ve sonrasinda atheroma olugsmaktadir (5).

Kopiik hiicreleri, aterojenik lipoproteinlere ¢opgiililk eden ve arterial dokulari
istila ederek lipit tikaclar olugturan monosit makrofajlaridir. Farkl: tipte K igerigine
sahip partikiiller makrofaj i¢ine girebilir. Makrofaj i¢ine giren K, makrofajin
aterosklerotik fonksiyonunu belirler. Hem LDL’lerin hem de SM’larin aterojenik
lipoproteinler olduklar ileri siiriilmektedir (6). Cok fazla sayida ¢alisma kopiik hiicre
olusumu ile LDL’1 6zellikle de okside LDL’1 iliskilendirmektedir. Ancak giincel
calismalar SMR’larin da aterojenik oldugunu, arter duvarina LDL kadar iyi niifuz
ettigi ve subendotelial boslukta tutuldugunu gostermektedir. Ayrica insan
aterosklerotik plaklarinda apo B-48 izole edilmistir (8, 60).

Aterosklerotik bir arterial intimadan 3 tip ekstraselliiler lipit partikiilii izole
edilmistir; bunlar LDL’e benzer partikiiller, kolesteril linoleattan zengin kiigiik lipit
damlalar1 ve kiiciik lipit vezikiilleridir. Kolesteril linoleattan zengin lipit damlalari
apo B-100 ile immiinolojik olarak reaktif degildir. Yapisinda apo E ve apo C-III
bulundurur. Arterial lipit vezikiileri de apo B-100 ile immiinoreaktif degildir ve
aterosklerotik lezyonlarda bol miktarda bulunur (61). Buradaki lipit damla ve
vezikiillerinin apo B-100 ile immiinoreaktif olmamasi, LDL molekiillerinin asir1
proteolizis ve/veya oksidasyona ugramalar1 neticesinde yapilarinin degismesiyle
iligkilendirilmisse de bunlarin $M kaynakli olma ihtimali ytiksektir.

Lipoproteinlerin transsitozis denilen bir yolla arterial dokuya niifuz ettikleri
iler1 siirtilmektedir. Bu siirecte endotel hiicrelerinin plazma membraninda vezikiil
olusumu baslar, vezikiil basolateral ylizeye go¢ ederek icindekileri bosaltir.
Transsitotik vezikiiller 70 nm’den daha biiyiik partikiilleri tasiyamazlar. Bu nedenle
70 nm’den biiyiik lipoproteinler endoteliuma gegemezler. Vezikiil olusumu stirecinde
lipoproteinin K kiitlesi 6nemlidir. Epidemiyolojik verilere gore kiigiik ve daha yogun
lipoproteinler daha biiyiik aterojenik potansiyele sahiptir. Muhtemelen arterdeki
lipoproteinlerin yaklasik olarak % 85’1 transsitozis yoluyla artere girer, daha az
miktarda ise gap junction ve diger yollardan giris olur. Arter duvarmin farklh
lipoprotein tiirleri i¢in farkli affiniteye sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Burada

lipoprotein biiyiikliigii, dansitesi, lipit kompozisyonu ve apolipoprotein
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kompozisyonu gibi birtakim 6zelliklerin, arterial tutunmada ve sonrasinda olusan
proinflamatuar cevapta etkili oldugu gosterilmistir (47).

SM’lar iki sekilde aterojenik olabilirler. SM’lar direk arter duvarina girebilir
ve subintimal bolgede K birikimine neden olabilirler ya da arter endotel yiizeyindeki
lipoliz esnasinda serbest hale gelen SM K’ii arter duvarina girebilir. Ancak SM’larin
dogrudan aterojenik olduguna dair ¢ok az kanit vardir. Muhtemelen bu lipoproteinler
cok biiylik olduklarindan arter duvarina ¢ok az girebilirler. Ciinkii lipoproteinlerin
arter duvarina girebilmesi biiyiikliikleri ile ters orantilidir. Ornegin genetik olarak
lipoprotein lipaz yetersizligi olan tip I hiperlipoproteinemili hastalarda agir1 SM
yiikselmesi goriildiigli halde bu hastalar aterosklerotik hastaliklara direnclidirler.
Eger SM’lar direk aterojenik olsaydi bu hastalarda ateroskleroz gelisimi goriiliirdii.
Ancak arter duvarinin hasarli oldugu diabetes mellitus gibi durumlarda $M’lar arter
duvarina daha yliksek oranda girebilirler. Diabetes mellitus hastalarinda arter
endotelinde hasar olusabilir ve bu hastalarda siklikla silomikronemi goriiliir. Bu
hastalarda SM’lar arter duvarimi gegebilir ve ateroskleroz olusumuna katkida
bulunabilir (52).

Arter duvarina niifuz etmek icin ¢ok biiyiik olan TAG’den zengin lipoprotein
(TRL)’lerin aksine, lipoprotein lipaz’nin hidrolitik aktivitesiyle olusan remnant
yapisi arterial intimaya girebilir. Bu durum TRL remnanlarini prekiirsorlerine gore
daha aterojenik yapar (4).

Lipoprotein lipaz, apo B100 ve apo B-48 iceren, K’den zengin, biiylik
lipoproteinleri hidrolize ederek transsitozis i¢in uygun boyut aralifina getirir (<70
nm). Bu nedenle Lipoprotein lipaz ayn1 zamanda proaterojenik lipoproteinlerin
arterlere girisinde diizenleyici gérev gormektedir (47).

Bu nedenle $M’larin aksine remnant partikiilleri arter duvarindaki sub-
endotelial bosluk icerisine girebilir ve lipitler bu dokulardaki hiicreler ile dogrudan
etkilesime girebilirler. Uzun siire dolasimda kalan SMR’larin koroner hastaliklara
neden oldugu ve yliksek apo B-48/ B-100 oraninin kardiovaskiiler hastalik
tastyanlarda kontrol grubuna gore daha ytiksek oldugunu ileri siiren ¢aligmalar
mevcuttur (6, 43). Koroner kalp hastas1 erkeklerde postprandiyal SMR artis1

gozlenmistir (8).
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Apo B-100 igeren lipoproteinlerin, apo B-48 tasiyanlara oranla damar
endoteli tarafindan 10 kat daha fazla tutuldugu gosterilmistir. Ancak insanlarda apo
B-48 tastyan SMR’lar, apo B-100 tagiyan LDL’ler ile karsilastirildiginda 40 kat daha
fazla K igerir. Apo B-48 tasiyan SMR’lar 10 kat daha az tutulmasina ragmen 40 kat
daha fazla K tasidigindan 4 kat daha fazla K’iin damar endoteline girisine neden
olabilir (47). SMR’larin tagidig1 apoE insan aterosklerotik plaklarindan izole
edilmistir (8).

Ateroskleroz yalnizca lipit birikim diizensizligi degil ayn1 zamanda bir
inflamatuar hastaliktir. Makrofaj hiicrelerininde i¢inde bulundugu birkag hiicre
tipinde inflamasyon cevap ile ilgili en biiyiik transkripsiyon faktorii NF-KB (nuclear
factor-kB)’dir ve aterosklerozda anahtar bir rol oynadig: diisiiniilmektedir.
Makrofajdaki sitokin ve kemokinlerin de i¢inde bulundugu inflamatuar
diizenleyiciler i¢in dnemli olan genlerin transkripsiyonu NF-kB tarafindan kontrol
edilir. Pascale ve ark. tarafindan SMR’larin insan monosit makrofajlarinda NF-kB
aktivasyonunu baskiladig1 gosterilmistir. Balik, misir, palm ve zeytinyagr SMR’lar1
farkli oranlarda NF-kB aktivasyonunu baskilamistir. ®-3 CDYA ve daha az oranda
®-6 CDYA, DYA ve TDYA’ya gore NF-kB aktivasyonunu daha fazla baskilamistir
(62).

In vitro ¢alismalarda SM’larin damar endotel hiicrelerinde E-selektin ve
VCAM I (vaskiiler cell adhesion molekiill) salinimini arttirdigini gosterilmistir. Yine
SMR’a benzer partikiillerin insan endotel hiicrelerinde COX-2 (siklooksijenaz—2)
salimimin giiclii sekilde uyardig gosterilmistir. Ayrica SMR’a benzer partikiiller
vasokonstriktér molekiil olan TXA, (tromboksan A; ) tiretimini de arttirabilirler. Bu
partikiiller vasodilator ve vasokonstriktor mediatorlerin iiretimlerinde bir
dengesizlige neden oldugundan endoteldeki pro-aterojenik 6zellikleri pekistirirler.
Remnant lipoproteinlerin hem aorttaki endotel bagimli relaksasyonu hem de NO
aracili endotel bagiml1 vasodilatasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (5).

SM’lar ile karsilastirildiginda, SMR’lar hepatositler tarafindan ¢ok daha fazla
taninmaktadir. SM’lar karacigerdeki yag asidi sentezine etkisizdir ancak SMR’larin
hepatosit hiicrelerinde yag asidi sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (63). Normalde
insan karacigeri dolasimdaki SMR’lar1 hizlica ve biiyiik bir yeterlilikle

temizlemektedir. Bu hizli temizlenme insanlarda aterosklerozisten korunmada
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onemli bir koruyucu mekanizmadir. Ancak kii¢iik miktarlardaki SMR’lar da 6zellikle
dolasimdan uzaklagmalar1 geciktigi zaman ateroskleroz patogenezinde bagimsiz bir
risk faktoriidiir ve uzun siireli maruziyet halinde aterosklerotik plaklarda K
birikimine neden olabilirler (6, 52).

SMR’lar LDL’in aksine oncesinde bir oksidasyona gerek duymadan
makrofajlarin kdpiik hiicre olusumunu indiikleyebilirler (4). SMR’lar makrofajlarda
asir1 lipit birikimine neden olur ve makrofajlar sub-endotelial boslugu istila ederler
(5). Napolitano ve ark. sican makrofaj hiicreleriyle yaptiklari1 ¢alismada SMR’larin
oksidasyondan etkilenmedigi, okside olanlar ile okside olmayanlarin hiicre i¢i
seviyeyi esit oranda arttirdigi gosterilmistir. Buradan hareketle SMR’larin yag asidi
kompozisyonlarinin onlarin kdpiik hiicre formasyonu olusturabilme durumlari i¢in
oksidasyondan ¢ok daha dnemli bir faktdr oldugunu ileri siirmiislerdir (8). Ancak
Botham, okside SMR’larin endotelden kaynaklanan NO’i engelleyerek
vasodilatasyonu inhibe ettigini gostermistir. Oksidasyon SMR’1n arter duvarina
girigini ve endotel bagimli vaskiiler relaksasyonu énemli dl¢iide bozmustur. SMR
oksidasyonu kendisinin makrofajlar tarafindan alinimini1 ve makrofaj kopiik hiicre
olusumunu inhibe eder. SMR oksidasyondan korundugunda ise bu etkiler giiglii bir
sekilde artar (64).

Birgok ¢aligma makrofajlar tarafindan SM’larin alindigin1 agikca ortaya
koymus olmasina ragmen tam olarak bunun hangi mekanizmalar ile gerceklestigi
ortaya konulamamistir. SMR alimuiyla ilgili rol oynadig 6ne siiriilen reseptorler,
LDL reseptor, LDL reseptor iliskili protein, VLDL reseptor ve SR-A ve CD36 gibi
cesitli scavenger reseptorlerdir (SR) (4).

SMR’larin makrofaj i¢ine alinmalariyla ilgili genel kabul, SMR’larin bir
bileseni olan Apo E’nin ligand goérevi gordiigii LDLr aracili yoldur. Ancak LDLr
aktivitesinin olmadigi caligmalarda SMR’larin makrofajlar tarafindan alinmasinda
LDL reseptorlerinden bagimsiz baska mekanizmalarin aracilik ettigi alim yollarinin
da mevcut oldugu gosterilmisitr. Apo E’si olmayan SMR benzeri partikiillere maruz
birakilan makrofajlarin TAG igerigi, Apo E iceren SMR benzeri partikiillere maruz
birakilanlara gore % 45 daha az bulunmustur. Yani SMR’larin gergeklestirdigi
makrofaj lipit birikimi kismen ApoE reseptor bagimli alimdan kaynaklanmaktadir

(6). Apo E yetersiz farelerde, insan ailesel disbetalipoproteinemiye benzer sekilde
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serum SM ve VLDL lerin artmasina bagli olarak ateroskleroz hizlanmistir (57). Bejta
ve ark. likopen ile zenginlestirilmis SMR’larin karaciger hiicreleri tarafindan
aliminin azaldigini bunun yaninda makrofajlar tarafindan aliminin ise arttigini
gostermislerdir. Bu bulgu besinlerdeki likopen gibi lipofilik antioksidanlarin daha iyi
aragtirtlmasi gerekliligini gostermesinin yan1 sira, SMR’larin karaciger ve makrofaj
hiicrelerine farkli alinim mekanizmalariyla girdiklerini de gostermektedir. Karaciger
tarafindan alinmada LDLr ve LRP aracili alim s6z konusu iken makrofaj tarafindan
alinmada apo B-48 reseptorii, scavenger reseptor ve fagositozun rol oynadigi
distiniilmektedir (65).

SMR’larin makrofajlar tarafindan alinmasinda icerdigi TAG ve K yiikii
biiyiik rol oynamaktadir. SMR’larin TAG ve KE yiiklii olmalarina gére makrofajlar
tarafindan birbirinden bagimsiz farkli mekanizmalar ile alindiklar1 diisiiniilmektedir.
TAG yiikii fazla olan SMR’lar muhtemelen reseptor aracili endositoz ile alinirken, K
yiiklii olanlar reseptdr bagimsiz olarak alinmaktadir.

Makrofajlar tarafindan sentez edilen lipoprotein lipaz inhibe edildiginde
makrofaj tarafindan alinan TAG’den zengin SMR’lar % 65 azalmaktadir. KE’den
zengin SMR’larin makrofajlar tarafindan alinimi ise kismen scavenger reseptorler
imha edildiginde azalmaktadir (6).

Farkl1 lipit kompozisyonuna sahip iki tip TRL ve insan monosit
makrofajlariyla yapilan ¢calismada SRCD36, SR-A1 ve SR-B1 reseptorlerinin mRNA
ekspresyonlarinda farkliliklar ortaya konulmustur (4).

2.7. Besinsel Yaglar ve Yag Asidi Kompozisyonlari

Genel olarak suda ¢6ziinmeyen ancak eter, benzen, kloroform gibi organik
¢oziiciilerde ¢oziinebilen degisik yapili bilesikler yag (veya lipit) ad1 altinda
toplanmaktadir.

Yag1 meydana getiren 6gelerden gliserol, biitlin yag bitkilerinde ayni, buna
karsilik yag1 olusturan diger unsur olan yag asitleri her bir yag bitkisinde degisik bir

kompozisyonda bulunmaktadir.
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CH; — (CHy)x — COOH
{ Alifatik Zincir } { Karboksil Grubu }

Sekil 8: Bir yag asidinin genel formiilii.

Dogal yaglarda bulunan yag asitleri (sekil 8) genelde diiz zincir tiirevleri olup
doymus (saturated fatty acids) ve doymamis (unsaturated fatty acids) yag asitleri
olmak tiizere 2 sekilde siniflandirilirlar.

Karbon atomlar1 arasinda tek bir kovalent bagdan (-C-C-) olusan ve oda
sicakliginda genelde kati olan yag asitleri doymus yag asitleri olarak adlandirilir. Bu
yag asitlerince zengin olan yaglara da doymus yaglar denir. Laurik asit (C12:0),
miristik asit (C14:0), palmitik asit (C16:0), stearik asit (C18:0), arasidik asit (C20:0)
ve behenik asit (C22:0) bitkisel yaglarda bulunan en 6nemli doymus yag asitleridir.
Ozellikle palmitik ve stearik asit bitkisel yaglarda bulunan en yaygin doymus yag
asitleridir.

Karbon zinciri iizerinde ¢esitli konumlarda, karbonlar arasinda bir veya daha
fazla kovalent ¢ift bag iceren yag asitleri doymamis yag asitleri olarak
isimlendirilirler. Bu yag asitlerince zengin olan yaglara da doymamis yaglar denir.

Yapilarinda bir ¢ift bag iceren yag asitleri tekli doymamis yag asitleri
(TDYA) veya monoenoik yag asitleri olarak isimlendirilir. Bu grubun en 6nemli iki
iyesi, palmitoleik asit (C16:1) ile oleik asittir (C18:1). Bunlardan palmitoleik asit
daha ¢ok deniz hayvanlar1 yaglari i¢in karakteristik bir bilesen oldugu halde, oleik
asit bugiine degin bilinen biitlin dogal yaglarin yapisinda yer almistir.

Birden fazla ¢ift bag iceren yag asitleri ise ¢coklu doymamus yag asitleri
(CDYA) veya polienoik yag asitleri olarak isimlendirilir. Linoleik (C18:2), linolenik
(C18:3), arasidonik (C20:4), aykozapentaenoik (C20:5, EPA) ve dokozahekzaaenoik
(C22:6, DHA) asitler coklu doymamis yag asitlerinin en 6nemlileridir. Coklu
doymamis yag asitleri beslenmede 6nemli esansiyel yag asitleridirler, F vitamini
olarak da adlandirilmaktadirlar (66).

Sekil 9°da linoleik asit ve linolenik asidin viicuttaki doniisiimleri
gosterilmistir. Viicutta, linoleik asidin arasidonik aside ve linolenik asidin DHA’ya

doniisiimii s6z konusudur.
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Doymus yag asitleri; kisa zincirli (4:0 — 6:0), orta zincirli (8:0 — 10:0), uzun
zincirli (12:0 — 18:0) ve ¢ok uzun zincirli (20:0 — 24:0) yag asitleri olarak da
siniflandirilabilirler (67).

Sekil 10°da, o-3, ®-6 ve -9 yag asitlerinin viicuttaki metabolizmalari
sonucunda ger¢eklesen dontistimleri gosterilmistir. Karacigerin de i¢inde oldugu
bir¢ok dokuda DY A’lerinin, esansiyel olmayan TDYA doniisiimii s6z konusudur. ER
icinde desaturaz sistemler ile palmitik asidin stearik aside ve palmitoleik asidin oleik
aside doniisiimii mimkiindiir.

Metabolik ve epidemiyolojik ¢aligmalarda ateroskleroz gelisimi ve
kardiovaskiiler hastalik olusma riski yoniinden besinsel olarak alinan toplam yag
miktarindan ¢ok alinan yag tipinin daha 6nemli oldugunu ortaya konulmustur.

Lipoprotein partikiiliiniin yag asidi kompozisyonu onun makrofajlar
tarafindan alimin1 ve makrofaj icerisindeki lipit birikimini etkilemektedir. Besinsel
lipitler bu partikiiller ile tasindigindan potansiyel olarak makrofaj kopiik hiicre
formasyonunu indiikler veya hafifletirler. Ozellikle SMR iginde tasinan besinsel

DYA, onun makrofaj kopiik hiicre yapisini uyarma egilimini arttirabilir (4, 5).

Linoleat serisi Linolenat serisi
C18:2wé6 Linoleik asit C18:3w3  Alfa-linolenik asit
AS desaturaz A% desaturaz
) |
C18:3w6 Gama-linolenik asit C18:4w3
i !

C20:3w6 Dihomo-gama-Linolenik asit

A’ desaturaz
CZO:th Arasidonik asit
C22:f1w6

A* desaturaz
C22:15w6 Dokozapentaenoik asit

C20:4w3
A* desaturaz

{
C20:6w3 Aykozapentaenoikasit

{
C22:6w3 Dokozapentaenoik asit
A* desaturaz

|
C22:6w3 Dokozaheksaenoik asit

Sekil 9: Esansiyel yag asidi

metabolizmasinda ®-3 ve -6 yag asitlerinin

desaturasyon ve elongasyonu (68 nolu kaynaktan Tiirkcelestirilmistir).
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Kaynak Aile llk iye  Desaturasyon Elongasyon Desaturasyon
+C2

Besinsel ya da

; n—9 9-18:1 6,9-18:2 8,11-20:2 5,8,11-20:3
endojen sentez " -
oleik \ /'
n—6 9,12-18:2 6,9,12-18:3 3  8,11,14-20:3 5,8,11,14—20:4
linoleik Y —linolenik arasidonik
Yalnizca
besinsel
n—-3 9,12,15-18:3 6,9,12,15—18:4 —» 8,11,14,17-20:4 5,8,11,14,17-20:5
Q- linolenik
n—9 5,8,11-20:3 —p 7,10,13—22:3\_/ 4,7,10,13-22:4
s4
n—6 58,11,14-20:4 _g 7,10,13,16-22:44 gecaturaz - p4.7.10,13,16-22:5

n—3 5,8,11,14,17—20:5 _g 7,10,13,16,19 22:5/L 4,7,10,13,16,19-22:6

Sekil 10: Temel yag asitlerinin (®-3, ©-6 ve ®-9) viicuttaki desaturasyon ve

elongasyon ile doniisiim metabolizmalar1 (69 nolu kaynaktan Tiirkcelestirilmistir ).

Besinsel yaglar kimyasal acidan iki fraksiyonel grupta incelenir. Biiyiik
fraksiyon TAG gibi sabunlasabilen bilesenlerden olusur ve yaglarin % 99°u
bunlardan meydana gelir. Sabunlagabilen terimi bazlar ile muamele edildiginde
gliserit i¢eriginin sabun formuna doniigebilmesi demektir. Kii¢iik fraksiyon geriye
kalan % 1-2’lik kisimdir. Sabunlagmayan fenolikler ve mumlar1 kapsar.

Ayrica hidrokarbonlar, tokoferoller, yag alkolleri, fitosteroller, triterpenik
dialkoller ve fenolik bilesenler gibi minér bilesenler de besinsel yaglarda bulunur.

Hidrokarbonlardan skualen sadece zeytinyagi, yerfistig1 yagi, kopekbalig
karaciger yagi1 gibi bazi yaglarda goriiliir. Bununla birlikte B-karoten ve likopen gibi
diger hidrokarbonlar bir¢ok yagda bulunur. B-karoten A vitamininin, likopen ise
antioksidanlarin prekiirsoriidiir.

Steroller hem hayvansal hem de bitkisel yaglarda bulunurlar. Hayvanlardaki
bagslica sterol K’diir. Bitkisel steroller olan fitosteroller ise baslica B-sitosterol,
kampesterol, stigmasterol, spinasterol ve avenosteroldiir. Fitosteroller son birkag
yilda hipokolesterolemik etkilerinin anlagilmasiyla birlikte biiyiik ilgi cekmistir.
Besinsel yaglarda bulunan baslica tokoferol a-tokoferoldiir ancak B, y, 6-tokoferoller

de goriilebilir (5).
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Bazi ¢aligmalarda yaglar i¢indeki sabunlagmayan fraksiyonlarin
hipokolesterolemik etkilerine isaret edilmistir. Ozellikle bitkisel sterollerin LDL-K’ii
disiirticti etkileri ve 6zellikle palm yaginda yiiksek oranda bulunan tokoferol analogu

tokotrienollerin K diisiiriicii etkileri ortaya konulmustur (70).

2.7.1. Aycicek Yagi

Aycigek yagi, yag oran1 % 39-45 arasinda degisen Helianthus annuus
bitkisinin tohumlardan elde edilen bir yagdir. Ulkemizde toplam likit yag tiiketiminin
yaklasik % 75’ini aycicek yagi teskil etmektedir.

S1v1 olarak ve margarin hammaddesi kati yag tiretiminde yaygin kullanim
alan1 bulan aycicek yagi agik sar1 renkli, rafine edilerek kullanilabilen bir yagdir.

Aycicek yagi % 15 doymus, % 85 doymamis yag asidi igermekte, doymamis
yag asitlerinin % 14-43’{inii oleik asit, % 44-75’ini linoleik, en fazla % 0,7’sini de
linolenik asit olugturmaktadir. Aycicek yagi; % 0.025-0.031 hidrokarbonlar, %
0,542-0,584 steroller, % 0.008-0.044 mumlar olmak iizere sabunlasmayan maddeler
de igermektedir. Toplam tokoferol icerigi ise yaklasik 640 mg/kg yag olup,

tokoferollerin % 96’sii1 a—tokoferol olusturmaktadir (71).

Avcicegi yagl vag asidi oranlar (%):

Palmitik asit: 3-6
Sterik asit:1-3

Oleik asit: 14-43
Linoleik asit: 44-75
Linolenik asit: 1’den az

Arasidonik asit: 0,6 - 4 (72).

2.7.2. Zeytinyad

Zevytinyag1 vag asidi oranlar1 (%):

Palmitik asit: 7-16
Stearik asit: 1-3
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Oleik asit: 65-85
Linoleik asit: 4-1 (72).

Zeytin, en fazla yag iceren meyvelerden biridir. Agirhiginin % 20 —30’u
yagdir. Zeytinyaginin en karakteristik kimyasal 6zelligi 9. ve 10. karbon atomlar1
arasinda bir ¢ift bag bulunan oleik asidi yiliksek oranda barindirmasidir. Oleik asit
miktar1 toplam yag asitlerinin tigte ikisi veya daha fazlasi kadardir. Zeytinyagi, 18
karbonlu ve 2 ¢ift bagl esansiyel yag asidi olan linoleik asidi de insan gereksinimini
karsilayabilecek diizeyde igerir. Doymus yag asit i¢erigi toplam yag asitlerinin %
14’1 kadardir. Baslica doymus yag asidi palmitik asittir.

Zeytinyagimi diger s1v1 yaglardan ayiran bir baska 6zelligi ise yag yapisi
disindaki bilesiminde antoksidan 6geler (tokoferoller), fenol bilesikleri, steroller
(fitosterol kampesterol), FL’ler, karotenoidler ve baz1 aromatik 6geler igermesidir.
Zeytinyagindaki tokoferollerin yiizde 90’1n1 biyolojik agidan en aktif formadaki alfa-
tokoferol (Vit E) olusturmaktadir. Miktar1 ise 150 -170 mg/kg’dur.

Yaglarda bulunan doymamis yag asitleri yaglara 6zel biyolojik bir deger
vermenin yaninda yaglari oksijene karsi korumasiz duruma sokmakta ve bdylece oto-
oksidasyon stirecine neden olmaktadir. Oksidasyon olusma hiz1 ¢ift baglarin
sayistyla dogru orantili olarak artmakta, antioksidanlarin yapisi ve miktarina gore
engellenmektedir. Zeytinyagi; yag asitlerinin bilesiminin tekli doymamuis oleik asit
olmasi, bir¢ok antioksidant1 igermesi ve oto-oksidasyona direngli olmasi gibi
acilardan dolayi insan saglig1 yoniinden 6nem kazanmaktadir (71).

Zeytinyaginin, TAG gibi gliserit bilesenlerden olusan kismin biiyiik fraksiyon
ve mindr bilesenlerden olusan kismina kiiciik fraksiyon denir. Zeytinyaginin i¢indeki
fenolikler disindaki mindr bilesenlerinin (tokoferoller, steroller ve terpenik
bilesenler) antioksidan ve antienflamatuar 6zellikleri rapor edilmistir. Fenolikler
sadece rafine edilmemis zeytinyaginda (virgin olive 0il-VOO) bulunmaktadir.

In vitro bir ¢alismada, sabunlasmayan fraksiyon ile zenginlestirilmis
VOO’dan elde edilmis TRL’ler endotel hiicreleri ile inkiibe edildiginde normal VOO
ve yiiksek oleik asit igeren aycicegi yag ile karsilastirildiginda prostoglandin E, ve
tromboxan B, iiretiminde azalma olmustur (4).

Bircok besinsel yag ticari olarak satilabilir hale getirilmek i¢in rafinasyon

isleminden gecirilmesi gerekir. Bu islem sirasinda ¢ogu hidrofililik bilesen
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kaybedilir. VOO bunun disindadir. Ozsuyu seklinde elde edilir ve rafine edilmesine
gerek yoktur. Bu nedenle diger yaglarda genellikle bulunmayan fenolik bilesikleri
icerir. VOO’deki fenolik bilesenlerin potansiyel antioksidan aktiviteleri
gosterilmistir. Bu bilesenler arasinda yer alan oleuropein hem kendisinin hem de
derivesi olan hidroksityrosol’iin in vivo oksidatif strese kars1 koruyucu etkileri rapor
edilmistir. VOO diabetiklerde ve hiperkolesterolemik hastalarda endotel
fonksiyonunu diizeltmektedir (5). Besinlerdeki zeytinyaginin aygicegi yagi ile
karsilastirildiginda postprandial faktér VII'yi diisiirerek antitrombotik etki sagladigi
gosterilmistir (73).

2.7.3. Palm Yag

Palm yag1 Elaesis guineensis olarak bilinen Malezya, Bat1 ve Orta Afrika ile
Endonezya’da ekimi yaygin olarak yapilan yagli meyvenin pulp kismindan elde
edilen yagdir. Palm meyvesi 6zellikle hasat ve isleme sirasinda kuvvetli enzimatik
hidroliz reaksiyonlarina maruz kaldigindan bazi durumlarda palm yaginin serbest yag
asidi icerigi % 50’ye kadar ylikselmektedir (72).

Yag asidi oranlar1 (%):
Miristik asit: 0,5-6
Palmitik asit: 32-45
Stearik asit: 2-7

Oleik asit: 38-52
Linoleik asit: 5-11 (72).

Palm yag1 genellikle esit miktarda doymus ve doymamus yag asitlerini igerir.
Hiperkolesterolemik yag asitleri olan laurik ve miristik asidi 6nemsiz miktarda igerir.
TDY A’dan zengin sayilabilir ve kafi miktarda linoleik asit icerir. Bununla birlikte
bol miktarda B-karoten (provitamin A) ve E vitamini igerir. Trans yag asidi igermez.
Ancak 1s1 ile birlikte palm yaginda oksidasyon ve toksik iiriinlerin olusumunu da
iceren muhtemel bozulmalar meydana gelir (11).

Palm yag1 % 38-52 oleik, % 5-11 linoleik asit igerigi ile oleolinoleik grubu
yaglar arasinda yer almaktadir. Palm yaginin doymus yag asitlerinden palmitik asit

icerigi ise % 32- 45 arasinda degismektedir. Yar1 kat1 haldeki palm yaginda
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doymamis yag asitlerinin % 85 den fazlasi gliserol molekiiliiniin 2- pozisyonunda
yer almaktadir.

Palm yaginin % 0,2- 1,0 arasinda degisen sabunlagmayan maddelerinin %
0,03- 0,15’ ini karotenoidler, % 0,003- 0,11’ ini tokoferoller, % 0,03- 0,10° unu
steroller, % 0,05- 0,10’ unu fosfatidler, % 0,08’ ini alkoller olusturmaktadir (71).

Groot ve ark. ratlarin radyoaktif isaretli retinol iceren palm yag1 ve aygicek
yag1 ile beslenilmesiyle yaptiklar1 ¢calismada post prandial serum TAG
konsantrasyonu degerlendirilmistir. Plazma TAG konsantrasyonu palm yagi ile
beslenenlerde ay¢icek yagi ile beslenenlerden daha yiiksek bulunmustur. Ancak diger
bazi ¢alismalarda one siirtildiigii gibi palm yag1 gibi ¢ok doymus yaglarin daha yavas
sindirildigine dair bir bulguya rastlanilmamistir. Postprandial TAG ve radyoaktif
isaretli retinil esterleri birlikte degerlendirildiginde palm yagi ile beslenen ratlarda
goriilen TAG yiiksekliginin SMR’larin dolagimdan uzaklastirilmasinin gecikmesiyle
ilgili degil TAG katabolizmasinin daha yavas olmasiyla ilgili oldugu gosterilmistir.
Ciinkii aycicek yagi ile beslenen ratlarda post heparin plazma lipoprotein lipaz

seviyesi daha yiiksektir (74).

2.7.4. Tereyag1

Siit yagi yag asidi kompozisyonu (%):
Biitirik asit: 3,84
Kaproik asit: 2,28
Kaprik asit: 3,36
Laurik asit: 3,83
Miristik asit: 11,24
Palmitik asit: 32,24
Stearik asit: 11,06
Oleik asit: 21,72
DYA: 71,24
TDYA: 25,56
CDYA: 10,49 (75).
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Tereyag1 yag asidi ve TAG kompozisyonuna gore en kompleks besinsel
yagdir. Yiiksek konsantrasyonda oleik ve palmitik asit icerir. Onemli miktarlarda
laurik, miristik ve stearik asit ve diger yag asitlerini igerir. Tereyag1 TAG’leri baslica
1- ve 2- pozisyonunda palmitik, miristik ve stearik asit ve 3- pozisyonunda biitirik
asit bulunan uzun zincirli doymus yag asitlerinden olusur (54).

Stit TAG’leri alisilmadik bir yag asidi konformasyonuna sahiptir. Bitkisel
yaglardaki palmitik asit TAG’lin 1,3- pozisyonuna yerlesmisken oleik ve linoleik asit
gibi doymamis yag asitleri 2- pozisyona yerlesmistir. Siit yaginda ise palmitik asit
cogunlukla (%70) TAG’iin 2- pozisyonuna yerlesmistir. Yine siit yaginda oleik ve
linoleik asidin 6nemli bir kismi ile arasidonik asidin yaris1t ve DHA TAG’iin 1 ve 3-

pozisyonuna esterlesmistir (76).

2.7.5. Hidrojenize Nebati Yag

Margarin, sertlestirilmis yag, su, siit faz1 ve katki maddelerinden olusan bir
emiilsiyondur. Su fazi, margarinde yag fazi iginde dagitilmis haldedir. Tiirk Gida
Kodeksine gore siiriilebilir yaglar veya margarin, Insan tiiketimine uygun bitkisel
ve/veya hayvansal yaglar ve/veya siit yagindan elde edilen temel olarak yag i¢cinde su
emiilsiyonu tipinde, siit ve/veya siit lirlinleri icerebilen sekillendirilebilir {irlin grubu
olarak tarif edilmektedir.

Margarin agirlik¢a en az % 80, en fazla % 90 oraninda yag icerigine sahip
olmalidir. Margarinler igerdikleri yag oranina gore tam,dortte ti¢ yagli, yarim
yagli“%....” yagl olarak ifade edilir. Yag oranina gore margarinler bitkisel yag
kokenli (bitkisel margarin) ve hayvansal yag kokenli (siit yagli margarin) olmak
tizere ikiye ayrilir. Ancak gliniimiizde hayvansal kdkenli margarin iiretimi sadece

0zel amaglar i¢in yapilmaktadir (71).
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2.7.6. Balik yag

Balik yaginin yag asidi kompozisyonu, elde edildigi baliga gore degismekle
birlikte;
Balik yag1 yag asidi oranlari (%):
Miristik asit: 4,3-9,2
Palmitik asit: 10,0-14,8
Stearik asit: 1,0-2,5
Palmitoleik asit: 4,3-11,9
Oleik asit: 9,4-10,3
11c-eikozaenoik asit: 1,1-14,7
Erusik asit: 0,2-24,5
Linoleidik asit: 1,5-1,9
Linolenik asit: 0,9-2,6
Arasidonik asit: 0,8-2,0
Aykozaapentaenoik asit (EPA): 4,2-14,1
Dokozahekzaenoik asit (DHA): 4,0-10,2°dir (77).

Ince dudakl kefallerin yag asidi analizinin yapildig1 calismada tiim yas
gruplarinda temel yag asitlerinin palmitik asit (% 17-20), stearik asit (% 7-9), oleik
asit (% 6-7), arasidonik asit (% 1’den az), EPA (% 12-13) ve DHA (% 13-18) oldugu
gosterilmistir (78). Balik yagindaki CDY A’ler genellikle TAG’{in 2- pozisyonunda
ve TDYA (palmitoleik asit ve oleik asit) siklikla 1-pozisyounda yerlesmistir.
Bununla birlikte ¢cok uzun zincirli TDY A’leri 3- pozisyonunda yerlesmistir (79).

Balik yagindaki aktif molekiiller olan omega-3 yag asitleri, aykozapentaenoik
asit (EPA) ve dokozaheksaenoik asit (DHA) dir. Etkileri oldukga giiclii olan bu
molekiillerin aterosklerotik damar hastaliklarina karsi muhtemel etkileri 1980’lerden
beri arastirilmaktadir. Bu etkilerin bazis1 direk lipit metebolizmasi ile ilgili, bazisinin
ise lipit dis1 mekanizmalar araciligs ile ilgili oldugu gésterilmistir (80). In vitro
calismalar balik yaginin yararh etkilerini desteklemektedir ancak in vivo ¢alismalar
yeterince tutarli degildir ve etkileri daha ¢ok ®-3 yag asitlerine baglanmaktadir (5).

Balik yaglarinda bulunan uzun zincirli -3 yag asitleri normal ve

hiperkolesterolemik kisilerde plazma aglik TAG ve VLDL konsantrasyonlarin
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diisiirmektedir. ®-3 yag asitleri bu etkiyi ya SM’larin dolagima girmesini
yavaglatarak yada dolagimdan ¢ok hizli temizlenmesini saglayarak veya her ikisiyle
birlikte sagladigi ileri siiriilmektedir (81).

Besinleriyle birlikte -3 yag asidi alanlarda postprandial SM ve VLDL
TAG’linilin % 40 azaldig1 gosterilmistir (81). EPA ve DHA, DYA ile
karsilagtirildiginda postprandial TAG oraninda % 15-17 azalmaya neden olmaktadir.
SM’larin kandan uzaklastirilma oran1t DHA ve EPA ilavesiyle 6nemli dlgiide
artmaktadir. Balik yaglarinin eklenmesi PL/TG oraninda azalmaya neden olmaktadir.
Bu durum SM biiyiikliigiiniin azaldiginin gostergesidir. SM ¢apinin EPA verildiginde
% 53 ve DHA verildiginde ise % 24 azaldig1 gosterilmistir. Pre-heparin lipoprotein
lipaz aktivitesinde, tokluk durumunda DHA ile beslenilmesi % 47, EPA ile
beslenilmesi % 73 artisa neden olmaktadir. Balik yaglar ayrica aclik TAG
konsantrasyonunu hapatik VLDL iiretimini inhibe ederek de azaltmaktadir (82).
Gilinde 2 gramdan fazla balik yagi alindiginda, normal deneklerde % 25,
hiperlipidemik deneklerde % 40-50 oraninda VLDL’de diismeye neden oldugu
gosterilmistir. EPA, Apo B olusumunu azaltarak SM sekresyonunu azaltir. Balik
yaglari, infarkt boyunu kiigiiltiir, kan dolasimini saglar ve aritmiyi modifiye eder.
Endotel bagiml1 arter dilatasyonunu sempatik aktivite ve norepinefrinin
vasokonstriktor etkilerini inhibe ederek arttirir (80). Uzun siireli o-3 takviyesinin
primer silomikronemisi olan hastalarda serum TAG ve aglik SM sayisini diigiirdiigii
ve plazma vizkozitesini diizenledigi gosterilmistir (83).

Ancak Haris ve ark. ®-3 yag asitlerinin SM {iretimini azaltmadig1 ve partikiil
bliytikliglini degistirmedigini ileri siirmiistiir. SM’un plazmadan temizlenme hizinin
arttigin1 ancak SMR’larin karaciger tarafindan alinma hizinin degismedigini, bu
nedenle temizlenme hizindaki artisin damarlardaki lipoliz artisiyla iliskili oldugunu
gosterdikleri calismada, EPA ve DHA verilen ratlarda bu yag asitleri hem SM’un
FL’lerinde hem de TAG’lerinde 6nemli 6l¢iide arttigini gosterilmistir (84).

Giinde 0,5 ila 1,8 gr EPA+DHA tiiketiminin kalp ve diger sebeplerden
kaynaklanan 6liim oranini 6nemli 6l¢iide azalttig, rat ve kopeklerde kalp dokusunda
kalp krizi sonrasinda meydana gelen hasar1 azalttig1 ve ventrikiiler ritim

bozukluklarinin 6niine gectigi bildirilmistir. Balik yaglarinin ICAM-1"1 (intraselliiler
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adhezyon molekiilii-1) ve E-selektini azalttigi ve DHA nin in vitro olarak VCAM-1
(vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii) ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (85).

-3 yag asitlerinin hipolipidemik etkileri ve prostoglandin salgisindaki
degisimler, trombosit fonksiyonlari, biiyiime faktorleri inhibisyonu ve endotel
kaynakli relaksasyon faktdrlerinin artmasi gibi antitrombotik etkileri ile birlikte
koroner kalp hastaliklarinin ve diger aterosklerotik hastaliklarin kontrolii i¢cin 6nemli

bir potansiyel role sahiptir (86).

2.8. Besinlerdeki Yag Asidi Kompozisyonunun SM Metabolizmasi Uzerine
Etkisi

SM’un biiytikliigii prensip olarak onun TAG miktariyla baglantilidir. Besinsel
lipitlere cevap olarak SM biiytikliigii ve kompozisyonu degistik¢e bu TAG’den
zengin lipoproteinlerin plazmadan temizlenmesi de degismektedir.

Yagin doymuslugunun $M biiytiikliigiine olan etkisi yeterince acik degildir.
Baz1 ¢aligmalar doymamis yaglarin emilimi ile olusan TAG’den zengin
lipoproteinlerin doymus yaglarin emilimi ile olusanlar ile karsilastirildiginda daha
biiyiik SM’larin olusmasina neden oldugunu gosterirken (2, 50) bagka birtakim
caligmalar doymuslugun partikiil biiyiikliigii iizerine bir etkisinin olmadigini
gostermektedir (87).

Hayvan modellerine duedenal infiizyon ile yag asitlerinin verilip lenf
lipoproteinlerinin toplandig: bir¢cok ¢alismada, palmitik asit inflizyonunun VLDL ve
SM lipoproteinlerinin liretimini stimiile ettigi ve linoleik asit inflizyonunun daha
biiyiikk SM’lar tiretilmesini sagladig1 gosterilmistir. CDY A’dan zengin
beslenildiginde olusan SM ¢aplari, DY A ya da karisik yaglarla beslenildiginde
olusan SM’lardan daha biiytiktiir (9).

Tereyaglt SM’larinin, misir yagi SM’larina gore daha yiiksek FL: TAG oranina
sahip oldugu gosterilmistir. Bu durum tereyag: infiizyonu sonunda misir yagi
inflizyonu ile olusanlardan daha kii¢lik boyuttaki SM’larin olustugunun gostergesidir.
Ciinkii SM’larin FL/TAG veya ylizey cekirdek orani partikiiliin biiyiikliigiinii

degerlendirme olanag1 saglamaktadir. (2).
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Mekki ve arkadaslarinin ¢calismasinda zeytinyagi ve aycicek yagi verilen
deneklerden elde edilen SM’larin ¢aplar1 arasinda fark bulunmamistir. Ancak
tereyagi verilen deneklerden elde edilen SM’larin ¢aplar1 diger iki yagdan elde edilen
SM’lar ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide kiiclik oldugu bulunmustur (127-134
nm) (50).

Besinsel TDY A tiiketimi boyutlar1 biiyiik ve sayica daha az SM sentez
edilmesine neden olur. Bu partikiiller daha yiiksek miktarda besinsel lipit tagir.
Remnant lipoproteinlerin sayica azalmasi aterojenitesi acisindan faydali etkilere
neden olabilir (4).

Hurma yag1 (DYA), Saffloweroil (yalanci safran, ®-6 CDYA), zeytin yag1
(TDYA) ve safflower yag1 ve balik yagi karisimi (0-3 CDYA) igeren diyetler ile
yapilan ¢alismada, apo B-48 salgisinin zeytinyagi ile beslenenlerde diger yaglarla
beslenenlere gore onemli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu TDYA’dan
zengin beslenildiginde kiigiik SM’larin daha fazla sayida iiretildigini gostermektedir.
TDYA daha uzun siire verildiginde apo B-48 azalmakta ancak $M’lardaki TAG
iceriginde bir degisiklik olmamaktadir. Bu daha az miktarda iiretilen ancak daha
biiyiik partikiil ¢ap1 olan SM’lar1 gosterir. Yani TDY A igeren besinler SM biiyiikliik
ve kompozisyonunu degistirmektedir (9). TDYA beslenilmesi, DYA ile
karsilagtirildiginda, SM partikiillerinin biiyiikliigiinii % 50 oraninda artirirken sayilar
azaldig1 gosterilmistir. Biiylik SM’larin i¢indeki TAG daha goriilebilir oldugundan
dolasimdam ¢ok daha ¢abuk uzaklastirilabilecegi ileri siiriilmektedir (88).

Normal enterosit hiicreleri emilen TAG miktarindan bagimsiz olarak belli bir
sayida SM partikiilii salgilarlar. Sayet biiyiik miktarda lipit intestinal mukozadan
emilirse enterosit daha fazla sayida SM’lar sentez etmez ama var olan partikiillerin
cap1 biiyiir. Ornegin palmitik asit, linoleik asit ile karsilastirildiginda lenfatik TAG
salinimi1 benzer oldugu halde olduk¢a fazla miktarda apo B salgilanir, yani daha
kiiciik ve daha fazla sayida partikiil sentezlenmistir (2).

Kalogeris ve ark. besinsel yag asidi ¢esidinin lenf akis oranina etkili
olmadigini, biitiin yag asitlerinin lenfatik akis hizin1 arttirdig1 ancak akis hizini
arttirmada yag asitleri arasinda farklilik olmadigini gostermistir. Ancak calismada
lenfatik TAG ¢ikis1 beslenilen yag asidi ¢esidine gore farklilik gdstermistir. Miristik,
oleik ve arasidonik asit TAG ¢ikisini arttirirken biitirik, kaprilik ve laurik asit TAG
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¢ikisinda artis yapmadigi belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada i¢inde FL bulunmayan
lipit infiizyonlar ratlarda tiim yag asidi gruplari, lenfatik FL ¢ikisini arttirmistir
ancak 14 ve daha uzun karbon uzunluguna sahip yag asitleri daha yiiksek FL ¢ikisina
neden olmustur (40).

Tereyagi, zeytinyagi ve aycicegi yagina gore onemli 6l¢iide daha az SM
iretilmesine neden olmaktadir. Bu ii¢ yagin verilmesi ile olusan SM’larin igerdikleri
TAG miktarlan 6l¢iildiigiinde en diisiik TAG miktar1 tereyagi icin tespit edilmistir.
Aycigek yagr SM’larinda tereyagina yakin bir TAG miktari tespit edilmisken,
zeytinyag1 verilen deneklerden elde edilen $M’larda en yiiksek oranda TAG
bulunmustur (50).

Genellikle yag asitleri su sira ile postprandial TAG artisina yol acarlar, DYA
=TDYA > ©-6 CDYA > -3 CDYA (9).

Caco-2 hiicre kiiltiir modelleri ve hayvan enterosit model sistemlerinin
kullanildig1 ¢alismalarda TAG sentezini arttirmasi agisindan diyetteki yag asitlerinin
siras1 sOyledir, oleik > linoleik > linolenik > palmitik = myristik asit. Palmitik asitin
TAG’in de nova sentezini baskiladigi gosterilmigstir. Oleik asit / palmitik asit
oraninin yiikseltilmesi TAG iiretiminim artisina neden olmaktadir. Ayrica palmitik
asit fizyolojik konsantrasyonlarda bile caco-2 hiicreleri i¢in potansiyel sitotoksik
etkileri gosterilmistir. Sonug olarak doymus yag asitlerinin SM sentez ve sekresyonu
tizerinde doymamis yag asitlerinden daha az etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (9).

Farkl1 besinsel yaglarin igerdigi farkli yag asit kompozisyonlarmin
enterositlerin foksiyonlarini degistirdigi ileri siiriilmektedir. Tavsan enterositlerinde
apo B-48, KE ve TAG sentez ve sekresyonu en fazla ay¢icek yagi tarafindan
arttirtlirken en az artig balik yagi ile baslenenlerde gozlenmistir. Aycicek yag ile
beslenen tavsanlarin enterositlerinde apo B-48 sentezi on kat ve sekresyonu 18 kat
arttig1 gosterilmistir (89).

Williams ve ark. aycicek yagi, klasik bati diyeti ve balik yagi ile 2 hafta siire
ile beslenen tavsanlarda; apo B-48, TAG ve KE sentez ve sekresyon oranlarini,
aycicek yagi > bati diyeti > balik yagi olarak gostermistir (9).

Intestinal K infiizyonlari ile yapilan ¢alismada, SM’larin K igerigi dogrudan
infiize edilen K miktariyla dogru orantili olarak bulunmustur. K misir yagi ve

tereyaginda FL:TAG oranini etkilememistir. Ancak zeytinyag: ile birlikte verilen K
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FL:TAG oranin1 arttirmistir. Tereyagi, misir yagi ve zeytinyagina gore daha diistik
TAG igeren ve oransal olarak daha yiiksek FL icerigine sahip SM’larin sentezine
sebep olmustur. SM igerisindeki toplam K orani, biitliin K dozlar1 i¢in en fazla
tereyaginda ve en az misir yaginda tespit edilmistir (90).

Zeytinyag1, misir yagi, balik yagi, palm yag1 ve tereyagi verilerek elde edilen,
K’1i ve oleat1 radyoaktif isaretli SMR’lar ile yapilan ¢alismada; balik yagi ve
tereyagindan elde edilen SMR’lar diger ii¢ yag ile elde edilenlerden % 25 daha fazla
dolasimdan uzaklastirilmistir. Zeytinyagi ve misir yaginin uzaklastirilmasi birbirine
yakindir. Palm yaginin uzaklastirilma orani ise bu iki grubun ortasindadir. Bu durum
yag asitlerinin kendine has etkilerinin, kombinasyonlarinin ve remnant TAG’lindeki
pozisyonlarinin karaciger tarafindan alinim i¢in doymusluk veya doymamislik
derecesinden ¢ok daha 6nemli oldugunu destekler. Ornegin diger remnantlar ile
karsilagtirildiginda hem balik yaginda hem de tereyaginda yiiksek miktarda miristik
asit vardir. Bu yag asidi muhtemelen karaciger alimini arttiriyor olabilir.

Balik yag1 remnantlarindaki isaretli yag asitlerinin karacigerde FL doniisiimii
zeytinyagi, misir yagi ve palm yagi remnantlarindan 6nemli 6l¢iide daha fazladir.
Tereyagi remnantlarinin yag asitlerinin FL doniisiimii ise ortadadir. KE’lerinin
karacigerde hidrolizi her bir yagdan elde edilen remnantlarin karaciger tarafindan
alinmastyla dogru orantili olarak gergeklesmektedir. Isaretli K’lerin safra ile atilimi
palm yaginda diger yaglardan % 50 daha azdir.

Biitiin bu bulgular SMR’larin yag asidi kompozisyonunun onun karaciger
tarafindan alinmasinda ve metabolizmasinda en biiyiik etken oldugunu
gostermektedir (91).

Yeni sentez edilmis olan bir TAG’den zengin lipoprotein partikiiliiniin
lipoprotein lipaz tarafindan hidrolize edilebilirligi onun yag asidi ve TAG
kompozisyonu ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir. Partikiil i¢indeki yag
asitlerinin miktari, doyma derecesi ve zincir uzunlugu lipoprotein lipaz aktivitesi
tizerine etkilidir. @6 CDYA’dan zengin SM’lar, DYA, TDYA veya o —3
CDYA’dan zengin SM’lara gore lipoprotein lipaz tarafindan ¢ok daha hizli
islenmektedir (4).

Mevcut bilgiler besinlerdeki yag asitlerinin SM sentez ve sekresyonunu

tizerine hem akut hem de kronik etkilerini ortaya koymaktadir. Doymus yag asitleri
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ile kiyaslandiginda doymamis yag asitleri ¢cok daha fazla sayida SM (oleik) ve daha
biiyiik SM (linoleik) olusmasini neden oldugu gosterilmistir. Bu TAG’deki spesifik
yag asidi kompozisyonunun MTP aktivitesini etkileyebilecegini ve oleik asitten
zengin TAG’lerin linoleik ya da palmitik asitten zengin TAG’lere oranla MTP
aktivitesini daha fazla arttirdigini akla getirmektedir. Ayrica TDYA ve CDYA’dan
zengin TAG’ler diiz ER liimenindeki lipit damlalarinin fizikokimyasal 6zelliklerini
degistirerek lipit damla olusumunu etkilemesi muhtemeldir. Bu yag asitleri daha
stabil lipit damla formlarinin olusmasina neden olabilir. Ya da enterosit i¢inde lipit
damla olusumuna katilan ve lipoproteinlerin olusumunda belirleyici anahtar bir rol
oynamasi muhtemel baz1 spesifik proteinler, besinler ile alinan bazi yag asitleri ile
etkilesmektedirler. Boylece yag asitleri, bu proteinlerin transkripsiyonal
diizenlenmesinde diizenleyici bir rol oynuyor ve $M’larin boyutlarini degistiriyor

olabilirler (9).

2.9. Besinlerdeki Yag Asidi Kompozisyonunun Silomikronlarin Fiziksel

Ozellikleri Uzerine Etkisi

Plazma lipoproteinlerinin metabolik akibeti fiziksel 6zelliklerinden 6nemli
ol¢iide etkilenmektedir (92). Lipit kompozisyonu ise lipoproteinlerin fiziksel
ozelliklerini belirleyen 6nemli faktorlerden biridir. Lipoproteinlerin lipit
kompozisyonu, protein konformasyonunun olusumunda, lipoproteinlerin enzimlere
kars1 reaktvitesinin belirlenmesinde ve reseptorlere baglanmasinda 6nemli rollere
sahiptir. Lipolitik reaktiviteyi regiile eden yiizey 6zelliklerindeki farkliliklar yiizey
kompozisyonunun bir fonksiyonudur. insan plazma lipoproteinlerinde yiizey
akigkanliginin, protein + K / FL orani ile ters orantili oldugu ve akigkanligin artmasi
ile fosfolipaz A,’ye karsi reaktivitenin arttig1 belirlenmistir (93).

Lipoproteinin yiizey akiskanliginin azalmasinin, LDL’in hepatik
membranlara baglanmasini geciktirdigi ancak HDL’in baglanmasini etkilemedigi
gosterilmistir, yani LDL’in yiizey akiskanligindaki azalma, in vivo LDL
katabolizmasini geciktirebilmektedir (94). Tavsanlarda, K ile beslenilmesi VLDL ve
LDL akiskanligin1 dramatik bir sekilde azaltirken, HDL akiskanligin
degistirmemektedir (95). Kadinlarda HDL akiskanlig1 erkekler ile karsilastirildiginda
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daha yiiksek bulunmustur. Bu durum kadinlar arasinda daha diisiik kalp hastaligi
insidansinin fizikokimyasal temelini desteklemektedir. Kadinlarda, dolasimdaki daha
akiskan HDL’lerin periferal dokulardaki K’{in taginmasi i¢in daha yetenekli
olabilecegi ve bdylece aterosklerotik lezyonlarin 6nlenmesinde etkili olabilecegi ileri
stiriilmektedir (96). Tavsanlarda -3 yag asitleriyle beslenilmesinin, doymus yag
asitleriyle karsilastirildiginda HDL’in yiizeyinde belirgin bir fark olusmadig1 ancak
apolar merkezinde belirgin sekilde diizensizligin arttig1 gésterilmistir (97). Bununla
birlikte besinsel olarak alinan linoleatin yetigkin erkeklerde, LDL akiskanligin etkili
bir sekilde azalttig1, bununda lipoprotein yiizeyindeki apolipoprotein
konformasyonunu ve boylece LDL’in LDL reseptorii ile etkilesimini etkileyebilecegi

bildirilmistir (98).

2.10. Misel Yap1 ve Lipoprotein Hidrofobikligi

Bir lipoprotein yapisal olarak TAG ve KE’lerinden olusan hidrofobik bir
merkez ve bunun etrafin1 sarmis amfipatik FL ve serbest K ile bunlarin arasindaki
proteinlerden olusur. Yiizeydeki FL’lerin ve serbest K’lin polar bas kisimlari
partikiiliin disina dogru yerlesmisken hidrofobik nonpolar kuyruk kisimlari
partikiiliin i¢cine dogru uzamistir. Lipoproteinlerin bu yapisi klasik bir misel yapisina
uymaktadir.

Miseller genellikle 50-200 siirfaktan molekiiliin bir araya gelmesiyle olusan,
bliytikligl ve bicimi geometrik ve enerjetik faktorler tarafindan belirlenen yapilardir
(99). Misellerin yapisinin stabil olmadigi ve hizla degistigi gosterilmistir. Diizensiz
bir sekilde bir arada duran oktil gruplarinin hidrofobik kuyruk kisimlar1 normalde
miselin i¢ine dogru uzamistir ancak bu kuyruk kisimlar1 misel yiizeyinde anlik
degisimlere maruz kalir (100). Kiigiik kiiresel misellerin yilizey alaninin hesaplanmasi
da misellerin termodinamik olarak stabil olmadigin1 gosterir. Bu miseller biiyiik
yiizey /hacim oranma sahiptir. Ciinkii her zincir ¢ikintis1 100 A’dan fazla alan saglar
ve bu nedenle biiyiik bir yiizey/ hacim orani saglanmis olur. Bu durum bas gruplari
arasinda, su ve hidrokarbonlarin temasi i¢in 6nemli bir bosluk olusturmaktadir (101).
Hidrofobik bas gruplarinin haricinde misel yapisinin baska bir 6nemli karekteristigi

misel i¢ine dogru olusan su fazi penetrasyonlaridir. Hidrofobik bas gruplaria komsu
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olan ilk birka¢ metilen grubu hidrasyon kiiresi sayilir. Bu nedenle miselin i¢ kismi1
suyun niifuz ettigi bir dis merkez ve tamamen suyun ulasamadig1 bir i¢ merkez
seklinde 2 kisim olarak ele aliabilir (102). SM partikiillerinin de ayn1 sekilde stabil
olmayan yiizey yapisi ile birlikte anlik degisimler, girinti ve ¢ikinti olusumlari
gostermesi beklenebilir.

Misel yapis1 ve molekiiler sekillenmesi konsantrasyon, 1s1, pH ve elektrolit
icerik gibi ¢evresel sartlar ve bununla birlikte siirfaktanin yapisina bagli olarak farkli
geometrilerde olabilmektedir. Yapisal olarak baslica kiiresel miseller, vezikiiller,
bilayer ya da ters misellere rastlanmaktadir (102, 99).

SM’larin yapisi kiiresel misel yapist ile uyum gostermektedir. SM
partikiiliiniin yiizeyindeki apolipoproteinler ve diger proteinler ile aslinda partikiil
merkezine dogru uzamis olan ancak muhtemel partikiil yiizeyinde anlik ¢ikis-girisler
yapan hidrofobik kuyruk kisimlari, partikiile belirli bir yiizey hidrofobikligi
saglayabilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu arastirma, Indnii Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan 2008/72 proje numarasi ile desteklenmistir.
Bu calisma Indnii Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim

Dali ve Eczacilik Fakiiltesi Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. GERECLER:

3.1.1. Kimyasallar:

Kullanilan kimyasallar tablo 2°de verilmistir.



Tablo 2: Kullanilan kimyasallar ve firmalar.

KIMYASAL FIRMA
Na-Azid Merck
Na-EDTA Merck
Triton-X 100 Sigma
Oil Red O Sigma
Sodyum Hidroksit Riedel-de Haen

Sodyum Karbonat
Di-Na-Tartarat

Agaroz M

Sodyum dodesilstilfat
Etanol

Bakar (II) siilfat pentahidrat
Glasiyal asetik asit
Folin-ciocalteu’s fenol ayiraci
Biitil sefaroz 4 (fast flow)
Sefaroz CL-2B 300-100 mL
Sefaroz CL-4B 200-100 mL
Sefaroz CL-6B 200-100 mL

Sigma-Aldrich
Merck
Bio.Basic Inc.
Merck
Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

58
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3.1.2. Diger Gerecler:

1y

2)
3)
4)
5)
6)
7)

Ultrasantrifiij tiipii: Beckman Optiseal Polyallomer ultrasantrifiij tiipleri
(25x86 mm, toplam hacmi 36,2 mL) Cat No: 362183

Lumber punksiyon kaniili

1, 2.5, 5 ve 10 mL’lik enjektorler

Vida kapakli cam tiip

T1ipa kapakli cam tiip

Parafilm

10, 100, 1000 pl’lik pipet uglari.

3.1.3. Makine Techizat:

1y
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Ultrasantrifiij cihazi: Beckman Coulter Optima ™™ L-90K Ultracentrifuge
Elektroforez cihazi: Bio RAD POWER-PAC 3000

Diisiik Basingli Kolon Kromatografi Cihazi: Bio RAD Biologic LP
Spektrofotometre: UV-120V Spectrophometer-Shimadzu

Vorteks: Heidolph-Reax;qp

Santrifiij: HERMLE Labortechnik GmbH

Otoklav: BINDER

Derin Dondurucu (-70 °C): HERAfreeze/HERAEUS

3.1.4. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakim

Ratlar, Turgut Ozal Tip Merkezi, Deneysel Arastirmalar Birimi ve Firat

Universitesi, Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nden temin edildi. 250-300 gr

agirhgindaki Sprague Dawley erkek ratlar kullanildi. Ratlar sicakligin 21°C ve ortam

neminin % 48 oldugu, 12 saat 151k (07:30-19:30 saatleri), 12 saat karanlik uygulanan

odalarda bakildi. Tiim hayvanlar ad libitum standart yem ve su ile beslendi. Yemin

kompozisyonu tablo 3’de belirtilmistir.



Tablo 3: Ratlarin yem kompozisyonu.
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Su En ¢ok % 12
Ham Protein En az % 24
Ham Seliiloz En ¢ok % 7
Ham Kiil En ¢ok % 8
HCI’de Coziinmeyen Kiil En ¢ok % 2,0
NaCl En ¢ok % 1,0
Kalsiyum En az-En ¢ok | % 1,0-2,8
Fosfor En az % 0,9
Sodyum En az-En ¢ok | % 0,5-0,7
Metabolik Enerji Kcal/kg (En az) 2.650

Kullanilan maddeler: Misir, bugday, soya kiispesi, findik kiispesi, melas mayasi,
aycicegi tohumu kiispesi, pamuk tohumu kiispesi, misir proteini, rasmol, et-kemik unu,
balik unu, kan unu, D.C.P. (dicalcium phosphate), tuz, mermer tozu, melas, tapiyoka,

sorgum, kolza kiispesi, sentetik lizin, sentetik metiyonin, premiksler, kepek, siit tozu.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada alt1 farkli yag kullanildigindan her yag i¢in en az 3 adet rattan
olusan 6 deney grubu olusturuldu. Ratlara yag verilmeden torasik lenf kaniilasyonu
miimkiin olmadigindan ¢alismamizda kontrol grubu kullanilmamistir. Farkli
yaglardan elde edilen $M’lara ait veriler birbirleri ile kiyaslanmistir. Torasik lenf
kaniilasyonu invaziv ve zor bir islem oldugundan her kaniilasyon operasyonu basari
ile sonuc¢landirilamamistir. Ayrica basarili olarak sonug¢landirilan operasyonlarin
sonrasinda tiim hayvanlarda numune toplanamamigstir. Toplam 24 adet rat
kullanilmistir. Caligmanin 26/01/2009 tarih ve 2008/16 arastirma protokol numarasi

ile etik kurul onay1 alinmstir.
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3.2.2. Yaglarin Gavaj Yolu ile Verilmesi

Calismamizda aygigegi yagi, zeytinyagi, palm yagi, tereyagi, margarin yagi
ve balik yag1 kullanilmistir. Alt1 saat siire ile a¢ birakilan ratlara, 1,5 mL deneyde
kullanilan yag, antioksidan olarak 15 pg E vitamini (Evigen, Aksu Farma) eklenerek

mide gavaji ile verildi. 1 saat sonra anestezi islemi gerceklestirildi.

3.2.3. Anestezi

Intraperitoneal yolla, 0.05 mg/kg dozda atropin (Atropin Siilfat Biofarma
0,50 mg/mL) enjekte edildi. 5 dk beklendikten sonra 6 mg/kg xylasine (Rompun®
%?2 Enjeksiyonluk Cozelti, Bayer) ve 90 mg/kg ketamin (Alfamine % 10, Alfasan

International B.V., Ege Vet.) karisimi intraperitoneal olarak enjekte edildi.

3.2.4. Torasik Lenf Kanal Kaniilasyonu ve Lenf Sivisimin Toplanmasi

Karin duvari sol tarafi, son kostalara paralel hat boyunca yaklasik {i¢ cm
acildi. Karin i¢ organlari ratin sag tarafina dogru alinarak karin boglugunun arka
duvari ortaya ¢ikarildi. Yana alinan i¢ organlar viicut 1sisinda serum fizyolojik ile
slatilmig gazli bez ile ortiildii. Kurudukga tekrar 1slatildi. Karin boslugunun arka
duvarinda, vertabralarin 6niinde aorta abdominalis hissedildi. Dikkatli bir sekilde
tistiindeki dokular temizlenerek aort ortaya ¢ikarildi. Aortun hemen arkasinda, aorta
paralel sekilde torasik lenf kanali uzanmaktadir. Operasyonun bir saat dncesinde rata
yag yedirildiginden, lenf igerigi ile dolarak belirgin hale gelen torasik kanal, aort ile
arasindaki dokular temizlenerek ortaya ¢ikarildi. Torasik kanalin etrafindan iplik
(ipek, 0/4) gegirilerek, tizerine iridektomi makasi ile kaniiliin gecebilecegi kiiciik bir
kesi yapildi. Cap1 1,52 mm olan polietilen kaniil buradan kanala sokulduktan sonra
gecirilmis olan iplik ile ligatiir atilarak sabitlendi. Kaniil karin duvarinda bir noktaya
ve karin boslugunun ¢ikisinda deriye birer kez daha sabitlendi (sekil 11). Yana
alinmis olan i¢ organlar tekrar yerine yerlestirildikten sonra, karin duvar1 schmieden

dikisle, deri ise basit ayr1 dikisle dikilerek karin boslugu kapatildi (103).
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Sekil 11: Torasik lenf kanali kaniilasyonu.
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Tarafimizdan tasarlanarak yaptirilan kafes yardimai ile ratin hareketi
kisitlandi. Torasik lenf kanali icerigi 24 saat boyunca ampisilin (0,05 mg/mL lenf
stvisi), Na-EDTA (10 mL saline i¢ine 25 mg Na-Azid eklenerek hazirlanan
soliisyonundan 5 pl) ve Na-Azid (5 ml saline i¢ine 1 gr Na-Azid eklenenerek
hazirlanmis soliisyondan 5 pl) eklenmis deney tiipiine biriktirildi (104, 105). Bu siire
boyunca ad libitum su verildi ve masa lambasi ile ratin viicut 1s1s1 korundu.

Operasyonun ertesi glinii sabahi, tiim ratlara servikal dislokasyon teknigi ile

Otenazi yapildi.

3.2.5. SM’larin Lenf Sivisindan Ultrasantrifiigasyonla Ayrilmasi

24 saatin sonunda 2 mL ve daha fazla lenf igerigi toplanan 6rnekler
calismaya dahil edildi. Ultrasantrifiij tiipleri hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
tabaka soliisyonu ile dolduruldu. Tabaka soliisyonu; % 0,9 NaCl igine % 0,02 Na-
Azid ve % 0,05 Na-EDTA (104) eklenerek hazirlandi. Her tiipiin en alt kismina
uygun uzunluktaki enjektor kullanilarak 1’er mL numune tabaka yapildi.
Numunelerin yogunluguna gore her numune i¢in tabaka yapilacak ultrasantrifiij tiipt
sayist belirlendi. Hazirlanan tiipler uygun kapaklari ile kapatilarak kurutuldu ve
uygun rotora (Beckman, Type 70 Ti Rotor) yerlestirildi. Ultrasantrifiij sartlart Dole
ve ark. (22) makalesindeki nomogram kullanilarak hesaplandi. Numuneler 5 x 10’
gmin, 20 °C’de (20000 RPM ‘de, 17 dk) santrifiij edildi. Baslangi¢ ve bitis igin ‘slow
break’ ayari secildi.

Santrifiij sonunda tiip lizerinde toplanan SM’lar yesil u¢lu, 5 mL’lik enjektor
ile alinarak cam tiipe toplandi, tartild1 ve etiketlendi. Aycicegi yagindan elde edilen
SM’lar AYC, zeytinyagindan elde edilen SM’lar ZYC, palm yagindan elde edilen
SM’lar PLMC, tereyagindan elde edilen SM’lar TRYC, margarinden elde edilen
SM’lar MRGC ve balik yagindan elde edilen SM’lar BLKC olarak kodlandi.

3.2.6. Hidrofobik Interaksiyon Kromatografisi (HIC) Prensibi

Kromatografi bir 6rnek karisimindaki ¢oziinmiis molekiillerin iki fazda (sabit

ve hareketli faz) dagilimlarina dayanan fiziksel bir ayirma yontemidir.
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Kromatografik ayirim yonteminde hareketli faz, 6rnegi sabit fazi iceren yatak diizlem
veya kolon boyunca tagimaktadir. Harektli faz, sabit fazin i¢inden gectikce ¢oziinmiis
molekiiller iki faz arasinda dagilirlar. Sabit faza daha az ilgisi olan ¢6ziinmiis yapilar,
daha ¢ok ilgisi olanlara oranla hareketli fazda daha uzun siire kalirlar. Diisiik ilgisi
olan ¢oziinmiis molekiiller daha hizli hareket ederek sabit faza daha ¢ok ilgisi olan
¢ozlinmiis molekiillerden ayrilirlar. Hareketli fazin fiziksel veya kimyasal
Ozelliklerinin degistirilmesiyle sabit faza kuvvetli bir sekilde baglanmis olan
¢Ozlinmiis molekiiller yerlerinden ayrilirlar (106).

HIC, proteinler ve HIC ortaminin hidrofobik ylizeyi arasindaki etkilesim
kullanilarak proteinleri yiizeylerinin hidrofobik karekterlerindeki farkliliklara gore
birbirinden ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bir proteinin HIC ortamina
tutunmasi hareketli faza eklenen tuz, proteinin yapisal esneklik gibi fiziksel
ozellikleri, molekiil kiitlesi ve konformasyonel stabilitesine baglidir (107).

HIC ortami (durgun faz), alkil ya da aril gruplarinin bagl oldugu ve yiiksek bir
dahili ylizey alan1 saglanmasi i¢in porlu yapida kiiresel partikiil matriksten olusur. Su
icindeki hidrofobik bir ligant ve hidrofobik bir proteinin etrafin1 diizenli su
molekiilleri sarmaktadir. Ligant ve proteinin birbirine baglandig1 noktada su
molekiilleri ayrilir ve etrafa dagilir. Bu durum entropinin artmasina neden olur ve
bdylece sistemin serbest enerjisini negatife dogru degisir. Serbest enerjideki bu
degisim hidrofobik bir ligant-protein etkilesimini termodinamik olarak elverisli kilar.
HIC sisteminde hidrofobik ligant ve ¢6ziinmiis madde diizenli su molekiilleri
tarafindan kabuk gibi kapatilmistir. Tampon soliisyonuna (hareketli faz) tuz
eklenmesi su molekiilleri ile giiclii bir sekilde etkileserek su kabugunu zayiflatir. Bu
sayede HIC ortaminin ligant1 ve ¢oziinmiis hidrofobik maddeler birbirleriyle
etkilesime girerek birlesirler (sekil 12). Baska bir teoriye gore ise eklenen tuzun
suyun ylizey gerilimini arttirmasiyla birlikte van der waals giicleri ligand-madde
birlesmesinden sorumludur. Ek olarak kiiciik iyonlarin yiik maskeleyici etkileri ile
iliskili ve entropik sebepler de ileri siiriilmiistiir. Ancak bu mekanizmalarin st {iste
binmis kombinasyonlart muhtemelen daha uygun bir teoridir. Mobil faz igindeki tuz
konsantrasyonu azaltildik¢a ortama baglanmis en diisiik hidrofobiklige sahip madde
HIC kolonundan ilk 6nce ayrilarak elue olur. Tuz konsantrasyonu kademeli olarak

azaltilmaya devam edilirse diisiik hidrofobiklik sirasina gére maddeler elue olurlar.
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En yiiksek hidrofobiklige sahip madde en son elue olur. Mobil faza modifiye edici
ajan olarak deterjan eklenmesi, mobil fazin polaritesini degistirir, suyun ylizey
gerimini azaltir ve bdylece hidrofobik etkilesimi azaltarak ligant-madde ayrilmasina
neden olur. Deterjan molekiillerinin nonpolar kismu etkili bir sekilde liganda bagl
madde ile yarisir ve sonucunda maddeyi ayirarak ortama kendisi baglanmaktdir (108,

109, 110).
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Sekil 12: HIC ortamindaki hidrofobik bir ligant ile hidrofobik bir proteinin etkilesimi
(110).

3.2.6.1. Kolonun Doldurulmasi

Iem ¢apinda ve 30 cm uzunlugunda cam kolon kullanildi. Kolon % 20
stiziilmiis etanol soliisyonu ile yikandiktan sonra alt 2 cm’lik kism1 % 20 etanol ile
dolduruldu. Kolon mediumu cam ¢ubuk kilavuzlugunda hava kabarcig1 kalmamasina
dikkat edilerek dolduruldu. Kolonun bir gece +4 °C’de bekletilerek ¢okmesi

saglandi.

3.2.6.2. Kolonun Dengelenmesi ve Numune Enjeksiyonu

Kolon, oda 1sisina getirildikten sonra kromatografi sistemine baglandi. Mobil
faz olarak Triton X’in farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. % 0,1 Triton X-100,
ImL/dk akis hizi1 ile 30 dk kolondan gegirilerek kolonun hidrofobik etkilesimi
zayiflatildi. Sonra mobil faz % 0,0125 Triton X-100 ile degistirildi ve 2 saat akis
saglanarak kolonun dengelenmesi saglandi. Akis hiz1 0,6 mL/dk’ya diisiiriildii ve 15



66

dk akis saglandi. Bu akis hizinda numune enjeksiyonlari yapildi. 100 ile 600 pl
arasindaki farkli miktarlarda numune enjeksiyonlar1 yapilarak en uygun
kromatogramlar elde edilmeye ¢alisildi. Pik fraksiyonlari, elektroforeze uygulanmak

tizere fraksiyon kollektorii ile toplandi (Sekil 13).
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Sekil 13: Diisiik basingli kolon kromatografi sisteminde yer alan ekipmanlar (111
nolu kaynaktan Tiirkcelestirilmistir).

3.2.6.3. Kolonun Yikanmasi ve Saklanmasi

Kullanimina ara verilen kolonlar ImL/dk akis hiz1 ile 1 saat distile su ve 30
dk % 20 etanoldan gegirildikten sonra bir sonraki kullanima kadar + 4 °C’de
saklandi. Bir sonraki kullanimda kolonun etanoldan temizlenmesi amaciyla, kolon

once 1 saat distile su ile yikandi. Daha sonra dengeleme islemi yapildi.
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3.2.6.4. Veri Analizi

Kromatografi verileri, LP Data View v1.03 Bio-Rad Diisiik Basingli Kolon

Kromatografisi Programi kullanilarak analiz edildi.

3.2.6.5. Kapasite Faktorlerinin Hesaplanmasi

Pik tepe noktasi, bir bilesige ait pikin en yliksek noktasidir. Bu nedenle bir
pikin tepe noktasi o pike ait eliisyon zamanina veya eliisyon hacmine esittir. Eliisyon
stiresi (alikonma, gecikme) (7r), enjeksiyon noktasi ile bir pikin tepe noktasi arasinda
gecen siiredir. Uygulanan deneysel kosullar altinda her bir analitin eliisyon siiresi
karakteristiktir. Sekil 14’de tiim kromatografi terminolojisi bir kromatogram
lizerinde gosterilmistir.

Herhangi bir kromatografik sistemde etkili bir sekilde ayristirilan molekiiller
zamanla, ayn1 kromatografik sistemin kullanilmasinda dahi kromatografiden
kromatografiye farkli eliisyon zamanlarinda (#R) eliie edilebilirler. Bu farkliliklarin
temel nedenleri operasyondaki akis oraninin, hareketli fazin ve diger parametrelerin
degismesidir. Boyle durumlarda ‘kapasite faktoriiniin (k)’ tanimlanmasi ile
operasyondaki farkliliklarin giderilmesi sonucunda alikonma zamanlarinin
normallestirilmesi saglanabilir. Herhangi bir birimi olmayan kapasite faktorti,
analitin durgun faz i¢inde gecirdigi zamanin hareketli faz i¢inde gegirdigi zamana
goreceli olarak ol¢limiidiir ve ‘k = tr — to / to= Vg -Vm / Vi’ formiilii ile hesaplanir
(112). Elde edilen piklerin alikonma siirelerinin birbirleriyle karsilastirilabilmeleri

amaciyla kapasite faktorleri hesaplandi.

3.2.6.6. Pik Alan Oranlarinin Hesaplanmasi

HIC ortamu ile etkilesime giren madde miktarini degerlendirmek amaciyla,

piklerin yar1 ylikseklik genisiligi ve pik yliksekligi (sekil 13) carpilarak pik alanlar
hesaplandi.
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Sekil 14: Bir kromatogramin terminolojisi (112).
3.2.7. Jel Filtrasyon Kromatografisi Prensibi

Jel filtrasyon terimi, ¢esitli biiyiikliiklere sahip molekiillerden olusan bir
karisimdaki molekiillerin, jel materyallerinin kullanilmasiyla ayrilmasi iglemini
tanimlamak i¢in kullanilir.

Jel filtrasyon komatografisinin temel prensibi oldukca basittir. Molekiillerin
ayristirilmast i¢in kullanilacak olan uygun bir hareketli faz (tampon), matriks (jel)
veya porlu cam graniilleri ile paketlenmis bir kolondan ibarettir (sekil 15).
Ayristirilmasi yapilacak olan molekiilii iceren 6rnek materyal karisimi, bir bant
olusturacak sekilde hareketli faz ile dengelenmis olan kolon yataginin {ist kismina
yiiklenir. Yiiklemeyi takiben kolonun iist kismindan hareketli faz eklendikce, 6rnek
zonu kolon yataginin igerisine dogru hareket eder. Ornek zonunun kolon yatagmin
icine dogru hareket etmesiyle birlikte jel materyali arasindaki gézeneklere (por)
diffuze olamayacak kadar biiyiik olan molekiiller, jel materyalinin ara bosluklarindan

gececek ve kolondan disariya atilan eliisyon sivisinda ilk olarak bu molekiiller
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belirecektir. Daha kiiciik molekiiller ise gozenekli jel materyalinin igindeki ve
disindaki hareketli faz arasinda dagilacaklar ve gozenekler arasina diffuze
olacaklardir. Bu nedenle gozeneklerin igerisine girebilen kii¢iik molekiiller, kolonun
icinden daha yavas bir hizla gecebileceklerdir. Bundan dolay1, kolondan ayrilan

eluent i¢cinde en son olarak en kii¢iik molekiiller yer alacaktir (112)
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Kiigik

molekdller Eluent hacmi
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boncuklar Byik
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\ \

Sekil 15: Jel Filtrasyon Kromatografi sisteminde biiylik ve kii¢iik molekiillerin

birbirinden ayrilmasi (113 nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmistir)

Sefaroz CL-2B, CL-4B ve CL-6B ortamlar1 kullanilarak jel filtrasyon
kromatografik analizleri yapildi. CL-2B % 2, CL-4B % 4 ve CL-6B % 6 agaroz
boncuk igerir. Kullanilan ortamlarin por biiyiikliikleri, sefaroz CL-2B > sefaroz CL-
4B > sefaroz CL-6B seklindedir. AYC ve PLMC numuneleriyle, hem tritonun hem
de fosfat bufferin mobil faz olarak kullanildig1 denemeler yapildi.

3.2.8. Agaroz Jeli Elektroforezi Prensibi

Yiiklii partikiilerin bir elektrik akiminin tesiri ile birbirlerinden ayrilmasi

olayma ‘elektroforez’ ad1 verilir. Yiikli molekiillerin destek ortami {izerinde hareket
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kabiliyetine ‘elektroforetik mobilite’ denir. Mobilite partikiillerin yiikii ile dogru
orantili, partikiillerin molekil agirli1 ve ortamin vizkozitesiyle ters orantilidir.
Ayrica elektriksel alanin siddeti ve ortamin sicakligi da mobiliteyi etkiler.

Destek maddesi olarak bir karbonhidrat polimeri olan agaroz veya
agaropektin kullanilarak yapilan elektroforeze ‘Agaroz Jeli Elektroforezi’ denir. Bu
maddelerin proteinlere ilgisi ¢ok az oldugundan protein bantlar1 birbirinden iyi
ayrilir. Sekil 16°de bir agaroz jel elektroforezinin temel aparatlar1 gosterilmistir.

Elektroforezin yapilisi; uygulama, yiiriitme, boyama, temizleme,

seffaflastirma ve degerlendirme basamaklarindan olusur (114).

Muz tipa/
elektrot kaset

Sekil 16: Agaroz jel elektroforezi aparatlar1 (115 nolu kaynaktan
Tirkgelestirilmistir).
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3.2.8.1. Jelin Hazirlanmasi ve Dokiilmesi

a) TBE Tamponun Hazirlanmisi

121,1 mg tris base, 55,55 mg borik asit ve 3,8 mg EDTA karistirilarak,
toplam hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden 200 mL

alinip distile su ile 2000 mL’ye tamamland.

b) Jelin Hazirlanmasi

Gerekli denemeler yapildiktan sonra numunelerimiz i¢in en uygun jel
konsantrasyonunun % 0,8 oldugu tespit edildi. 180 mL TBE tampon (pH: 8,0)
soliisyonu erlen i¢ine konuldu ve iizerine 1,44 gr agaroz eklendi ve tartildi. Isiticili
manyetik karigtirici izerinde 2 tagim kaynatildi. Tekrar tartildi ve buharlagsma sonucu
olusan kayip distile su ile tamamlandi. 55-60 °C’ye sogutulduktan sonra cihazin

tankina 10 mm - 1 mm boyutlarindaki tarak yerlestirildi ve jel dokiildii.

¢) Numunelerin Uygulanmasi

Elektroforezin haznesi TBE tampon ile dolduruldu. Kalip halinde soguyan
jelden tarak ¢ikarild1 ve jel hazne igine yerlestirildi. Uzeri max. ¢izgisine kadar TBE
tampon ile tamamlandi. Elektroforez kuyucuklarina uygulanacak numunelerin
kuyucuklardan ¢ikip dagilmamasi i¢in 65 pl numune, 15 pl % 40 siikroz ile
karistirtlarak yogunluklari arttirildi.. Bu karigimdan rat ve insan serumu, kaniilasyon
sonucu elde edilen numune ve ultrasantrifiijden ¢ikan numune yogun olduklarindan
30 pl, kromatografiden ¢ikan fraksiyon numuneleri 50 pl olarak jeldeki kuyucuklara
pipet ile ekildi. Elektroforez haznesinin {ist kapagi yerlestirildikten sonra, 130 W’da

2 saat elektroforez islemine devam edildi.
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d) Fikzasyon

Fiksasyon soliisyonu; 70 mL etanol alinarak distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi. 5 mL asetik asit alinarak hazirlanmis olan % 70’lik etanol soliisyonu ile
100 mL’ye tamamlanarak fiksasyon soliisyonu hazirlandu.

Iki saatin bitiminde vakit gecirilmeden jel hazneden alindi, uygun boyutta

kesildi ve fiksasyon soliisyonu igerisinde 90 °C’deki otoklavda 40 dk bekletildi.

e) Boyama

Elektroforeze uygulanan numunelerin goriiniir hale getirilmesi amaciyla oil
red O boyasi kullanildi. Distile su ile hazirlanmis % 60’11k etanol soliisyonundan 100
mL bir erlen i¢ine konularak iizerine 400 mg oil red O eklendi. Erlenin icine balik
atilarak agzi parafilm ile hava almayacak sekilde kapatildi. Etrafi 1giktan korumak
amaciyla aliminyum folyo ile sarildi ve 3—4 saat karistirict ile karigtirildi. Stizgeg
kagidi ile siiziildii. Fiksasyondan ¢ikan jel bu boyaya alind1 ve 60 °C’deki otoklavda
24 saat bekletildi.

f) Destaining (fazla boyadan arindirma)

Boyadan ¢ikarilan jel fazla boyalarinin uzaklastirilmasi amaciyla destaining
soliisyona (% 10 asetik asit ¢ozeltisi) alind1 ve bu ¢ozeltide bekletildi. Jel yeterince
temizleninceye kadar bu islem tekrarlandi. Hazir hale gelen jel elektrofotogramlarin

fotograflari ¢ekildi.

3.2.9. Vorteksleme ile Agregasyon Testleri

Farkl1 yaglardan elde edilen SM’larin agregasyon davraniglarini
karsilagtirmak amaciyla farkli sartlarda vorteks denemeleri yapildi. Belli oranda
seyreltilen numunelerin dncelikle hicbir sart1 degistirilmeden vorteks ile egregasyon
analizi yapildi. Tiim agregasyon analizlerinde ultrasantrifiijden ¢ikan taze numune

genellikle 1/40 oraninda sulandirildi. Daha seyreltik numuneler igin 1/30, 1/20 ve
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1/10 sulandirma oranlar1 kullanildi. 2 mL sulandirilmig numune spektrofotometrede
400 nm’de suya kars1 okundu. Daha sonra deney tiipii igerisinde 1 dk siddetli
vortekslendi, tekrar spektrofotometrede okundu. Bu islem 14 kez tekrar edildi.

Daha sonra misel yapisina etki eden faktorler olan 1s1, pH ve tuz
konsantrasyonlari degistirilerek turbidite analizlerine devam edildi.

Numunelerden 2’ser mL tiiplere alinarak, biri +4 °C’de ve digeri -5 °C’de 24
saat bekletildi. 24 saatin sonunda ¢ikarilan numuneler spektrofotometrede 400 nm’de

suya kars1 okundu. 1 dk vortekslendi tekrar okundu, bu islem 5 kez tekrar edildi.

a) Asit-Baz Eklenerek Yapilan Agregasyon Testi

Her numune i¢in 3 tiip alindi. Her birine 2’ser mL sulandirilmis numune
eklendi. Spektrofotometrede 400 nm’de suya karsi okundu. Daha sonra tiiplerden
birine 250 pl 0,1 N HCI, digerine 250 ul 0,1 N NaOH ve 3. tiipe 250 pl distile su
eklendi, son tiip blank olarak kullanildi. Tipler 5 dk. beklendikten sonra
spektrofotometrede tekrar okundu. Tiipler daha sonra 1 dk vortekslendi, tekrar

okundu. Bu islem her bir tiip i¢in 4 kez tekrar edildi.

b) Tuz Eklenerek Yapilan Agregasyon Testi

Deney tiipiine 2 mL sulandirilmis numune konuldu. Spektrofotometrede 400
nm’de okundu. Daha sonra i¢ine 1 N olacak sekilde 117 mg NaCl eklendi. Tiip elde
hafif hareketler ile oynatilarak tuzun erimesi saglanildi, tekrar okundu. 1 dk

vortekslendi tekrar okundu. Bu islem 4 kez tekrar edildi.
¢) Sulandirilarak Yapilan Agregasyon Testi
Iki deney tiipiine; 1. tiipe 1/40 ve 2. tiipe 1/70 oraninda sulandirilmis numune

konuldu. Spektrofotometrede 400 nm’de okundu. Her bir tiip 1 dk vortekslenip tekrar
okundu. Bu islem 4 kez tekrar edildi.
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3.2.10. Biyokimyasal Analizler

3.2.10.1. Lowry Metodu ile Protein Analizi

Protein miktar tayininde Lowry metodu kullanildi. Bu metod, proteinin yapisinda
bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin fosfotungustat kompleksini molibden

mavisine indirgemesi esasina dayanir (116).

a) Kullanilan Soliisyonlar

Soliisyon A: % 2 Sodyum karbonat
% 0,4 Sodyum hidroksit
% 0,16 Sodyum tartarat
% 1,0 SDS

Soliisyon B: % 4 Bakir siilfat pentahidrat

Folin ciocalteu fenol soliisyonu: Kullanilacagi zaman 1:1 oraninda sulandirildi.

Soliisyon C: 1 kisim Soliisyon B ve 100 kisim Soliisyon A karistirilarak hazirlandi.

b) Analizin Yapihs1

Cam deney tiipiinde 1 mL numune ve 3 mL Soliisyon C karistirildi ve 30 dk
oda 1s1sinda ve karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipe 0,3 mL
1:1 oraninda sulandirilmis Fenol soliisyonu eklendi, siddetli sekilde kisa bir siire
vortekslendi ve 45 dk oda 1sisinda ve karanlikta inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra tiipe 4 mL kloroform eklendi. Kapag: kapali sekilde 30 sn
vortekslendi. 1000 x g’de 20 dk satrifiij edildi. Tiiplerin listte kalan tabakalar1
atildiktan sonra alt kisimlar1 spektrofotometrede blank’e kars1t 660 nm’de okundu

(tablo 4).



Tablo 4: Lowry metodu deney protokolii.
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Blank Standart Numune
Distile su 1 mL - -
Standart --- 1 mL -—-
Numune --- - I mL
Soliisyon C 3 mL 3 mL 3 mL
Tiipler karistirilir sonra oda 1sisinda ve karanlikta 30 dk inkiibasyona
birakilir.
1:1 dilie
Folin
ciocalte 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL
fenol sol.
Tipler kuvvetli bir sekilde vortekslendikten sonra oda 1sisinda ve
karanlikta 45 dk inkiibasyona birakilir.
Kloroform 4 mL 4 mL 4 mL

Tiipler 30 sn vortekslendikten sonra 1000 x g’de 20 dk santrifiij

edilir. Ust tabaka atildiktan sonra alt tabaka blank’e kars1

spektrometrede 660 nm’de okunur.

c¢) Standart Hazirlanmasi

Standart olarak BSA (bovine serum albumin) kullanildi. 0,05 gr BSA tartildi

ve 50 mL distile su i¢ine karistirilarak stok soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyonunun

1 mL’sinde 1 mg BSA bulunur. Bu soliisyon kullanilarak 20 pg/mL, 40 ug/mL, 60

pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pg/mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Protein standart grafigi

sekil 17°de gosterilmistir.
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Sekil 17: Protein standart grafigi.

d) Hesaplama:

Standart konsantrasyonlarinin absorbanslarina boliinmesiyle elde edilen

faktor kullanilarak numunelerin protein konsantrasyonlart pg/mL olarak hesaplandi.

3.2.10.2. Fosfor Analizi

Fosfor analizi, Zhou ve Arthur’un yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu
yontem fosfomolibdenum ve malachite yesili arasinda komplex olusumu temeline

dayanir (117).

a) Ekstraksiyon

2:1 oraninda kloroform-metanol ¢ozeltisi hazirlandi. %1°lik nitrik asit ile
yikanip 100 °C’deki etiivde kurutulmus cam tiiplere 0,3 mL numune eklendi ve
tizerine 6 mL (numune miktariin 20 kat1) kloroform-metanol karisimi eklendi.
Karistirild1 ve 30 dk. bekletildi. Uzerlerine 2,4 mL (eklenen kloroform-metanol
miktarinin 2/5°1 kadar) 0.03 M HCI eklendi. Karistirild: ve 2 saat beklenildi. 1000 x
g’de 10 dk santrifiij edildi. Alt faz SM numuneleri ve CC numuneleri i¢in 0,6 mL,
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fraksiyon numuneleri i¢in 1 mL ayrilarak oda 1sisinda cam deney tiipii igerisinde 1
giin ugmast icin bekletildi. I¢indeki s1vi tamamen ugmus olan tiiplere 0,2 mL HCIO,
eklendi, tiiplerin tizerleri cam misketler ile kapatilarak 180 °C’deki etiivde 30 dk
bekletildi (tablo 5).

b) Kullanilan Cozeltiler

Soliisyon A: % 0,4 Malachite yesili manyetik karistirici ile 30 dk siddetli sekilde
karigtirilarak hazirlandu.

Soliisyon B: 5 M HCl i¢ine % 4,2 amonyum molibdat eklendi ve manyetik karistirict
ile 30 dk siddetli sekilde karistirilarak hazirlandi.

Soliisyon C: %1,5 Tween 20 manyetik karistirict ile 30 dk siddetli sekilde
karigtirilarak hazirlandu.

Soliisyon D: 1 kisim Soliisyon B ve 3 kisim Soliisyon A karistirildi ve manyetik
karistirici ile 30 dk siddetli sekilde karistirildi ve siizge¢ kagidi ile siiziilerek
hazirlandi.

Calisma soliisyonu: Kullanilacagi zaman 1 kisim Soliisyon C ve 32 kisim Soliisyon

D karigtirildi, manyetik karistirict ile 30 dk siddetli sekilde karistirilarak hazirlandi.
¢) Analizin Yapihs
Etiivden ¢ikarilan tiiplere soguduktan sonra 0,2 mL distile su ve 2 mL

calisma soliisyonu eklendi. Her bir tiip 30 sn vortekslendi. 20 dk beklendikten sonra
spektrofotometrede blank’e karsi 660 nm’de okundu (tablo 5).



Tablo 5: Fosfor analizi deney protokolii.
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Blank Standart Numune

Distile su 0,3 mL - —

Standart -— 0,3 mL -—

Numune -—- -—- 0,3 mL

Kloroform:metanol

6 mL 6 mL 6 mL

sol. (2:1 v/v)

Tiipler karistirildiktan sonra 30 dk bekletilir.

0,03 M HCl 2,4 mL 2,4 mL 2,4 mL
Tiipler karistirilir ve 2 saat bekletilir. 1000 x g’de 10 dk oda
1s1sinda satrifiij edilir. Alt faz oda 1sisinda cam deney tiipii
icerisinde 1 giin bekletilerek i¢indeki sivi tamamen ugurulur.

HCIO4 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
Tiiplerin tizerleri cam misketler ile kapatilarak 180 °C’deki
etiivde 30 dk bekletilir.

Distile su 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL

2 mL caligma sol. 2 mL 2 mL 2 mL

Tiipler 30 sn vortekslenir, 20 dk beklendikten sonra

spektrofotometrede blank’e kars1 660 nm’de okunur.

d) Standart Hazirlanmasi

KH,PO 4 standart soliisyon hazirlanmasinda kullanildi. 439 mg KH,PO4 1 L

suya karistirildi. Bu soliisyon 20 kez sulandirilarak stok soliisyon hazirlandi. Stok

solisyon 100 pg P/mL igerir. Stok soliisyonundan 0,08 pg/mL, 0,10 pg/mL, 0,33
pg/mL, 0,66 pg/mL ve 1,33 pg/mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Sekil 18°de fosfor

analizi standart grafigi gdsterilmistir.
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0,7 -

y=0,514x- 0,046
R?=0,996

AbSGED
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Sekil 18: Fosfor analizi standart grafigi.

e) Hesaplama:

Standart konsantrasyonlarinin absorbanslarina boliinmesiyle elde edilen

faktor kullanilarak numunelerin P konsantrasyonlar1 pg/mL olarak hesaplandi.

3.2.10.2. Triacilgliserol Analizi

a) Prensip

Numunelerin TAG miktarlar1 hazir TAG 6l¢tim kiti (Bilabo SA, 02160,
Maizy,France) ile yapildi. Numunde i¢indeki TAG, lipaz ile etkileserek gliserol ve
serbest yag asitlerine hidroliz edilir. Daha sonra gliserol, gliserol kinaz (GK)
tarafindan kataliz edilen bir reaksiyonla, gliserol-3-fosfata ve adenozin-5-difosfata
(ADP) fosforile edilir. Gliserol-3-fosfat daha sonra gliserol fosfat oksidaz (GPO)
tarafindan dihidroksiaseton fosfata ve hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Hidrojen
peroksit, peroksidaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla kirmizi renkli kinon
boyasi elde etmek {izere 4-amino-antiprin (PAP) varliginda 4-klorofenol ile
reaksiyona girer. 500 nm’de spektrofotometrede okundugunda, olusan pembe rengin

yogunlugu numune igerisindeki triagilgliserol konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Lipaz
TAG — (Gliserol + serbest yag asitleri

GK
Gliserol + ATP ——— gliserol 3 fosfat + ADP

GPO
Gliserol 3 fosfat + O, — Dihidroksi aseton fosfat + H,O,

POD
H,0; + 4-Klorofenol + PAP ——  Quinoneimine (pembe) + H,O

b) Analizin Yapilisi ve TAG Standart Grafiginin Cizimi

Analizin lineeritesinin test edilmesi amaciyla kit igerisinden ¢ikan ve 200
mg/dl TAG igeren standart soliisyon kullanildi. Standart grafigi ¢izimi i¢in 1’er mL
test ayiraci tizerine 5 pg, 10 pg, 20 pg, 40 pg ve 60 pg TAG eklendi. Hafifge
karistirildiktan sonra oda 1sisinda 10 dk beklenildi ve spektrofotometrede 500 nm’de
optik dansiteleri tespit edildi. Sekil 19°da TAG analizi standart grafigi gosterilmistir.

Numunelerin analizi, 1 mL test ayiraci iizerine 10 pL. numune eklenerek

yapildi.
0,6 -
y = 0,008x + 0,001
0,5 - R2=0,999
0,4 -
(=]
(=]
g‘ 0,3 -
<
0,2 -
0,1 -
0 | | | | | : |
0 10 20 30 40 50 60 70
TAG (ug)

Sekil 19: Triagilgliserol analizi standart grafigi.
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¢) Hesaplama

Numunelerin TAG konsantrasyonlari,

Numune absorbansi

TAG miktan = X Standart konsantrasyonu
Standart absorbansi

formtilii kullanilarak mg/dl olarak hesaplandi.

3.2.10.3. Kolesterol Analizi

a) Prensip:

Numunelerin K miktarlart hazir K 6l¢iim kiti (Bilabo SA, 02160,
Maizy,France) ile yapildi. Numune i¢indeki KE’leri, kolesterol esteraz (CE) enzimi
tarafindan K ve serbest yag asitlerine ayrilir. K, kolesterol oksidaz (CO) enziminin
katalizi ile O, ile etkilesir ve kolesten 4 bir 3 ve hidrojenperoksit (H,O,) olusur.
Hidrojen peroksit, peroksidaz (POD) tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla
kirmiz1 renkli kinon boyasi elde etmek iizere 4-amino-antiprin (PAP) varliginda
fenol ile reaksiyona girer. Olusan pembe rengin yogunlugu 500 nm’de okundugunda

numune icerisindeki K konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

CE
Kolesterol esterleri —— K + Serbest yag asitleri

CO
K+0, ——» Kolesten 4 bir 3 + H,0O,

POD
2 H,O, + Fenol + PAP  —— > Quinoneimine (pembe) + 4 H,O
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b) Analizin Yapihisi ve K Standart Grafiginin Cizimi

Analizin lineeritesinin test edilmesi amaciyla kit igerisinden ¢ikan ve 200
mg/dl K igceren standart soliisyon kullanildi. Standart grafigi ¢izimi i¢in 1’er mL test
ayiract lizerine 5 pg, 10 pug, 20 pg, 40 pg ve 60 pg K eklendi. Hafifce karistirildiktan
sonra oda 1s1sinda 10 dk beklenildi ve spektrofotometrede 500 nm’de optik
dansiteleri tespit edildi. Sekil 20’de K analizi standart grafigi gosterilmistir.

Numunelerin analizi, 1 mL test ayiraci tizerine 10 pL numune eklenerek

yapild.

y=0,013x+ 0,051

0,8 ~
R?=0,983

0,7
0,6 ~ *

0,5 +

Ab5500

0,4 -
0,3 -
0,2 ~

0,1 -+ .
0 T | | | | | 1
0 10 20 30 40 50 60 70

K(mg)

Sekil 20: Kolesterol analizi standart grafigi.

¢) Hesaplama:

Numunelerin K konsantrasyonlari,

Numune absorbansi
K miktan = X Standart konsantrasyonu
Standart absorbanst

formiilii kullanilarak mg/dl olarak hesaplandi.
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3.2.11. Yag asidi analizi

Calismada kullanilan yaglar ve her bir yagdan elde edilen SM numunleri
soguk zincir kosullarinda Mersin il Kontrol Laboratuvar’ina gonderilerek yag asidi
analizleri yaptirildi. Ornek iyice karistirilarak homojen hale getirildi. Yaklasik 60 mg
deney numunesi hassas terazide tartildi. 10 ml n-Heptan ilave edildi. Uzerine 0,5 ml
metanollii KOH ¢o6zeltisi ilave edildi. Tiipiin kapagi kapatilarak 30 sn siiresince
kuvvetlice ¢alkalandi. Bir saat bekletildikten sonra iistteki berrak kisim alindi. 2
mL’lik viallere konularak enjeksiyona hazir hale getirildi. Gaz kromatografisi
cihazina (Agilent 6890N) enjeksiyon yapildi. Numune ile birlikte mix standart da

cihaza enjekte edilerek, numunedeki pikler tanimlandi.

3.2.12. istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirme igin SPSS for Windows Versiyon 13 istatistik
yazilimi kullanildi. Olgiilebilir degiskenlere iliskin veriler aritmetik ortalama (x) +
standart hata (SE) olarak sunuldu. Arastirmamizdaki dlgiilebilir degiskenlere ait
verilerin normal dagilim gostermedigi Shapiro Wilk testi ile saptandi (P < 0,05).
Degiskenler normal dagilim gostermedigi icin gruplarin karsilastiriimasinda
Kruskal-Wallis Varyans Analizi ve Mann-Whitney U testi kullanildi. P < 0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kromatografi Denemeleri

SM’larin kromatografik analizleri yapilmadan 6nce gerekli denemeler
yapilarak uygun mobil faz, uygun mobil faz konsantrasyonu, kolona tatbik edilecek

en uygun numune miktar1 ve optimum mobil faz akis hiz1 tespit edildi.

a) Uygun Triton X-100 Konsantrasyonunun Tespiti

Hidrofobik interaksiyon kromatografisinde mobil faz olarak kullanilan
tampona bazi katki maddeleri eklenerek kolonun segiciligi ve rezoliisyonu optimize
edilmelidir. Bu amagla mobil faz modifiye edici ajan olarak alkoller, deterjanlar ve
kaotropik tuzlar kullanilmaktadir (108).

SM numuneleri ¢ok yliksek hidrofobik etkilesime neden oldugundan, tuzlar
numunelerin kolona ¢ok siki baglanmasina ve fraksiyonlarin ayrilmamasina neden
oldu. Bu nedenle SM numuneleri i¢in kullanilmasinin uygun olmadigina karar
verildi.

Mobil faza % 10 etanol eklenerek denemeler yapildi. Ancak etanoliin SM
misel yapisina zarar verebilecegi diisiincesiyle kullanimindan vazgecildi.

SM numunelerinin kromatografik analizi i¢in noniyonik bir deterjan olan
Triton X-100 kullanilmasina karar verildi. Triton X-100’iin hangi konsantrasyonda
kullanilacagina karar verebilmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda denemeler
yapildi.

Sekil 21°de mobil faz olarak kullanilan Triton X-100’iin farkl
konsantrasyonlarinda, ay¢icegi yagindan elde edilmis SM’larin biitil sepharose (4
fast flow) kolon mediumu ve 1 mL/dk akis hiz1 ile elde edilmis kromatogramlari

gosterilmistir.
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Denemeler sonucunda Triton X-100’{in distile su i¢indeki % 0,0125
konsantrasyonunun $SM’larin kromatografik analizi i¢in en uygun konsantrasyon

olduguna karar verildi.

9,62

5
8,84

u

o

[5)
12,36

8,75

g 5 10 — 15 20 25

Sekil 21: Aygigek yagi silomikronlarinin mobil faza farkli konsantrasyonlarda Triton
X-100 eklenerek yapilan HIC kromatogramlari.

A: % 0,1 Triton X, B: % 0,05 Triton X, C: % 0,02 Triton X, D: % 0,0125 Triton
Kromatogramlar, biitil sepharose (4 fast flow) kolon mediumu ve 1 mL/dk akis hiz1

ile elde edilmistir. Pik lizerlerinde alikonma zamanlar1 belirtilmistir.
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Sekil 21: Aygigek yagi silomikronlarinin mobil faza farkli konsantrasyonlarda Triton
X-100 eklenerek yapilan HIC kromatogramlari (devam).

b) Kolona Tatbik Edilecek Uygun Numune Miktarinin Tespiti

Kolonun yiikleme kapasitesini agsmayacak ve optimal kromatografi
seperasyonunun ger¢eklesmesini saglayacak uygun numune miktarimin belirlenmesi
amactyla numunelerin farkli miktarlar1 kolona enjekte edilerek denemeler yapildi.
Her yag i¢in bu denemeler tekrarlandi.

Sekil 22°de zeytinyagi SM’larinin farkli miktarlarda uygulanmasiyla ve biitil
sepharose (4 fast flow) kolon mediumu, 0,6 mL/dk akis hizi ve % 0,0125 Triton X-

100 mobil faz ile elde edilmis kromatogramlar1 gosterilmistir.
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Sekil 22: Farkli miktarlardaki zeytinyagi silomikronlarinin HIC ne uygulanmasi
sonucu elde edilen kromatogramlar.
A: 0,1 mL numune, B: 0,2 mL numune, C: 0,3 mL numune.
Kromatogramlar biitil sepharose (4 fast flow) kolon mediumu, 0,6 mL/dk
akis hiz1 ve % 0,0125 Triton X-100 mobil faz ile elde edilmistir. Pik iizerlerinde

alikonma zamanlar1 belirtilmistir.



88

¢) Mobil Faz Akis Hizinin Tespiti

Mobil faz akis hizinin mekanik etki ile numune yapisin1 bozup bozmadigi ve
elde edilen fraksiyonlar1 degistirip degistirmedigini belirlemek amaciyla 0,6 mL/dk,
1,0 mL/dk ve 1,2 mL/dk akis hizlarinda denemeler yapildi. SM partikiillerinin ¢ok
kirilgan olmas1 nedeniyle ytiksek akis hizlarinin partikiil yapisina zarar verebilecegi

diistiniilerek 0,6 mL/dk mobil faz akis hizina karar veridi.

4.2. Farkli Yaglardan Elde Edilen SM’larin Hidrofobik interaksiyon

Kromatogramlari

Sekil 23°de 6 farkl yag ile elde edilmis rat torasik lenf SM’larmin biitil
sepharose (4 fast flow) kolon mediumu, 0,6 mL/dk akis hiz1 ve % 0,0125 triton-X
mobil faz ile elde edilmis kromatogramlari gosterilmistir. Balik yagi, palm yagi ve
zeytinyaglt SM’lar1 ii¢ fraksiyona ayrilmisken, aycicegi yagi, margarin ve tereyagi

SM’lar1 2 fraksiyona ayrilmistir.
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Sekil 23: Farkli yaglardan elde edilmis silomikronlarin HIC kromatogramlari.
Kromatogramlar, % 0,125 triton X-100 mobil faz, biitil sepharose (4 fast flow)
kolon mediumu ve 0,6 mL/dk akis hiz1 ile elde edilmistir. Pik lizerlerinde alikonma

zamanlari belirtilmistir.



1,2

90

1,14

1,0

0,84

MRGC

15,29

f 31,65

Time [minutes]

25

30

35

40

1,0
09
03]

0,7

0,5

0,49

AU

8,3

0,19

0,0

TRYC

13,37

% 33,58

’

01

Time \minutes]

25

30

35

40

AU
o
2]

BLKC

14,52

18,87

30,98
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4.3. Kromatogramlardan Hesaplanan k Degerleri ve Fraksiyon Pik Alan

Oranlari

Farkl1 yaglardan elde edilen SM’larin ylizey hidrofobikliklerinin bir
gostergesi olan kromatografik alikonma zamanlarinin (retensiyon zamanlari),
kapasite faktorii (k) tanimlanmasi yapilarak normallestirilmesi saglandi. k degeri,
HIC’nin hidrofobik ortami ile etkilesen bir maddenin ortam ile bagh kaldig siireyi
gostermektedir. Yani k degeri ne kadar yiiksek ise madde hidrofobik ortam ile o
kadar giiclii bir sekilde etkilesmis ve uzun siire bagli kalmis demektir. Bir maddenin
yiizey hidrofobikligi ne kadar yiiksek ise, hidrofobik ortam ile kadar giiclii bir sekilde
etkileserek baglanacak ve ortamdan ayrilmasi da o dl¢iide uzun siirecektir. Yani
maddenin k degeri, maddenin ylizey hidrofobikligi bir gostergesidir.

Farkli yaglardan elde edilen SM’larin HIC kromatogramlarindan hesaplanan

k degerleri tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: Farkli yaglardan elde edilen SM’larin HIC kromatogramlarindan

hesaplanan k degerleri.

Pik PLMC (n=3) | BLKC (n=3) | MRGC (n=3) | ZYC (n=4) | AYC (n=4) | TRYC (n=3)
3.pik k 1,08+0,07*" | 1,15+0,07*" | 1,17+0,02*" | 1,31+0,18 [ 1,32+0,07 | 1,37+0,13
2.pik k 0,226+0,02 | 0,280+0,09 0,465+0,18

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayisi.

a: AYC ile karsilagtirildiginda (p<0,05), t : TRYC ile karsilagtirildiginda (p<0,05).

HIC kromatogramlarindan hesaplanan k degerleri maddenin hidrofobik ortam
ile ne kadar giiclii bir sekilde etkilestigini gostermekte ancak ortam ile etkilesen
madde miktarin1 vermemektedir. Bu nedenle kromatogramlardan elde edilen
fraksiyonlarin pik alanlar1 hesaplanarak birbiriyle oranlandi.

Hidrofobik interaksiyon kromatografisinde hidrofobik etkilesimi diisiik olan
maddelerin erken elue olan fraksiyonu olusturmalar1 ve yiiksek olanlarin daha ge¢
elue olan fraksiyonu olusturmalar1 beklenir. Bu fraksiyonlarin pik alanlari ise madde
miktarlarini gostermektedir. Kromatogramdaki ilk fraksiyon, ortam ile zayif

etkilesen maddeleri ve sonraki fraksiyonlar ise daha giiglii etkilesen meddeleri
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gostermektedir. Bundan dolayi pik alanlar1 birbirleri ile oranlanarak, farkli yag
SM’larmin igerdigi yiiksek hidrofobik ve diisiik hidrofobik 6zellik gdsteren
bilesenlerin miktarlar1 karsilagtirildi.

Pik alan oranlari tablo 7°de verilmistir. MRGC, BLKC ve PLMC’nin 3. pik k
degerleri TRYC ve AYC ile karsilastirildiginda anlamli sekilde daha diisiik
bulunmustur (p<0,05). Bu sonu¢ TRYC ve AYC’nin MRGC, BLKC ve PLMC’ye
gore hidrofobik interaksiyon kolonu tarafindan daha uzun siire tutuldugunu
gostermektedir. TRYC ve AYC’nin kendi arasinda ve ZYC ile aralarinda k degeri
acisindan anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). ikinci pik k degerleri arasinda

anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 7: Farkl1 yaglardan elde edilen SM’larin HIC kromatogramlarindan

hesaplanan pik alan oranlart.

Pik alan

AYC(n=4) | ZYC(n=4) |PLMC(n=3) [ TRYC(n=3) | MRGC(n=3) | BLKC(n=3)
oranlan
1. pik/3.pik | 1,03+0,66" | 3,97+0,98"" | 4,2444,68" | 4,64+0,69*" | 9,57+4,34*" | 16,67+2,83"
1.pik/2.pik 1,69+0,35 | 5,00+1,80 6,51+6,78
2. pik/3.pik 2,31+0,26 | 1,03+1,20 6,22+6,51

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayist

a: AYC ile karsilastirildiginda (p<0,05), b: BLKC ile karsilastirildiginda (p<0,05).

Diisiik hidrofobik etkilesimi ifade eden ilk pikin alan1 ile daha yiiksek

hidrofobik etkilesimi ifade eden {i¢iincii pikin alan1 oranlanmistir. Bu oranin biiyiik

olmasi diisiik diizeyde hidrofobik etkilesimi ve kii¢iik olmasi ise daha giiglii
hidrofobik etkilesimi ifade etmektedir. AYC ile ZYC, TRYC, MRGC ve BLKC
arasinda, BLKC ile AYC, ZYC, TRYC, MRGC ve PLMC arasinda anlaml1 fark
bulundu (p < 0,05). AYC, diger tiim SM’lara gore daha diisiik 1. pik/3.pik orani

gosterdi ancak PLMC ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

BLKC, diger tiim $M’lardan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek bir

1. pik/3.pik alan oranina sahip bulundu.

[lk pikler ile ikinci piklerin alanlar1 ve ikinci pikler ile {igiincii piklerin

alanlar1 oranlandiginda farkli yaglardan elde edilen $M’lar arasinda anlamli fark

bulunamadi (p>0,05).
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4.4. Palm ve Aycicek Yagi Silomikronlarinin Jel Filtrasyon Kromatogramlari

AU
15,48

AU
16,05

Time [minutes]

18,54

AU

o 3 10 15 30 25 30 35 40

Time [minutes]

Sekil 24: Aycicegi yagindan elde edilmis SM’larin Triton X-100 jel filtrasyon

kromatogramlari.

A: Sepharose (2B), B: Sepharose (4B), C: Sepharose (6B)

Kromatogramlar, 0,5 mL/dk akis hiz1 ve % 0,0125 Triton X-100 mobil faz1
ile farkli por biiyiikliiklerine sahip kolon ortamlar1 denenerek elde edilmistir. Pik

tizerlerinde alikonma zamanlar1 belirtilmistir.
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Sekil 25: Aygicegi yagindan elde edilmis SM’larin fosfat tampon jel filtrasyon
kromatogramlari.

A: Sepharose (2B), B: Sepharose (4B), C: Sepharose (6B)

Kromatogramlar, 0,5 mL/dk akis hiz1 ve fosfat tampon mobil faz1 ile farkli
por biiyiikliiklerine sahip kolon ortamlar1 denenerek elde edilmistir. Pik iizerlerinde

alikonma zamanlar1 belirtilmistir.
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14,40

Sekil 26: Palm yagindan elde edilmis SM’larin jel filtrasyon kromatogramlari.
A: Fosfat Tampon B: Triton X-100

Kromatogramlar, 0,5 mL/dk akis hiz1 ve sepharose (4B) por biiyiikliiglinde
kolon mediumu ile farkli mobil fazlar kullanilarak elde edilmistir. Pik tizerlerinde
alikonma zamanlar1 belirtilmistir.

Farkli mobil fazlar ve farkli por biiyiikliigline sahip kolon ortamlari
kullanilarak yapilan tiim jel filtrasyon kromatogramlar1 incelendiginde, hi¢bir
kromatogramda fraksiyon olugmadig1 goriildii. Buradan anlagilmaktadir ki HIC
kromatogramlarinda gozlenen fraksiyonlar SM partikiillerinin farkli
biiyiikliiklerinden degil numunelerin farkli hidrofobik 6zellige sahip fraksiyonlara

ayrilmasindan kaynaklanmaktadir.
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4.5. Farkh Yaglardan Elde Edilen SM’larin ve Bunlarin Kromatografik

Seperasyonlar: Sonucu Elde Edilen Fraksiyonlarin Agaroz Jel Elektroforezleri

Numunelerin elektroforetik seperasyonlar incelendiginde farkli yag
SM’larinin benzer elektroforetik mobilite gosterdikleri goriilmektedir. CC
numuneleri orjindeki yogunlagsmanin yani sira jel boyunca nisbeten homojen bir
sekilde ilerlemis bir dagilim gosterdiler (sekil 27, 28, 29, 30, 31 ve 32). Bu CC
numunelerinin i¢inde hem SM’larin hem de kiiciik SM veya intestinal VLDL’lerin
bulundugunu gostermektedir.

CC’m ultrasantrifiigasyonu ile elde edilen SM’lar tiim elektroforezlerde
orjinde kald1 (sekil 27, 28, 29, 30, 31 ve 32). HIC ne uygulanan SM’lardan elde
edilen farkli hidrofobik 6zellige sahip fraksiyonlarin da orjinde kaldig1 goriildii.

orjin | == — e — e - ——torjin

B-lipoprotein{— -
i ) —— - ssss—— B-lipoprotein
pre-B lipoprotein |— —— pre-B lipoprotein

a-lipoprotein— ‘-—— a-lipoprotein

Sekil 27: AYC agaroz jel elektrofotograma.
1: Insan serumu 2: Rat serumu 3: SM 4: SM 5: 1. pik fraksiyon 6: 2. pik fraksiyon
7: SM (farkli preparasyon) 8: SM (farkli preparasyon) 9: Rat serumu 10: Insan

serumu
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Sekil 28: ZYC agaroz jel elektrofotograma.
1: Insan serumu 2: SM , 3: 1. pik fraksiyon 4: 2. pik fraksiyon 5: SM (farkl1
preperasyon) 6: SM 7: SM (farkli preperasyon) 8: CC~ 9: CC (farkli preparasyon)

10: Insan serumu

*Crude Chyle: Kaniilasyon ile toplanmig ve higbir isleme heniiz tabi tutulmamig lenf igerigi.

Sekil 29: BLKC agaroz jel elektrofotogrami.
1: Insan serumu 2: Rat serumu 3: CC 4: SM 5: SM 6: 1. Pik fraksiyon 7: 2. Pik

fraksiyon 8: SM (farkli preperasyon) 9: Rat serumu 10: Insan serumu
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Sekil 30: MRGC agaroz jel elektrofotograma.
1: insan serumu 2: Deneyde kullanilmis kaniile rat serumu 3: Ag rat serumu 4: CC

5: SM 6: 1. Pik fraksiyon 7: 3. Pik fraksiyon 8: A¢ rat sermu 9: Deneyde kullanilmig

kaniile rat serumu 10: Insan serumu

) 3 4 5 6 7

Sekil 31: PLMC agaroz jel elektrofotogrami.
1: Insan serumu 2: rat serumu 3: SM 4: SM (farkli preperasyon) 5: 2. Pik fraksiyon
6: 1. Pik fraksiyon 7: 2. Pik fraksiyon 8: CC 9: Rat serumu 10: insan serumu
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Sekil 32: TRYC agaroz jel elektrofotogrami.
1: insan serumu 2: Rat serumu 3: CC 4: SM 5: 2. Pik fraksiyon 6: 2. Pik fraksiyon
(farkli preperasyon) 7: SM (farkli preperasyon) 8: CC (farkli preperasyon)

9: Rat serumu 10: Insan serumu

4.6. Farkh Yaglardan Elde Edilen SM’larin Turbidite Analizi Sonuclari

Farkli yaglardan elde edilen SM’larin vortekslenme sonucu olusan absorbans
degisimleri spekrofotometrik olarak 400 nm’de Ol¢iilmiis, degisin oranlari tablo 6 ve
sekil 33’de gosterilmistir. Tablo 8, SM’larin 14 dakika vortekslenmelerinden sonra
oOl¢iilen absorbansin vortekslenmeden onceki ilk 6l¢iilen absorbansa bdliinmesiyle
bulunan oranlar1 gostermektedir. Sekil 33, her bir dakika vorteksleme sonunda
Olctilen absorbansin vortekslenmeden 6nceki ilk 6lciilen absorbansa oranlanmasi ile
elde edilen oransal degisimi gostermektedir.

TRYC ve BLKC i¢in vortekslenme ile meydana gelen absorbans degisimi
(azalma) diger tiim SM’lar ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (p<0,05). TRYC ve BLKC arasinda ve diger $M’larin kendi arasindaki

absorbans degisimlerinde anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 8: Deney Gruplarindan Elde Edilen SM’larin 14 dk vortekslendikten Sonraki
Abs / 0.dk Abs. Oranlari.

TRYC (n=4) | BLKC (n=3) | MRGC(n=3) [ ZYC (n=4) AYC(n=6) |PLMC (n=4)

Abs.
Oram | 0,15£0,09 | 0,17+0,11 | 0,34+0,20 | 0,40+0,09"* | 0,52+0,12"° | 0,64+0,21""

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayis1

t : TRYC ile karsilastirildiginda (p<0,05), b: BLKC ile karsilastirildiginda (p<0,05).

——AYC —W—ZYC —4—PLMC ——=TRYC —4—=MRGC -—@—BLKC

DA\ G

0,7

0,6

0,5

0,4

Abs;q, Degisim Orani

0,3

0,2

0,1

4] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Vortex Siiresi (dk)

Sekil 33: SM’larin 14 dk vortekslenmesi ile olusan absorbans degisimi.

4.6.1. Sicakhigin Farkh Yaglardan Elde Edilen Silomikronlarin Agregasyonlari

Uzerine Olan Etkisinin Karsilastirilmasi

Farkli yaglardan elde edilen SM’larin +4C de 24 saat bekletildikten sonra
vortekslenme sonucu olusan absorbans degisim oranlari spekrofotometrik olarak tespit
edilmis, tablo 9 ve sekil 34’de gosterilmistir. Tablo 9, SM’larin 4 dk
vortekslenmelerinden sonra 6l¢iilen absorbansin vortekslenmeden onceki ilk dl¢iilen

absorbansa boliinmesiyle bulunan oranlar1 gostermektedir. Sekil 34, her bir dakika
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vorteksleme sonunda Slgiilen absorbansin vortekslenmeden 6nceki ilk 6l¢iilen
absorbansa oranlanmasi ile elde edilen oransal degisimi gostermektedir.

TRYC ve BLKC i¢in vortekslenme ile meydana gelen absorbans degisimi
(azalma) diger tiim SM’lar ile karsilagtirildiginda anlamli olarak daha ytiksek bulundu
(p<0,05).

TRYC ve BLKC arasinda ve diger $M’larin kendi arasinda absorbans

degisimlerinde anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Tablo 9: +4C" de 24 saat bekletilen SM’larin 4 dk vortekslendikten Sonraki Abs /
0.dk Abs. Oranlari.

TRYC(n=4) | BLKC(n=3) | MRGC(n=3) | ZYC(n=4) | PLMC(n=3) | AYC(n=4)

Abs.Oram 0,18+0,12 0,24+0,25 0,54+0,28" | 0,64+0,04*° | 0,71%0,11*° | 0,74+0,11%°

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayisi

t : TRYC ile karsilastirildiginda (p<0,05), b: BLKC ile karsilastirildiginda (p<0,05).

——AYC -——ZYC —4&—PLMC —=TRYC ——MRGC —@—BLKC

1

0,9
0,8

0,7 .

06 AN o~
0.5 K \!\ -
0,4 -

- N
0,2 I

0,1

Abs,qo Degisim Orani

¢}

o] 1 2 3 4

Vortex Siiresi (dk)

Sekil 34: SM’larin +4C de 24 saat bekletildikten sonra 4 dk vortekslenmesi ile

olusan absorbans degisimi.

Farkl1 yaglardan elde edilen SM’larin -5 C’ de 24 saat bekletildikten sonra

vortekslenme sonucu olusan absorbans degisim oranlar1 spektrofotometrik olarak tespit
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edilmis, tablo 10 ve sekil 35°de gosterilmistir. Tablo 10, SM’larin 4 dk
vortekslenmelerinden sonra dl¢iilen absorbansin vortekslenmeden dnceki ilk Ol¢iilen
absorbansa boliinmesiyle bulunan oranlar gostermektedir. Sekil 35, her bir dakika
vorteksleme sonunda dlgiilen absorbansin vortekslenmeden 6nceki ilk 6l¢iilen
absorbansa oranlanmasi ile elde edilen oranlar1 gostermektedir.

AYC i¢in vortekslenme ile meydana gelen absorbans degisimi (azalma) diger
tiim SM’lar ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0,05).

PLMC ve ZYC, BLKC ve TRYC ile karsilastirildiginda vortekslenme ile
meydana gelen absorbans degisimi (azalma) anlamli olarak daha diisiik ve AYC ile

karsilastirildiginda daha yiiksek bulundu (p<0,05).

Tablo 10: SM’larin -5 °C de 24 saat bekletildikten sonra 4 dk vortekslendikten
Sonraki Abs / 0.dk Abs. Oranlari.

TRYC(n=4) | BLKC(n=3) | MRGC(n=3) | ZYC(n=4) | PLMC(n=3) | AYC(n=4)

Abs.
Oranlari

0,10:0,09° | 0,17+0,04% | 0,19+0,11% | 0,35:0,07*"" |0,37+0,10%"*|0,5420,07>

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayist

a: AYC ile karsilastirildiginda (p<0,05), b: BLKC ile karsilastirildiginda (p<0,05),
t : TRYC ile karsilastirildiginda (p<0,05).

——AYC —-7YC —4—PLMC —=TRYC ——MRGC —@—BLKC

0’7 \\\\ \m —&

ANNN ’ —

i \\s\\ T

. N I
W o

Abs,go Degisim Orani
[s=]
wu

02 \ —

0,1
0 T T T 1
0 1 2 3 4

Vortex Siiresi {(dk)

Sekil 35: SM’larin -5 °C’ de 24 saat bekletildikten sonra, 4 dk vortekslenmesi ile

olusan absorbans degisimi.
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4.6.2. Tuz, Asit ve Bazin Silomikron Agregasyonu Uzerine Etkilerinin

Karsilastirilmasi

Kritik misel konsantrasyonu (KMK) deterjan gibi hidrofobik bir maddenin su
gibi polar bir ¢oziicii igcinde misel yapisi olusturabilmesi i¢in ulasmasi gereken en
diisiik yogunluktur. KMK’nu etkileyen en 6nemli faktor surfaktan yapisiyken ilave
edilen maddeler, 1s1 degisimi vb. faktorler KMK’unu daha az etkilemektedir Tuz
eklenmesi misel yapisinin bas gruplari arasindaki elektrostatik geri tepkimeye engel
olacagindan elektrolitler, cogu siirfaktan icin KMK’nun azalmasina neden olur.
Ciinkii hidrofilik dogasinin degismesi de KMK nu etkileyen en 6nemli faktorlerden
biridir (99, 102).

SM’larin su, asit, baz ve tuz ortamda yapilan turbidite analizi neticesinde
olusan abs. degisim oranlari tablo 11°de gosterilmistir.

Asit ortamda yapilan 6l¢timlerde farkli yaglardan elde edilen SM’lar arasinda
anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Baz ortamda yapilan 6lgiimlerde BLKC; diger SM’lara gore en biiyiik
absorbans degisimini (azalma) gostermistir, ZYC, PLMC, MRGC ve TRYC ile
karsilastirildiginda bu degisim anlamli bulundu (p<0,05) ancak AYC ile anlaml1 bir
degisim farki bulunamadi (p>0,05).

AYC; ZYC, PLMC ve MRGC ile karsilastirildiginda daha biiyiik oranda
absorbans degisimi (azalma) gosterdi (p<0,05), diger SM’lar ile karsilastirildiginda
ise anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0,05).

ZYC; diger SM’lara gore en diisiik absorbans degisimini (azalma) gosterdi.
AYC ve BLKC ile karsilastirildiginda bu degisim anlamli bulundu (p<0,05), ancak
diger SM’lar ile karsilagtirildiginda anlamli bir degisim farki bulunamadi (p>0,05).

Tuz ortamda yapilan dl¢iimlerde en fazla absorbans degisimi (azalma)
PLMC’de goriildii, bu absorbans degisimi AYC, TRYC ve MRGC ile
karsilastirildiginda anlamli bulundu (p<0,05). Diger SM’larin PLMC ile arasinda ve
kendi arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0,05).
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Tablo 11: SM’larin Su, Asit, Baz ve Tuz Ortamda Yapilan Turbidite Analizi
Neticesinde Olusan Abs. Degisim Oranlari.

SM asit baz tuz
BLKC (n=3) 0,33+0,06 0,39+0,02%P™ 0,14+0,06
AYC (n=3) 0,32+0,15 0,46+0,14%P™ 0,22+0,03°
TRYC (n=4) 0,43+0,06 0,66+0,15" 0,27+0,09°
MRGC (n=3) 0,53+0,07 0,70+0,03*" 0,27+0,09°
PLMC (n=4) 0,30+0,08 0,72+0,06"" 0,1240,05
ZYC (n=4) 0,32+0,11 0,80+0,07*° 0,17+0,04

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayist

a: AYC ile karsilagtirildiginda (p<0,05), b: BLKC ile karsilastirildiginda (p<0,05),
z: ZYC ile karsilastirildiginda (p<0,05), p: PLMC ile karsilastirildiginda (p<0,05),
m: MRGC ile karsilastirildiginda (p<0,05).

Herbir yag SM’unun asit, baz ve tuz ortamda yapilan turbidite analizlerindeki
degisim oranlar1 kendi arasinda karsilastirildiginda ise (tablo 12); tiim SM’larda en
fazla degisim tuz eklenen numunelerde ve en az degisim ise baz eklenen
numunelerde goriildii. AYC; her ii¢ ortamda olusan absorbans degisimleri arasinda
birbirine gore anlamli fark bulunamadi (p>0,05). ZYC; her {i¢ ortamda olusan
absorbans degisimleri birbirine goére anlamli bulundu (p<0,05). PLMC; her ii¢
ortamda olugan absorbans degisimleri birbirine gére anlamli bulundu (p<0,05).
TRYC; her ii¢ ortamda olusan absorbans degisimleri birbirine gére anlamli bulundu
(p<0,05). MRGC; her ii¢ ortamda olusan absorbans degisimleri birbirine gore
anlamli bulundu (p<0,05). BLKC; her {i¢ ortamda olusan absorbans degisimleri

arasinda birbirine gore anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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Tablo 12: SM’larin kendi arasinda asit, baz ve tuz ortamda yapilan turbidite

analizlerinde olusan abs. degisim oranlari.

AYC (n=3) | ZYC (n=4) | PLMC (n=4) | TRYC (n=4) | MRGC (n=3) | BLKC (n=3)
Asit  [0,32+0,15  [0,32+0,11° |0,30+£0,08>" [0,43+£0,06™ [0,53+£0,07>" [0,33+0,06
Baz |0,46+0,14 |[0,80+0,07*" |0,72+0,06* |0,66+0,15*" |0,70+0,03*" |0,39+0,02
Tuz |02240,02 |0,17+0,04*" |0,12+0,04*° |0,27+0,09*° |0,27+0,09*° |0,14+0,06

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayis1

a: Asit eklenen numune ile karsilastirildiginda (p<0,05), b: Baz eklenen numune ile

karsilastirildiginda (p<0,05), t: Tuz eklenen numune ile karsilastirildiginda (p<0,05).

4.6.3. Farkhh Sulandirma Oranlarimin Silomikronlarin Agregasyonlarina

Etkilerinin Karsilastirilmasi

Farkl1 yaglardan elde edilen SM’larin ne 1/40 sulandirilmis numunelerinde ne

de 1/70 sulandirilmis numunelerinde farkli yag SM’lar1 arasinda anlamli bir degisim

farki bulunamadi (p>0,05). Yine her bir yagdan elde edilen SM’un kendi i¢inde

farkl diliisyonlardaki 6rnekleri arasinda da anlamli bir degisim farki bulunamadi

(p>0,05) (tablo 13).

Tablo 13: SM’larin farkli sulandirma oranlarinin vorteksleme ile meydana gelen

absorbans degisim oranlari.

1/40 sulandirilmis numune

3 dk. vortekslendikten sonraki abs./vortekslenmeden onceki abs.

Numune | Ayc (n=4) ZYC (n=2) PLMC (n=4) | TRYC (n=4) | MRGC (n=3) BLKC (n=3)
Abs. | 0,80+0,12 | 0,74+0,07 | 0,83+0,12 | 0,61+£0,40 | 0,72+0,10 | 0,31+0,24
1/70 sulandirilmis numune
3 dk. vortekslendikten sonraki abs./vortekslenmeden énceki abs.
Numune | AYC (n=4) | ZYC (n=2) | PLMC (n=4) | TRYC (n=4) | MRGC (n=3) | BLKC (n=3)
Abs. | 088+0,07 | 1,92+1,68 0,93+0,08 0,61:£0,46 0,90:0,11 0,45+0,36

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayist
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4.7. Farkh Yaglardan Elde Edilen SM’larin TAG, K, Fosfor Ve Protein

Analizleri

Tablo 14’de SM biiyiikliigiliniin belirlenebilmesi i¢in hesaplanan TAG/FL
oranlar1 gosterilmistir. Bu oranin biiyiik olmast SM’un biiylik olmasin1 ve kiigiik
olmasi SM’un kiigiik oldugunu gostermektedir. Oranlar kiiciikten biiyiige
siralanmistir. En kiiciik SM’lar tereyagindan ve en biiylik SM’lar zeytinyagindan
elde edildi. Ancak TAG/FL oranlar1 agisindan farkli yaglardan elde edilen SM’lar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0,05).

Tablo 14: Farkli yaglardan elde edilen SM’larin TAG (pg/mL)/FL (ug/mL) oranlari.

TRYC(n=4) | PLMC(n=3) | AYC(n=20) | MRGC(n=3) | BLKC(n=3) | ZYC(n=3)

TAG/FL | 559+200 570£193 632+451 754+320 972+583 | 9954231

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayist

Tablo 15°de TAG/Protein en kiigiik oran tereyagindan ve en biiyiik oran
zeytinyagindan elde edilen SM’larda hesaplanmistir. Ancak TAG/Protein oranlari
acisindan farkli yaglardan elde edilen SM’lar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark tespit edilemedi (p>0,05).

Tablo 15: Farkli yaglardan elde edilen SM’larin TAG (png/mL)/Protein (ng/mL)

oranlari.

TRYC(n=4) | BLKC(n=3) | PLMC(n=4) | AYC(n=21) | MRGC(n=3) | ZYC(n=4)

TAG/PROT 1717 18+13 2442 25+12 33+18 36+9

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n= numune sayisi

K miktarlar1 sadece CC numunelerinde tepit edilmis, SM ve HIC fraksiyon
nuunelerinde tespit edilememistir. Bunun nedeni muhtemelen, numunelerin fazla

dilue olmasi veya ¢ok hassas olmayan hazir kitler ile ¢calisilmasidir.
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4.8. Yaglarin ve SM’larinin Yag Asidi Kompozisyonlar:1 Oranlari

Tablo 18’de calismamizda kullandigimiz yaglarin ve bu yaglardan elde edilen
SM’larin yag asidi kompozisyonlari1 gosterilmistir. Genel anlamda verilen yagin yag
asit profili biiylik oranda elde edilen SM’a yansidi. Ayrica tiim yag SM’larinin DY A
/ TDYA + CDYA ve TDYA / CDYA oranlari tablo 16 ve 17°deki gibidir.

Tablo 16: Farkl1 yaglardan elde edilen SM’larin doymus yag asidi / doymamis yag

asidi oranlari.

TRYC | MRGC | BLKC | PLMC | AYC | ZYC

DYA/

TDYA+CDYA 1,62 1,18 0,81 0,61 0,54 | 0,22

Oranlar biiylikten kiiclige dogru siralanmigtir.

Tablo 17: Farkli yaglardan elde edilen SM’larin tekli doymamis / ¢oklu doymamais
yag asidi oranlart.

PLMC

TRYC

72YC

MRGC

BLKC

AYC

TDYA /CDYA

3,35

3,1

2,47

2,45

1,57

0,77

Oranlar biiyiikten kiiclige dogru siralanmistir.
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Tablo 18: Kulanilan yaglarin ve bu yaglardan elde edilen silomikronlarin yag asidi

kompoziyonlar1 (%).

Aygicek Yagi Zeytinyagi Tereyagi Palm yag1 Margarin Balik yag1
YAG ASITLERI Yag SM | Yag SM Yag SM | Yag SM | Yag SM | Yag SM
Butirik asit (C4:0) 1,22
Kaproik asit (C6) 131
Kaprilik asit (C8) 1,05 0.61
Kaprik asit 2,83 0,64
(C10:0)
Undekanoik asit 0,06
(C11)
Laurik asit 3,64 | 4,08 | 023 11,53 | 12,86 | 0,11
(C12:0)
Tridekanoik asit 0,17
(C13:0)
Miristikasit 0,06 0,79 | 12,71 | 11,65 1 1,68 | 453 | 525 | 7,98
(C14:0)
Miristoleik asit 1,09
(C14:1)
Pentadekanoik asit 1,63
(C15)
Cis-10 0,38
PentadekanoikAsit
Palmitikasit 6,31 | 21,57 | 12,14 | 144 | 37,81 | 358 | 39,24 | 32,92 | 34,92 | 31,01 | 18,04 | 31,84
(C16:0)
Palmitoleik asit 0,11 0,98 | Oca35 | 1,81 0.2 0,1 9,04
(C16:1)
Heptadekanoik 0,03 0,08 0,89 0,09 0,06 1,85
asit (C17:0)
Cis-10
Heptadesenoik 0,02 0,14 043 0,03 2,01
asit (C17:1)
Stearik asit 383 | 139 | 28 3,94 10,87 | 431 | 3,76 | 5,68 | 543 | 338 | 13,24
(C18:0)
Oleik asit 27,95 | 28,03 | 73,99 | 56,42 | 26,73 | 27,97 | 43,38 | 47,29 | 28,94 | 31,99 | 13,95 | 33,29
(C18:1,0-9)
Elaidik asit 0,19
(C18:1,®-9,trans)
Linoleidik asit 0,51 0,19
(C18:2, trans)
Linoleik asit 60,12 | 36,48 | 8,17 | 2241 | 3,02 10,59 | 14,32 | 11,79 | 13,44 | 1,18 | 21,61
(C18:2, 0-6)
Gamma-
Linolenikasit 0,59
(C18:3, 0-6)
Linolenik asit 0,05 063 | 065 | 067 | 96 | 023 0,81 3,84
(C18:3, ©-3)
Arasidik 0,27 0,48 0,23 0,39 0,23 0,29
asit(C20:0)
11c-Eikosenoik 0,16 0,36 0,3 0,15 0,09 1,49
asit (C20:1)
11c, 14c-
Eikosadienoik 0.06 1,06
asit(C20:2)
11c, 14c, 17c-
Eikosatrienoik asit 0,24
(C20:3)
Arasidonik asit 0,15
(C20:4, -6)
Eikosapentaenoik
asit (EPA)(C20:5, 20,65
®-3)
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Tablo 18: Kulanilan yaglarin ve bu yaglardan elde edilen silomikronlarin yag asidi

kompoziyonlar1 (%) (devam).

Behenik asit 0,77 0,13 0,12 0,06
(C22:0)

Erusik asit 0,04
(C22:1)

Lignoserik asit 0,25 0,04 0,13 0,05 0,83
(C24:0)

Dokosahexaenoik
asit (DHA) 13,83
(C22:6, ®-3)

Miristoleik asit (C14:1) cis-A’

Palmitoleik asit (C16:1) cis-A’

Oleik asit (C18:1,0-9) cis-A°

Elaidik asit (C18:1,0-9) trans-A’

Linoleidik asit (C18:2) trans, trans-A° A"

Linoleik asit (C18:2, ®-6) cis, cis-Ag,A12

Linolenik asit (C18:3, w-3) cis, cis, cis-A°,A'% A"

Arasidonik asit (C20:4, ©-6) cis, cis, cis, cis-A° A% A" A

Eikosapentaenoik asit (EPA) (C20:5, w-3) cis, cis, cis, cis, cis-A°, A%, A" A" AT
Erusik asit (C22:1) cis-A"

Dokosahexaenoik asit (DHA) (C22:6, o-3) cis, cis, cis, cis, cis, cis-A4,A7,A10,A13,A16,A19
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5. TARTISMA

Ratlara ayg¢icegi yagi, zeytinyagi, tereyagi, palm yagi, margarin yagi ve balik
yag1 gavaj yolu ile verilerek torasik lenf SM’lar1 elde edildi. Elde edilen SM’larin
HIC ve vorteks ile farkli kosullarda turbidite analizleri yapilarak yiizey hidrofobik
ozellikleri ve biyokimyasal dl¢iimler yapilarak icerdikleri TAG, fosfor, protein ve K
miktarlart degerlendirildi.

Kullandigimiz yaglardan her biri biiyiik dlctlide belirli yag asitlerini temsil
etmektedir. Aycicegi yagt w-6 CDYA, zeytinyagit TDYA, tereyagi, palm yagi ve
margarin yagt DYA ve balik yagi o-3 (DHA ve EPA) yag asitlerini 6nemli oranlarda
icermektedir.

SM TAG’{inlin yag asit kompozisyonu besinler ile alinan yaglarin yag asit
kompozisyonu ile biiylik 6l¢iide parelellik gostermektedir (3). TAG’den zengin
lipoproteinlerin yag asit kompozisyonu biiyiik oranda besinsel yag asitlerinin bir
yansimasidir ve bu lipoproteinlerin metabolizmalarini etkileyen ve onlarin
aterojenitelerini belirleyen 6nemli bir faktordiir (4). Ancak bazi ¢aligmalarda besinsel
olarak alinan yag asidi profili ile SM veya plazma TAG’lerinin yag asidi profilinin
birbiriyle uyum gostermedigi gosterilmistir. Cater ve ark. palm yag ile
beslenildikten sonra plazma TAG’lerinin yag asidi profilinin palm yagi ile uyum
gosterdigini ancak orta zincirli yag asitleri (8:0, 10:0) ile beslenildikten sonra plazma
TAG’lerinin yag asit profilinin besinlerle alinan ile uyusmadigin1 géstermislerdir
(67). Hunter ve ark. saglikli geng erkeklerde oleik asitden zengin beslenilmesinin
ardindan olusan $M’larda, besinsel olarak alinan yag asidi profiliyle
karsilastirildiginda daha yiiksek oranda palmitik ve linoleik asit bulundugunu
bildirmistir (118). Karmen ve ark. radyoaktif isaretli palmitik, stearik, oleik ve
linoleik asit yedirilen ratlardan elde ettikleri SM’lar1 incelemis, SM TAG’lerinin yag
asitlerinin % 43’liniin ve $M KE’lerinin yag asitlerinin % 54’{iniin endojen

kaynaklardan saglandigini gostermislerdir (119). SM’un yapisinda bulunan FL’lerin
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yag asitlerinin ise neredeyse tamami endojen kaynaklardan saglanmaktadir
(25). Yine Zilversmit SM i¢indeki KE’nin baslica besinsel yag asitlerinden ve
FL’lerin ise endojen kaynaklardan saglandigini misir yagi yedirilen kdpeklerden elde
edilmis SM’larda gostermistir (120).

Benzer sekilde Lambert ve ark.’nin ¢alismasi da besinsel yag asitlerinin ne
Ol¢iide SM’a yansidigiyla ilgili 6nemli bulgular ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmada
adyoaktif olarak isaretlenmis yag asitlerinin SM yapisina dahil olma oranlar1
sOyledir; zeytinyagi oleik asidinin % 71’1, misir yagi linoleik asidinin % 86’s1, palm
yag1 palmitik asidinin % 74’1, tereyagi palmitik asidinin % 70’1, laurik asidinin %
87’si, kaprik asidinin % 36’s1 ve balik yagi EPA’siin % 78’1 ve DHA’sinin % 68’1
SM yapisina dahil olmustur. Palm, zeytinyagi ve tereyagi SM’larinin CDY A oranlari
kaynaklandiklari yag ile karsilastirildiginda ciddi oranda artis gostermisken balik
yag1 ve misir yagt SM’larinda ¢ok kiiglik bir artis olmustur. EPA ve DHA balik yagi
harig¢ hi¢bir yagda bulunmamasina ragmen tiim yag SM’larinda % 0,5 ila 2,1
arasinda bulunmustur (121). Ratlara radyoaktif isaretli EPA verilerek yapilan
calismada Chen ve ark. isaretli EPA’nin % 75.8 oraninda $M yapisina dahil oldugu
ve lenf stvisinin lipit fraksiyonu i¢inde % 83,6 oraninda TAG yapisina dahil oldugu
belirtilmistir (122). Tiim bu veriler sunu gostermektedir ki, her ne kadar enterositte
sentez edilen bir SM’un yag asidi profili beslenilen yag asidi profili ile paralellik
gostermekteyse de, bir SM lipoproteinin yag asidi profili kaynaklandig besinsel
yagin yag asidi profilini tam olarak yansitmamaktadir. SM yapisina endojen
kaynaklardan biiyiik oranda yag asidi eklenmesi sozkonusudur. Ayrica bagirsaklarda
besinsel yag asitlerinin emilimleri sirasinda ve SM sentezi sirasinda baska yag
asitlerine doniisiimleri de s6z konusu olabilmektedir.

Yagin yag asidi profili ile bu yagdan elde edilen SM’larin yag asidi profilinin
en fazla palm yag1 ve margarinde uyum gosterdigi goriildii. SM’larinin yag asidi
profili biiyiik oranda palm yag1 ve margarinin yag asidi profili ile ortiigmektedir.

Tereyag1 SM’lariin yag asitleri tereyaginin yag asit profili ile kabaca uyum
gostermekle birlikte tereyaginda tespit edilmemis olan stearik asit ve linolenik asit
sirastyla % 10,8 ve % 9,6 oraninda tereyagi SM’larinda tespit edildi. Stearik asit, kisa

zincirli yag asitlerinden elongasyonla olusturulmus olabilir. Esansiyel bir yag asidi
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olan linolenik asidin sentez edilmesi miimkiin degildir. Muhtemelen linolenik asit
endojen kaynaklardan tereyagi SM’larina saglanmis olabilir.

Zeytinyaginda % 73 oraninda bulunan oleik asit zeytinyag1 SM’larinda % 56
oraninda bulunmus, palmitik asit hafif bir artis géstermis ve zeytinyaginda % 8
olarak tespit edilen linoleik asit zeytinyagi SM’larinda % 22 olarak bulunmustur.
TDY A oransal olarak % 25 azalmis bununla birlikte SM’larinin CDY A orani
zeytinyagina gore % 275’lik oransal bir artis gdsterdi.

Aycicegi yagiin yag asidi profili ay¢icegi yagindan elde edilen SM’larin yag
asidi profilinden farkliliklar gosterdi. Aycigcegi yagindaki linoleik asit oran1 % 60
iken SM’larinda bu oran % 36’ya diismiistiir. Oleik asit orant degismemis fakat
palmitik asit % 6’dan % 21°e ve stearik asit miktar1 % 3’den % 13’e ¢ikmistir. Genel
olarak AYC’lerde aycicegi yag ile karsilastiracak olursak CDY A’dan fakirlesme ve
DYA’dan zenginlesme sézkonusudur. Ancak bu degisiklikler oransal goreceli bir
degisiklik gibi goriinmekte, herhangi bir yag asidinin baska bir yag asidine
dontisiimii gériinmemektedir.

Yag asitdi profili a¢isindan en ilging durum balik yagi SM’larinda tespit
edildi. Balik yaginda sirastyla % 20 ve % 13 oraninda bulunan EPA ve DHA balik
yag1t SM’larinda hig tespit edilmedi. Bu durum mevcut literatiir (121, 122) ile
uyusmamaktadir. Ayrica elongasyon ve desaturasyonla bu yag asitlerinin baska yag
asitlerine doniisiimii de s6z konusu degildir. Bu nedenle EPA ve DHA, SM
numunelerinde muhtemel 6l¢iim hatasi nedeni ile gosterilememistir. Biiyiik olasilikla
balik yag1 SM’lar1 balik yagindakine yakin oranlarda EPA ve DHA icermektedir.
Bununla birlikte balik yaginda % 9 oraninda bulunan palmitoleik asit ve % 8
oraninda bulunan miristik asit de balik yagi SM’larina hi¢ yansimadigi gortildi.
Ancak balik yaginda % 1 oraninda bulunan linoleik asit, % 3 oraninda bulunan
stearik asit, % 14 oraninda bulunan oleik asit ve % 18 oraninda bulunan palmitik asit
balik yagi SM’larinda sirastyla % 21, % 13, % 33 ve % 31 oraninda tespit edildi.
Muhtemelen yagdaki miristik asit elongasyonla palmitik aside doniligmiis olabilir,
yine oleik asit DY A’lardan desaturasyon ile sentez edilmis olabilir (69).

Metabolik ve epidemiyolojik ¢alismalar farkli yaglarin farkli aterojenik
etkilere sahip oldugunu, ateroskleroz gelisimi ve kardiovaskiiler hastalik olugsma

riski yoniinden besinsel olarak alinan toplam yag miktarindan ¢ok alinan yag tipinin
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daha 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (4). Yapilan epidemiyolojik calismalarda
bir¢ok besinsel bilesenin ateroskleroz gelisimini hafiflettigi gosterilmistir (5). Bir¢cok
insan ve hayvan calismas1 doymus yag asitlerinin serum total K’ii ve 6zellikle LDL-
K’1 yiikselttigini bunun aksine doymamis yaglarin ise diisiirdiigiinii gostermistir
(70).

Daha 6nceki aragtirmalarda bitkisel yaglarda bol miktarda bulunan -6 yag
asitlerinin kardiovaskiiler hastalik olusumu ile ters bir baglantis1 oldugu
gosterilmistir. Hem ®-3 hem de -6 yag asitleri plazma K ve TAG seviyelerini
disiiriirler. w-6 yag asitleri plazma TAG seviyesini az diisiiriirken plazma toplam K
seviyesini daha etkin bir sekilde diisiirlir. Bunun aksine -3 yag asitleri plazma TAG
seviyesini daha etkin diisiiriirken K seviyesi iizerine etkileri diisiiktiir. Plazma K
seviyesi ile ateroskleroz gelisimi arasindaki baglanti bir¢ok ¢aligmada ortaya
konulmus olmasina karsin hipertriagilgliseroleminin rolii tartismalidir. Bununla
birlikte genel olarak koroner kalp hastaliklar1 i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilir
(123). Soldado ve ark. yaptiklar1 ¢alismada zeytin yagi SMR’larinin hepatosit
hiicrelerinden TAG (VLDL) salgisin etkilemedigini bununla birlikte palm ve misir
yagimin ise hepatik TAG (VLDL) salgisini 6nemli 6lgiide arttirdigini gostermistir.
Yine ayni ¢aligmada palm ve misir yag1 zeytinyag ile karsilastirildiginda daha biiytik
VLDL lerin salgilanmasina neden olmustur. SMR’larin ateroskleroz {izerine etkisi
sadece damar duvarina girisiyle ilgili degil ayn1 zamanda karacigerden VLDL
salgilanmasini arttirarak plazma K seviyesini yiikseltmesiyle de ilgili olabilecegi
sonucuna varilabilir. Zeytinyaginin (TDY A) ise karacigerden daha kii¢iik
VLDL lerin salgilanmasina neden olusu antiaterosklerotik etkileriyle uyusmaktadir.
Ciinkii daha biiyiikk VLDL’ler plazmada LDL’lerin fazla miktarda olusumu ile
iliskilendirilebilir (124).

Palm yag1 ve zeytinyagi SMR’larinin misir ve balik yagi SMR’larina gore
makrofajlar tarafindan ¢ok daha hizli alindig1 ancak bu hizli alinma sonucunda palm
yag1 SMR’larinin makrofajlarda lipit birikimine neden olurken zeytinyagi
SMR’larinin bdyle bir birikime neden olmadig1 gdsterilmistir. SMR’larin yag asidi
kompozisyonunun makrofajlar tarafindan alinmalarinda ve lipit birikimi tizerinde

etkili oldugu bildirilmistir (125).
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Laurik asit ve miristik asit palmitik aside gore daha hiperkolesterolemik
olarak kabul edilir. Miristik asit en hiperkolesterolemik olandir. Stearik asit etkisizdir
ancak diyette yiiksek miktarda bulunmasi1 LDL ve HDL’1 diisiirmektedir. Bir¢ok
gidada bol miktarda bulunan oleik ve linoleik asit gibi TDYA ve CDYA’lar
hipokolesterolemik etkileriyle bilinmektedir (54). Palmitik asidin besinlerdeki
karbonhidratlarin ya da TDYA’nin yerine konuldugunda LDL ve toplam K
konsantrasyonlarini arttirdig1, miristik asit ve palmitik asit karigiminin toplam K’
tek basina palmitik asitten daha fazla arttirdig1 gosterilmistir. Stearik asit palmitik
asidin aksine toplam K diizeyini arttirmamistir (126). Miristik asidin yiiksek K
arttiricr kapasitesi gosterilmistir (127). Stearik asidin erkeklerde trombosit
agregasyonu ile ilgili yararl etkileri ve oleik ve linoleik aside gore trombosit
miktarini azaltic1 etkileri ortaya konulmustur (128). Stearik asidin viicutta hizla oleik
aside doniistiigli ancak bu doniisiimiin bagirsaklarda degil karacigerde gerceklestigi
tahmin edilmektedir (129). Linoleik asidin agik bir sekilde hipokolesterolemik
etkileri (127) ve yeterince kanit olmamakla birlikte kan basincini diistirdiigii ve
kardiak aritmiyi 6nledigi ileri siiriilmiistiir (126). Elaidik asit besinlerdeki baglica
trans yag asididir. Margarin yapimindaki hidrojenizasyonda linoleik asit hem stearik
ve oleik aside hem de elaidik aside doniisiir. Elaidik asidin LDL’1 yiikseltirken
HDL’i azalttig1 bildirilmistir (127).

Wood ve ark. tereyagi, TDYA ve CDYA ile zenginlestirilmis tereyagi,
margarin yag1 ve trans yag asidi igeren margarin yag1 kullanarak yaptiklar
calismada, tereyagi diger tiim yaglara gore toplam serum K ve LDL-K seviyesini %5
oraninda daha fazla ytikseltmistir, TDYA ve CDY A ile zenginlestirilmis tereyagi
serum lipit seviyelerini diiglirememistir. % 29 trans yag asidi i¢eren kat1 margarin
apoA-I ve apo B seviyelerini arttirmis ancak toplam serum K ve LDL-K seviyelerini
etkilememistir. Yiiksek miktarda linoleat iceren ve trans yag asidi icermeyen
yumusak margarin toplam K, LDL-K ve apo B seviyelerini diger yaglara gore 6nemli
oOl¢iide azaltmig, HDL seviyesini degistirmemis ancak apoA-1 seviyesini tereyagina
gore diislirmiistiir (130).

Tereyagi ateroskleroz gelismesinde 6nemli bir risk faktorii olan postprandial
lipemiyi ve SM birikimini zeytinyag1 ve ayci¢egi yagina gore arttirirken (50),

doymus yag asitlerinden fakir, monoansatiire yag asitlerinden zengin (zeytinyagi)
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beslenilmesinin kardiovaskiiler hastalik ve kanser goriilme sikliginda azalmaya
neden oldugu gosterilmistir (5). DYA ile karsilastirildiginda TDYA ve CDYA
tikketimi daha diisiik ateroskleroz gelisim riskiyle iliskilendirilmistir (4). Orta zincirli
yag asitleri (8:0, 10:0) ile beslenenlerde palmitik asit ve oleik asit ile beslenenlere
gore daha yiiksek TAG konsantrasyonuna ve oleik asit ile beslenenlere gore daha
yiiksek plazma toplam K konsantrasyonuna neden oldugu tespit edilmistir (67).
Yine balik yaglarinin kalp ve damar sagligi1 agisindan birgok yararl etkisi
ortaya konulmustur. Balik yaglarinin, dislipidemiyi diizeltmesi balik yaginin en
karakteristik 6zelligidir. Balik yaglarinin tiiketilmesi, iskemiden korur, infark
boyutunu kiiciiltiir, kan dolagimini saglar ve aritmiyi diizeltir (80). Balik yaglarinin
TAG konsantrasyonunun diismesini sagladigi, balik yag1 ve balik yag: zeytinyagi
karistminin PGE;’yi ve TxB,’yi diisiirdiigii ve balik yaglarinin giiclii antikuagiilan
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (131). Misir yag1 SMR’lar1 sigan makrofaj hiicre
ici TAG seviyesini 4-6 kat arttirirken balik yagi SMR’lar1 2 kat arttirmisdir (8).
Insanlar uzun siireli balik veya balik yag: tiikettiklerinde EPA ve DHA tiim
hiicre membranlarinda ama 6zellikle trombosit, eritrosit, notrofil, monosit ve
karaciger hiicre membranlarinda arasidonik asit ile yer degistirir. Bunun neticesinde
EPA ve DHA tiiketimi; Prostoglandin E, metabolitlerinin iiretiminin azalmasina,
giiclii bir trombosit agregatorii ve vasokonstriktor olan tromboksan A, nin
azalmasina, giiclii bir inflamasyon indiikleyicisi ve giiglii sekilde lokosit yapigmasin
saglayan 16kotrien B4 olusumunun azalmasina, zay1f bir trombosit agregatorii ve
vasokonstriktor olan tromboksan As’iin artmasina, aktif vasodiladator ve trombosit
agregasyon inhibitdrii olan PGI3’lin artmasina ve zayif bir inflamasyon indiikleyicisi
ve zay1f bir kemotaktik ajan olan 16kotrien Bs’in artmasina neden olmaktadir (68).
Acikga goriilmektedir ki hem $M partikiiliiniin fizyolojik akibeti hem de
ateroskleroz i¢in 6nemi olan serum K ve TAG diizeyleri gibi risk faktorleri ve bu risk
faktorlerinin fzyolojik veya patolojik diizenlenmesi, besinsel yaglarda bulunan yag
asitleri tarafindan diizenlenmektedir. Besinsel yag asitleri, SM’larin sentezinden
yikimlanmasina kadar bircok asamada diizenleyici olarak gorev yapar. Burada
sorulmas1 gereken soru bir SM partikiilii i¢ine dahil olan yag asidi, partikiiliin hangi
ozelligini degistirerek bu etkilere sebep olmaktadir. Bizim hipotezimiz her besinsel

yagin sahip oldugu yag asidi profiline bagli olarak SM’un ylizey 6zelligini, 6zellikle
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de partikiil ylizeyindeki hidrofobik yapry1 degistirerek bu etkileri olustugudur. Bu
nedenle farkli yaglardan elde edilen $M partikiillerinin yiizey hidrofobik
Ozelliklerinin belirlenmesinin SM’larin aterosklerotik 6zelliklerinin altinda yatan
sebeplerin daha iyi anlasilmasini saglayacagi diisiiniildii. Bu amagcla farkli yaglardan
elde edilen SM partikiillerinin yiizey hidrofobiklikleri vorteksle turbidite analizleri ve
HIC kullanilarak degerlendirildi.

Polar maddeler i¢in iyi bir ¢oziicii olan su nonpolar maddeler i¢in iyi bir
¢Oziicii degildir. Stv1 haldeki su molekiilleri hidrojen baglar1 sayesinde kendi kendine
salkima benzer bir ag seklinde bulunurlar. Ancak su molekiilleri arasindaki hidrojen
baglar1 dengesiz bir yap1 gosterir ve siirekli farkli su molekiilleri arasinda yeni
hidrojen baglari olusur ve bozulur. Bundan dolay1 su molekiillerinin yar1 dmrii cok
kisadir ancak buna ragmen net etki olarak su molekiilleri arasinda ¢ok giiclii bir
yapigma saglanir. Suyun yiiksek kaynama noktasi bu ¢ok giiclii yapigsmanin bir
sonucudur. Su molekiilleri, hava-su arayiiziinde ise kendi kendine oldukga diizenli
keskin bir kabuk yapis1 olusturur. Bu nedenle hava-su arayiiziindeki hidrojen baglar
dengededir ve belirli bir ylizey gerimi olusur. Su kabugunun stabilitesini etkileyen
her sey ylizey gerimini de etkiler. Protein ya da hidrofobik bir ligant gibi hidrofobik
bir madde suya daldirildiginda su-hava araytiziindeki yiizey gerilimine benzer bir
durum olusur. Su molekiilleri hidrofobik maddenin yiizeyini 1slatamazlar onun yerine
maddenin yiizeyini sararak son derece diizenli su molekiillerinden olusan bir kabuk
yapist olustururlar. Ancak bu durum termodinamik olarak tercih edilen bir durum
degildir. Yiikselmis olan entropi sistemin serbest enerjisini negatife dogru
degistirdiginden tekrar eski entropinin saglanmasi i¢in hidrofobik madde toplam
yiizey alanini azaltmaya ¢alisir. Boylece hidrofobik maddenin yiizey alaninin etrafini
saran kabugu olusturan diizenli su molekiillerinin sayis1 azaltilmis olur. Bu durum
termodinamik olarak daha tercih edilen bir durumdur (108). Su i¢inde hidrofobik iki
madde karsilastiginda, etraflarin1 saran kabugu olusturan diizenli su molekiillerinin
ayrilarak hidrofobik iki maddenin birlesmesi de ayni sekilde termodinamik olarak
daha tercih edilebilir bir durumdur. HIC’de hidrofobik kolon ortami ile SM’un
birlesmesinin temelinde bu prensip yatar. HIC’in $M’larin yiizey hidrofobikliklerine

gore ayriminin yapilmasi i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir (12).
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Fakli yag SM’larinin HIC’de hidrofobik analizleri yapilirken mobil faz olarak
kullandigimiz tuzlar SM’larin kolon ortamina ¢ok sik1 baglanmalarina neden oldu ve
tuz konsantrasyonu azaltildig1 halde SM’lar elue edilemedi. Mobil faz olarak saf su
denendi, ancak saf su en diistik hidrofobik etkilesime neden olmasina ragmen SM’lar
yine elue edilemedi. Saf su i¢inde Triton X-100 deterjan1 mobil faz olarak
kullanilarak ortam ve $M’lar arasindaki etkilesim zayiflatildi. Triton X-100’iin farkli
konsantrasyonlar1 denenerek ve kritik misel konsantrasyonu (KMK) g6z oniinde
bulundurularak % 0,0125 konsantrasyonda Triton X-100’{in HIC analizlerinde mobil
faz olarak kullanilmasina karar verildi. KMK, deterjan gibi hidrofobik bir maddenin
su gibi polar bir ¢6ziicli i¢inde misel yapisi olusturabilmesi i¢in ulasmasi gereken en
diisiik yogunluktur. Misel yapisinin olusmasi i¢in siirfaktan konsantrasyonun
KMK’dan ytiksek olmas1 gerekir (99, 102). Triton X-100’iin KMK’u 0,22-0,24
mM’diir (132). Bu deger ylizde konsantrasyon olarak % 0,0129-0,0141e esittir. Bu
nedenle triton X-100’iin % 0,0125 konsantrasyonu, KMK’unun altinda kalan bir
konsantrasyondur.

Farkli yag SM’larmin HIC kromatogramlarindaki en belirgin 6zellik BLKC,
PLMC ve ZYC’lerin 3 fraksiyona ayrilirken ve MRGC, TRYC ve AYC’nin ise 2
fraksiyona ayrilmalaridir. Palm yagini yar1 doymus yag olarak degerlendirirsek
doymamis yaglar 3 fraksiyona ve doymus yaglar ise 2 fraksiyona ayrilmistir
denilebilir. Ancak ay¢icek yagt doymamis bir yag oldugu halde bu yagdan elde
edilen SM’lar ilging bir sekilde 2 fraksiyona ayrilmistir.

Burada sorulabilecek sorulardan biri, olusan bu fraksiyonlarin ger¢ekten SM
numunelerinin hidrofobik farkliliklarindan kaynaklanan fraksyonlar m1 oldugudur.
Mobil faz olarak kullanilan deterjan, SM partikiiliiniin yapisini bozarak bu
fraksiyonlarin olusmasina neden olmus olabilir. Bunun yaninda deterjanin kendisi de
deterjan miselleri olusturarak bu fraksiyonlar1 olusturmus olabilir.

Deterjanlarin lipoproteinler {izerine etkileri bir¢cok calismada gosterilmis
olmasina ragmen SM’lar {lizerine etkileri arastirilmamistir. Ancak deterjanlarin diger
lipoproteinler {izerine olan etkileri degerlendirildiginde 6zellikle diigiik
konsantrasyonlarda, SM partikiilleri tizerinde 6nemli bir degisime neden

olamayacagi sonucu ¢ikarilabilir.
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SM’un ylizeyi gibi bir hidrofobik ylizey iistiinde deterjan gibi bir siirfektanin
hidrokarbon zinciri hizlica yiizeydeki su ile yer degistirebilir ve boylece tutunma
egilimi baslar. Siirfektan yogunlugu arttik¢a tutunma yogunlugu da ayni dlgiide artar,
tutunmus hidrokarbon zincirler yan yana birbirlerini etkilemeye baslarlar (133). SM
yiizeyi ile benzerlik gosterebilecek bir fosfolipit bilayerinin deterjan ile muamele
edildiginde, deterjan molekiillerinin hidrofobik par¢asinin suyun molekiiller arasi
hidrojen baglama kapasitesinin azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Deterjan
molekiilleri, membranin hidrofobik ¢evresi ve su fazi arasinda dagilir ve bunun
sonucunda lipit membraninin hidrokarbon kismindaki polar fazin hidrofobik kism1
uzaklagir, sistemin tiim entropisi artar ve muhtemel pargalanma gergeklesir (134).
Yiiksek deterjan konsantrasyonlari lipoproteinlerde lipitleri proteinlerden ayirir ve
misel soliisyonu i¢indeki lipofilik proteinler biiyiik oranda bu deterjanlarla
baglanirlar ancak hidrofilik proteinler deterjanlar ile ¢ok az baglanirlar. Yani deterjan
muamelesi neticesinde proteinlerin iizerindeki lipitler, deterjanlar ile yer degistirirler
(135). Proteinlerden ayrilan lipitler deterjan misellerinin i¢ine girer ve ¢evrelenirler.
Muhtemelen deterjanin hidrokarbon zincirleri arasinda sandevic seklinde
cevrelenirler (136). Bununla birlikte, esit molar sfingomyelin, K ve
dioleofosfatidilkolinden olusturulmus lipit bilayerinin 5 farkli deterjan denenerek
etkilenme mekanizmalarinin karsilagtirildigi bir ¢alismada, % 0,015
konsantrasyonunda triton X-100 eklenmesinin lipit bilayerinin morfolojisinde ve
toplam yiizey alaninda bir degisime neden olmadigi, ancak triton konsantrasyonu
arttirildikca bilayerin lipit yiikiinlin degistigi gosterilmistir (137). Baska bir
calismada triton WR-1339 HDL’1 diisiik konsantrasyonlarda bile etkilemis,
konsatrasyon arttik¢a HDL in biitiin apo A-I’leri uzaklagsmis ve lipit igeriginin
tamamina yakini triton miselleri icinde erimisken, LDL molekiilleri tritona kars1
oldukga dayanikli bulunmus, apo B’leri ayrilmamis ve herhangi bir lipit kaybi
gerceklesmemistir (138). Diisiik deterjan konsantrasyonuna maruz birakilan
HDL lerin biiytikliigliniin artti1 ancak seklinin degismedigi gosterilmis, bu durum
diisiik deterjan konsantrasyonlarinda HDL’in yapisina muhtemel deterjan
eklenmesiyle agiklanmistir. Yiiksek konsantrasyonda triton WR-1339 HDL’in
par¢alanmasina neden olmaktadir. 10 mg/mL nin iizerindeki triton konsantrasyonuna

maruz kalan HDL’in 6nce apo A-I’leri hizla uzaklasir, daha sonra lipit igerigini
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kaybeder ve en son protein kismi uzaklasarak pargalanir (139). Dansitesi 1.006 ile
1.063 arasinda olan lipoproteinler ancak ¢ok yiiksek triton konsantrasyonlarindan
etkilenirken, dansitesi 1,063 ile 1,21 arasinda olan lipoproteinler tritona karsi
Ozellikle hassasiyet gosterirler (136).

Mevcut literatiir bilgisi 15181inda dansitesi 0,95°den daha diisiik olan SM’larin
% 0,0125 konsantrasyondaki triton X-100’den etkilenmeyecegi ve yapisinin dnemli
bir degisiklige ugramayacagi anlagilmaktadir.

O halde farkli hidrofobik 6zellik gdsteren bu fraksiyonlar SM’un hangi
bilesenlerinden olusmaktadir ve neden bir SM partikiilii farkli hidrofobik 6zellik
gosteren iki veya li¢ kisma ayrilmaktadir. Burada iki ihtimal vardir. Ya HIC’e
uygulanan ve igerisinde SM’larin bulundugu soliisyon i¢erisinde farkli hidrofobik
ozellige sahip SM partikiilleri bir arada bulunuyor olabilir ya da SM’un yapist
bozularak partikiilii olusturan bilesenler farkli hidrofobik 6zelliklerine gore bu
fraksiyonlari olusturuyor olabilir. Birinci ihtimalde, numune igerisindeki farkli
partikiil boyutuna sahip SM’lar farkli hidrofobik 6zellik gosterebilir ve bu
fraksiyonlar1 olusturabilir. Ancak jel filtrasyon kromatografisi sonu¢larimiz olusan
bu fraksiyonlarin SM’larin farkl biiyiikliikliigiinden kaynaklanmadigini acikg¢a
ortaya koymaktadir.

Ikinci segenek daha olasi bir ihtimaldir. iki veya daha fazla adimda
gerceklesen SM sentezindeki (34) asamalarin ayn sekilde tersine SM ¢oziinmesiyle
bu fraksiyonlar olusuyor olabilir. SM’un enterosit i¢indeki sentezi, apo B-48’in
olugmasi, daha sonra apo B-48’1 olmayan ancak baska proteinleri olan lipit damlacig
ile flizyon ve kesin olmamakla birlikte golgide ayrica bir lipit yiiklenmesi seklinde
iki veya daha fazla asamada gerceklesir (31, 34). SM’un sentezindeki lipit
yiiklenmesi asamalar isleyerek iki veya ti¢ fraksiyon halinde ayrilmaya neden oluyor
olabilir. Kolon ortaminin hidrofobik yiizeyine bir biitiin olarak ve farkli hidrofobik
0zellige sahip birkac noktadan baglanan SM partikiilii, daha zayif baglanmis
kisimlarindan baglayarak partikiilden ayriliyor ve bu fraksiyonlar: olusturuyor
olabilir.

Farkli yag SM’larinin HIC ile fraksiyonlara ayrilmasi bu fraksiyonlarin farkli
hidrofobik 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. Yiiksek hidrofobik 6zellige sahip

fraksiyon kolona daha siki baglanmis ve daha uzun siire kolona baglh kalmstir.
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Diisiik hidrofobik 6zellige sahip fraksiyon ise daha erken siirede kolondan
ayrilmustir. Tlk fraksiyonlar eliisyon hacmi ile birlikte kolondan ayrilmustir. Bu ilk
fraksiyonun kolona hi¢ tutunmadigini veya ¢ok az tutundugunu géstermektedir.

HIC analizlerinde palm yagi SM’lar1 farkli hidrofobik 6zellige sahip li¢
fraksiyona ayrild1 ve en diisiik 3. pik k degerine sahip SM’lar arasinda bulundu.
PLMC, HIC’de hidrofobik ortam ile en zay1f etkilesime giren fraksiyonlarin
bulundugu SM’lar arasindadir. Kolonla hidrofobik etkilesimine gore tutunan madde
miktarinin bir gostergesi olan 1. pik alani / 3.pik alani oranlari i¢inde ise orta degerde
bir orana sahiptir.

Esit oranda doymus ve doymamis yag asitlerini iceren palm yagi yari kati
haldedir (11). Bununla birlikte yiiksek oleik ve linoleik asit igermesi nedeniyle de
oleolinoleik grubu yaglar arasinda yer almaktadir. Palm yagindaki doymamis yag
asitlerinin neredeyse tamami gliserol molekiiliiniin 2- pozisyonunda yer almaktadir
(71). Palm yag1 yiiksek doymus yag oranina ragmen diisiik hidrofobik 6zellik
gostermesi, palm yaginin ateroskleroz gelisimi ile ilgili bildirilmis olan olumlu
etkileriyle uyusmaktadir. Palm yaginin serum toplam K, TAG, LDL-K ve trombotik
eikosanoidlerin seviyesini diislirdiigli ve kan basincini ve trombobisitlerin trombotik
egilimini azaltic1 etkileri gosterilmistir. Bu etkilerin olusmasinda palm yaginin
icerdigi TAG ve gliserit olmayan bilesenlerin yani sira farkli sterokimyasal bigimi
veya yag asitlerinin izomerik pozisyonuyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle
diger bir¢ok yagdan daha fazla oranda palm yaginda bulunan ‘tokotrienoller’in K
biyosentezini ve trombosit agregasyonunu inhibe ettigi ve kanserli hayvanlarin
yasam siiresini arttirdigi gosterilmistir (11).

Margarin yag1 SM’lar1 hem k degeri hem de pik alan oranlar
degerlendirildiginde beklenenin aksine diisiik hidrofobik 6zellige sahip bulundu.
Doymus yag asidi yiiksek olan margarinin bu yag asitlerinin kaynaginin bitkisel
doymamis yag asitleri olmasi ve simdilerde liretilen margarinlerin trans yag asidi
icermemesi margarin $M’larinin doymamais yag asidi SM’larina benzer hidrofobik
ozellik gdstermesindeki neden olabilir.

Zeytinyag SM’larinin nisbeten ortalarda bir k degerine ve ortalarda bir pik
alan oranina sahip oldugu goriildii. Zeytinyagr SM’lar1 en diisiik doymus yag asidi /

doymamis yag asidi oranina (0,22) sahipti. Zeytinyaginin aterosklerozisis dnleyici
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faydali etkileriyle iliskili ortaya konulmus yiizlerce ¢calismanin sonucu da
diistintildiiginde daha diisiik hidrofobik 6zellik gdstermesini beklemekteydik. Ancak
bu sonug, zeytinyaginin faydali etkilerinin onun yag asidi kompozisyonu ile
baglantil1 olabilecek lipoprotein hidrofobikligi ile iligkili olmayabilecegini
gostermektedir. Bir lipoproteinin hidrofobik 6zelligi sadece besinlerle alinarak SM
yapisina dahil olan yag asidi kompozisyonuna bagli olarak degil buna ek olarak
alinan yagin yapisinda yer mindr bilesenlere bagli olarak da sekillenebilecegini
diisiiniilebilir. Yine zeytinyagiin 6zellikle aterosklerozu 6nleyici faydali etkileri,
icerisindeki mindr bilesenlerle iligkili olabilir. Zeytinyaginin i¢inde fenolikler,
tokoferoller, steroller ve terpenik bilesenler gibi mindr bilesenler bulunurlar.
Tokoferoller, steroller ve terpenik bilesenlerin antioksidan ve antienflamatuar
ozellikleri rapor edilmistir. Sadece rafine edilmemis zeytinyaginda bulunan
fenoliklerin, yliksek oleik asit iceren aycicegi yagi ile karsilastirildiginda
prostoglandin E; ve tromboxan B, iiretiminde azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(4). Yine skualen ve eritrodiol de zeytinyagindaki sabunlasmayan bilesenlerdir ve
sadece s1izma zeytinyaginda bulunur, rafine zeytinyaginda bulunmaz. Perona ve ark.
sizma zeytinyagi, skualen ve eritrodiol ile ayrica zenginlestirilmis sizma zeytinyagi
ve oleik asit icerigi zenginlestirilmis aycicegi yagi ile yaptig1 calismada; yiiksek
miktarda sabunlagmayan fraksiyon i¢eren sizma zeytinyaginin proinflamatuar ve
protrombotik maddelerin salinimini azalttigini géstermislerdir. Yine bu calismada
saglikl kisilerde ve hipertansif hastalarda sizma zeytinyagi kan basincin
diisiirmiistiir. Bununla birlikte yiliksek oleik asit iceren aycicegi yaginda boyle bir
etki olusmamustir (10).

Tereyag1 SM’lar1 en yiiksek k degerine sahip SM’lar arasindadir. Yani
TRYC’ler HIC kolonuyla kuvvetli bir sekilde etkilesmislerdir. Bizim sonuglarimizda
en yiksek doymus yag asidi / doymamis yag asidi oranina (1,62) sahip SM olan
tereyagl SM’larinin géstermis oldugu yiiksek k degeri yiiksek doymus yag asidi
orantyla uyum gostermektedir. Ancak TRYC’lerin pik alan oranina bakildiginda ise
ortalarda bir pik alan oranina sahip oldugu goriildii. Yani tereyagi SM’lart yiiksek
hidrofobik etklesimle kolona baglanmaktadir ancak kolona baglanan yiiksek
hidrofobik 6zellige sahip bilesenlerinin miktar1 o kadar yiiksek degildir.
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Tereyag1 biiyiik oranda orta ve kisa zincirli yag asitlerinden olusur. Bu
nedenle bu yag asitleri MAG yolag ile esterlesmek i¢in kotii substratlardir ve
ayricalikli olarak portal ven yoluyla taginirlar. Bu nedenle besinsel olarak alinan
tereyagi icerisindeki yag asitlerinin ancak dortte biri SM i¢inde TAG olarak toplanip
lenf yoluyla taginir (2).

Tereyag1 yag asidi ve TAG kompozisyonuna gore en kompleks besinsel
yagdir. Siit TAG’leri alisilmadik bir yag asidi konformasyonuna sahiptir. Bitkisel
yaglardaki palmitik asit TAG’{in 1,3- pozisyonuna yerlesmisken oleik ve linoleik asit
gibi doymamis yag asitleri 2- pozisyona yerlesmistir. Siit yaginda ise palmitik asit
cogunlukla (%70) TAG’iin 2- pozisyonuna yerlesmistir. Yine siit yaginda oleik ve
linoleik asidin 6nemli bir kismi ile aragidonik asidin yaris1t ve DHA, TAG’{in 1 ve 3-
pozisyonuna esterlesmistir (76).

Phan ve ark. yaptiklari ¢alismada tereyagi SM’larinin sanilandan ¢ok daha
kompleks oldugunu ve bunun tereyagi doymuslugu ile baglantili olmasinin da sart
olmadigini ileri stirmiiglerdir. Tereyag: gibi kompleks yaglar i¢in yag asit tiirlerinin
her biri SM metabolizmasi ve SMR’1n karaciger tarafindan alinmasiyla etkilesmesi
imkan dahilindedir. Dolagimdan uzaklastirilma modeli SM lipitleri i¢cindeki besinsel
yag asitlerinin reesterfikasyonuna baglanabilir. TAG’lerin fiziksel 6zellikleri ve TAG
ile esterlesmis olan yag asitlerinin konformasyonel diizenlenmesi plazma
temizlenmesini etkiliyor olabilir. SM partikiiliiniin i¢indeki farkli lipitlerin her bir
yag asidi lipoproteinin yiizeyinide ayn1 zamanda etkiledigi ve bundan dolay1
apolipoproteinler ve reseptorler ile etkilestigi kabul edilebilir (54).

Innis ve Dyer ¢alismalarinda 2- pozisyonunda palmitik asit tasiyan siit
TAG’lerinden olusan dolasimdaki SM’larin TAG’lerinin de palmitik asidi 2-
pozisyonunda tasidigini géstermislerdir. Birgok calisma siit yagt TAG’lerinin
intestinal lumende tamamen hidrolize ugrayip palmitik asidin serbest yag asidi olarak
emildigini ileri siirmektedir. Ancak Innis ve Dyer siit yagi TAG’lerinin palmitik asit
pozisyonu degismeden intestinal lumende 2-MAG’e hidroliz oldugununu, bu sekilde
enterosit i¢cine alindigini ve tekrar TAG’e ¢evrildigini ve ayn1 sekilde SM i¢ine dahil
oldugunu gostermislerdir. 2- pozisyonunda palmitik asit asit tagiyan TAG’ler, 2-
pozisyonunda diger doymus yag asitlerini tasiyan TAG’ler gére dolagimdaki

hidrolizleri daha yavastir ve karaciger tarafindan daha yavas alinirlar (76).
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Tereyaginin aterosklerotik 6zelliginin altinda yatan sebep SM’larinin hidrofobik
ozelligi degil dolasimda uzun siire kalmasi olabilir.

Aycicegi yagr SM’lar1 zeytinyagr SM’larindan sonra en diisiik doymus yag
asidi / doymamis yag asidi oranina (0,54) sahiptir. Ancak sasirtici bir sekilde HIC de
hidrofobik ortam ile en kuvvetli etkilesime giren (yliksek k degeri) SM’lar
arasindadir. Ayn1 zamanda hidrofobik ortam ile etkilesime giren en biiyiik
fraksiyonlarda ( diisiik pik alan orani) ay¢icegi yagi SM’larinda bulunmaktadir.
Aygigegi yagi, yiiksek oranda icerdigi doymamis yag asitlerinin, SM’larmin
hidrofobik karekterine bir etkisi olmamistir. Aycicek yaginda bol miktarda bulunan
ve aterosklerozisle ilgili birgok faydasi gosterilmis olan CDY A muhtemelen bagka
mekanizmalarla bu etkilerini gostermektedir.

HIC’de hidrofobik ortam ile etkilesime girmeyen en biiyiik fraksiyonlar balik
yag1 SM’larinda bulundu. Yine balik yagi SM’lar1 en zayif etkilesime giren
fraksiyonlarin bulundugu SM’lar arasindadir. Balik yagi SM’larinin gostermis
oldugu bu diisiik hidrofobik 6zellik beklenen bir sonugtur. Balik yaginin 6zellikle
koroner hastaliklar1 ve aterosklerozisi dnleyici birgok faydasi ortaya konulmustur.
Bizim sonucumuz, bu etkilerinin olusmasinda igerdigi yag asidi kompozisyonuna
bagli olarak sekillenen diisiik yiizey hidrofobikligi etkisine isaret edebilir.

Farkli yag SM’larinin yiizey hidrofobikligini degerlendirmek i¢in ayrica
SM’larin agregasyon davraniglarinin incelendigi vorteksle turbidite analizleri yapilda.

Partikiil agregasyonu lipoproteinin hidrofobik dogasinin bir 6zelligidir ve
agregasyon ise aterosklerozun altinda yatan sebeplerden biri olarak bilinmektedir
(12). Subendotel boslukta yakalanmis olan lipoproteinlerin hiicre dis1 agregasyonu ve
depozisyonunun insan arter intimasinda aterosklerotik plak olusumunu baslattig
diistiniilmektedir (13). Subendotele tutunmus lipoproteinler siklikla agrege
olmuslardir. Aterosklerotik lezyonlardan izole edilen LDL’ler ya agregedir ya da
agregasyon egilimi artmistir. Bu nedenle lipoprotein agregasyonu iki agidan
onemlidir; birincisi retensiyon dncesinde veya retensiyon sirasinda meydana gelen
agregasyonun tutunan materyal miktarini arttirmasi beklenir ve ikincisi ise agrege
LDL giiclii bir sekilde makrofaj kopiik hiicre formasyonunu indiiklemektedir (14).
Agregasyona sebep olabilecek durumlar {i¢ baslik altinda ele alinabilir;

1. Kimyasal reaktifler: Cu**, H,O,, siiperoksit, nitrik oksit, Ca** ve asidik pH.
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2. Biyokimyasal reaktifler: lipooksijenaz, myeloperoksidaz, fosfolipaz A, ve C,
sfingomyelinaz, seramid, proteoglikanlar ve heparin-jelatin-fibronektin.
3. Mekanik islem: Vorteksleme (13).

Calismalar kisa bir vortekslemenin etkisi ile LDL’lerin kolaylikla
agregasyona ugradigini ve agrege LDL’lerin dogal LDL’lere gére makrofajlar
tarafindan ¢ok daha hizli alinarak degredasyona ugrayip KE’den zengin kdpiik
hiicrelerine dontistiigiinti gostermektedir (15, 16). Oda 1sisinda LDL’in 30 sn basitce
vortekslenmesi LDL proteinlerinin yaklasik % 50’sinin presipite olmasina neden
oldugu ve olusan LDL agregatlarinin fare periton makrofajlari tarafindan daha efektif
olarak alindig1 gosterilmistir. Vorteksleme neticesinde olusan LDL agregatlari ayni
konsantrasyondaki dogal LDL’lere gore 6,6-10 kat fazla miktarda makrofajlar
tarafindan degredesyona ugrar ve vorteks stiresi arttikca agregasyon ve degradasyon
artar (140). Aterogenez olusumundaki hiicre i¢i K birikiminde LDL agregasyonunun
anahtar bir rol tistlendigi ileri siiriilmiis, fare periton makrofajlari ve insan monosit
makrofajlari ile yapilan ¢aligmalarda agrege olmus LDL’lerin dogal LDL’lerden
farkli yolaklar izledigi gdsterilmistir. Dogal LDL’ler hiicre stoplazmasinda diizgiin
bir dagilim gosterirken agrege LDL’ler vezikiil benzeri kiimeler olusturarak diizgiin
olmayan bir dagilim gostermistir (141). Vorteksleme ile olusan LDL agregasyonuna
600 nm’den biiyiik lipit damlaciklar1 ve vezikiil olusumu da diizenli olarak eslik eder.
5 sn gibi kiiciik bir vorteksin ardindan olusan agregatlar lipit damlaciklarini ve
vezikiilleri de igerir. 4 dk vortekslemenin ardindan LDL’in protein ve KE’lerinin
hemen hemen tamami (% 95) agregatlar ile birlesir. FL ve serbest K orijinal LDL’de
kalir. Insan aort aterosklerotik fibroz plaklarmin gekirdek bolgeleri elektron
mikroskobu ile incelendiginde ultrayapisal baskin lipit formlarinin kii¢iik
damlaciklar ve vezikiillerden olustugu gortilmiistiir (142).

Bununla birlikte LDL’lerin agregasyon davraniginin birgok sekilde
diizenlenebilecegi gosterilmistir. LDL agregasyonu LDL-antikor komplexi olusumu,
malondialdehit ile muamele ve LDL glikolizasyonu ile artar (143). Aktif haldeki
ndtrofil ve monositlerde myeloperoksidaz enzim aktivitesi ile HO, ve kloritten
olusturulan ve ¢ok giiclii bir oksidan olan hipoklorit ((OCl) ile muamele LDL
agregasyonuna neden olur (144). HNE (4 hidroksinonenal) doza bagimli olarak LDL

agregasyonunu arttirir (145). Fosfolipaz C hidrolizi ve bakteriyel sfingomyelinaz
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agregasyona neden olur (14). Bakir iyonlari ile oksidasyon ve sfingomyelinaz ile
lipoliz agregasyonu azaltir (143). HDL’inde LDL agregasyonunu baskiladigi
gosterilmistir (15). Vorteksleme dncesi LDL metilasyonu agregasyonu ve
sonrasindaki agregat degredasyonunu azaltir (16). Oksidasyon LDL partikiillerinin
negatif yiikiinii arttirdigindan agregasyon egilimini arttirir. LDL iizerindeki pozitif
yiiklii lizin kalintilarinin bozulan lipit hidroperoksit iiriinleriyle kovalent baglanmasi
sonucu negatif yiik artis1 olur. Okside LDL agregatlar1 makrofajlar tarafindan ¢ok
daha hizli alinmaktadir (146).

Xu ve Lin’in H,0, ile muamele ettikleri LDL’in agregasyon agamalarini
gozlemledikleri ¢alismalarinda partikiil agregasyonunun rastgele bir ¢cokelme degil,
daha diizenli ve sirali bir olusum oldugunu gostermislerdir. Monomerik
lipoproteinler 6nce ¢ekirdeklenme {initelerini olusturmus ve daha sonra bu
tinitelerden lineer agregatlar olusmustur. Lineer agregatlar dallanarak fraktal denilen
yapty1 olusturmaktadir. Sonrasinda soliisyon iginde 3-20 pm ¢apinda vezikiiller
gbzlemlenmistir. Daha c¢ok kiiresel yapida olan ve biiylik cogunlugu fraktallarla
birlesik olan bu vezikiillere benzer vezikiiller aterosklerotik plaklarda da tespit
edilmistir. H,O, ile muamele edilerek ii¢ giinde olusturulan bu fraktallar 1 dk
vorteksleme neticesinde olusturulabilmektedir ve asidik pH ya da Ca** muamelesi
agregat olusumunu ii¢ kat hizlandirmaktadir (13).

LDL partikiilleri hidrofobik 6zelliklerinin bir sonucu olarak vortekslenme
neticesinde agrege olmakta ve bu durumun neden oldugu turbidite artisi
spektrofotometrik olarak tespit edilebilmektedir. Biiyiik agregatlarin tespit edilmesi
amactyla turbidite analizinin kullanilmas1 uygun bir yontemdir (16). LDL’e benzer
sekilde SM’larin da turbidite analizleri yapilarak SM partikiillerinin agregasyon
davraniglar1 arastirildi.

Farkl1 yag SM partikiillerinin vortekslenmesiyle LDL partikiillerinin aksine
turbiditenin arttig1 degil azaldig tespit edildi. Vortekslenen SM’lar spektrofotometrik
olarak turbidite artis1 degil turbidite azalmasi gosterdiler. Yani vortekslenen SM’lar
agrege olmamaktadir. Birer dakikalik her vortekste turbiditenin biraz daha azaldig:
gbzlendi. Bu durum bir SM partikiiliiniin vortekslenme neticesinde diger bir partikiil
ile birlesmedigini aksine kendi yapisinin stabil kalmayarak parcalandigini

gostermektedir.
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Miseller arasindaki etkilesim elektrostatik ya da hidrasyon giicii neticesinde
iticidir. Bu nedenle miseller diger bir misel ile birlesebilir ve agregatlarin sayisi artar.
Stirfaktan molekiillerinin etkisiyle olusan hidrokarbon-su etkilesimi agregasyonu
kolaylastirir (99, 102). Bu etkiye ters olarak hareket eden misel diizeyindeki polar
bas gruplari arasindaki itici giiciin sagladig1 hidrofobik etkilesimler ise agregasyona
engel olur. Bas gruplar elverissiz itici gruplari kendi kendine minimize ederek
diizenlemeye ¢alisir. Bu nedenle polar etkilesimler azaltilarak misel stabilitesi
saglanabilir (147).

Yani bir lipoprotein partikiiliiniin diger bir lipoprotein partikiilii ile
vortekslenen LDL partikiillerinde oldugu gibi birleserek agrege olmasi ya da bir
lipoprotein partikiiliiniin kendi yapisini stabil tutabilmesi partikiiller aras1
elektrostatik etkilesimler veya hidrasyon giicii ile bu etkilere ters hareket eden
lipoprotein partikiiliiniin yiizeyindeki FL’lerin, serbest K’iin ve proteinlerin
arasindaki hidrofobik etkilesimlerin bir neticesidir.

Vortekslenen farkli yag SM’lar1 agregasyon davranisi ve dolayist ile turbidite
artis1 gdstermediler ancak yag tiiriine gore farklilik arzeden bir turbidite azalisi
gosterdiler. Hem oda 1sisindaki taze SM’lar hem de +4 ve -5 °C’de 24 saat
bekletilmig SM’larin vortekslenmesi sonucu olusan turbidite degisim siralari
korunmaktadir. En yiiksek turbidite degisim (azalmasi) oran1t TRYC ve BLKC’de
tespit edilmistir. Ancak MRGC ile degisim farki istatistiksel olarak anlamli degildir.
SM’larin muhafaza edildikleri ortam sicakliginin azalmasi degisim orani siralamasini
degistirmemekte, ancak farklar istatistiksel olarak daha anlamli hale getirmektedir.

Bunun yaninda PLMC, AYC, ZYC ve MRGC vortekslenmeye kars1 daha
dayanikli bulunmus, TRYC ve BLKC’ye gore daha az degisim oran1 gostermistir.

HIC’de en yliksek yiizey hidrofobikligine sahip AYC, vortekslenme ile
turbiditesi en az degisen (azalan) SM’lardan biridir. Bununla birlikte HIC’de en
diisiik yiizey hidrofobikligine sahip BLKC ise vortekslenmeye en dayaniksiz yani en
fazla turbidite degisimi (azalmasi) gosteren SM’lardan biridir.

Asit eklenmesi SM’lar arasindaki turbidite degisim orani siralamasini ortadan
kaldirmistir. Asit ortamda yapilan vorteksleme ile tiim SM’larda belirli bir turbidite

azalmasi olmustur. Ancak bu degisim orani tiim SM’lar i¢in ayn1 bulunmustur. Bazik
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ortamda yapilan vorteksleme neticesinde SM’larin degisim oranlari siralamasi
degismemistir.

Tuz eklenmesi tiim SM’lar arasindaki turbidite degisim orani farkliliklarini
ortadan kaldirmis bununla birlikte sadece PLMC’nin turbidite degisimi (azalmasi),
ZYC harig diger tim SM’lara gére anlamli sekilde daha fazla oldu. Misel yapisinin
itici giicii, alkil zincirleri ve su arasindaki temasi engeller. Bu nedenle kiiresel bir
miselin biiylimesi halinde ylizey/hacim orani kiigiilecegi i¢in bu gii¢ daha verimli
olur. Yani misel biiylikliigliniin artmas1 daima hidrokarbon-su temasinin azalmasina
bu da hidrofobikligin azalmasina neden olur. Misel biiyiikliigii beraberinde ¢oziinen
maddelere ¢ok duyarlidir. Eklenen tuz miselin biiylimesini saglar. Nonpolar
maddeler miselin merkezinde lokalize olurlar ve miselin biiylimesine inhibe etme
egilimindedirler (147).

Herbir SM’un asit, baz ve tuz ortamlardaki turbidite degisimleri kendi i¢inde
karsilastirildiginda; AYC ve BLKC’ nin her {i¢ ortamdaki turbidite degisim oranlar1
aynidir. Ancak ZYC, PLMC, TRYC ve MRGC her ii¢ ortamda farkl: ve istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde turbidite degisim oranlar1 gostermistir. Bu SM’lar en fazla
turbidite degisimini tuz ortamda ve en diisiik turbidite degisimini bazik ortamda
gostermislerdir. Bu dort SM’un her {i¢ ortamdaki turbidite degisim oranlari
istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

HIC’de tespit edilen hidrofobik karakter ile turbidite analizleri ile tespit
edilen hihrofobik karakter arasinda genel anlamda bir parelellik vardir. PLMC ve
TRYC hari¢ diger tiin SM’lar i¢in bu degerlendirme yapilabilir ancak bu iki SM
istisnai bir durum sergilemektedir.

PLMC, HIC’de diisiik hidrofobik 6zellik gostermesine ragmen turbidite
analizlerinde yiiksek bir stabilite gostermis ve az bir turbidite degisimi (azalma)
gostermistir. TRYC ise HIC de yiiksek bir hidrofobik 6zellik gostermesine ragmen,
turbidite analizlerinde BLC ile birlikte en dayaniksiz partikiil 6zelligi gostererek en

yiiksek turbidite degisim (azalma) orana sahiptir.
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6. SONUC ve ONERILER

Balik yagi, palm yagi ve zeytinyagi SM’lart HIC’de hidrofobik dereceleri
birbirinden farkli ii¢ fraksiyona ve margarin, tereyagi ve aycigek yagr SM’lar1 iki
fraksiyona ayrildi.

Aycicek ve tereyagi SM’lariin hidrofobik ortam ile en giiclii etkilesimi
gosteren SM fraksiyonlarina sahip oldugu tespit edildi.

Hidrofobik ortam ile etkilesime giren en biiyiik fraksiyon aycicegi yagi ve en
kiigiik fraksiyon balik yagi SM’larinda bulundu.

Balik yag1 ve tereyagi SM’lar1 turbidite analizlerinde en diigiik misel
stabilitesini gosterdiler.

HIC fraksiyonlarinin k degeri ve pik alan oranlar dikkate alindiginda,
aycicek yagi SM’larmin yiizey hidrofobik 6zelligi, diger yag SM’larina gore daha
belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir.

SM’larm igerdigi yag asitlerinin doymusluk / doymamiglik oranlari ile
SM’larin hidrofobik 6zelligi arasinda bir iliski tespit edilememistir. SM’larin yag
asidi kompozisyonlarinin, yiizey hidrofobikligini belirleyici tek faktor
olmayabilecegi, lipoprotein yiizeyinde yer alabilecek FL ve fenolikler, tokoferoller,
steroller ve terpenik bilesenler gibi minér bilesenlerin de bu konuda dikkate alinmasi
gerekmektedir.

Balik yag1 SM’lar1 hem HIC’de en diisiik hidrofobik 6zellik hem de
agregasyon testlerinde en zayif misel yapisini1 gostermistir. Balik yaglarinin biiyiik
Olciide kalp-damar hastaliklar ile 1lgili olan, plazma TAG ve VLDL
konsantrasyonunu diisiiriicii, SM’larin dolasimdan uzaklastirilmasini arttirici, kan
dolasimi ve aritmiyi diizenleyici ve inflamasyon ile ilgili proteinlerin ekspresyonunu
azaltic1 faydali etkileri birlikte degerlendirildiginde, diisiik hidrofobiklik ve
dayaniksiz misel yapisi bir arada lipoprotein partikiiliiniin aterosklerotik 6zelliginin

degerlendirilmesinde ilave bir kriter olarak kabul edilebilecegi kanaatine varilmistir.
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