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1. GIRiS

Psoriasis (Sedef Hastalig1); hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperiirisemi ve
dislipoproteinemi gorilme ihtimalinin artigt ile karakterize kronik inflamatuar bir deri
hastaligidir (1). Psoriasis hastalarinda, ozellikle de erkek hastalarda plazma lipid ve
lipoprotein, seviyelerinde ve bunlarin bilesimlerindeki degisikliklerin, damar hastaligi ve
kardiyovaskiler hastaliklann goriilme ihtimalinin artisiyla iligkili oldugu ileri siiriilmiigtiir
(2,3).

Hastaligin kronik inflamasyon ve iyilik donemlerinde ozellikle polimorfoniikleer
(PMN) lokositlerin kemotaksi ve fagositoz gibi aktiviteleri ile lizozomal enzim
aktivitelerinde de artma gézlenir (1). Aynica yapilan bir ¢ok ¢aligma ile psoriasisli
hastalarda gerek sistemik dolasimda gerekse lezyonlu keratinositlerde gesitli sitokinlerin
yapim ve salgisinin arttifn gosterilmigtir (4). Bunlarin derecesine baglh olarak da ortama
farkhi miktarda oksidan bilesiklerin sizmast muhtemeldir. Inflamasyon sirasinda bir ¢ok
oksidan ve prooksidan bilesikler olugmakta ve bunlar antioksidan sistem tarafindan toksik
olmayan iiriinlere doniistiirilmektedir (5). Oksidan-antioksidan dengenin bozuldugu yogun
inflamasyon tablolarinda wiicuttaki organik bilegikler zarar gormektedir. Bu bilesiklerden
biri de lipidlerdir. Lipid ve lipoprotein diizeylerindeki degisimin ve lipoproteinlerin
(6zellikle LDL’nin) yapisindaki oksidasyonun aterosklerozun patogenezinde ¢ok 6énemli
bir kademeyi olusturdugu son yillarda yapilan bir ¢ok ¢aligmayla ortaya konulmustur (6).
Modifiye lipoproteinler konak hiicrelerce immiinojen olarak algilanir, ardindan da dogal
LDL ile degil de modifiye LDL ile reaksiyona girebilen otoantikorlar olusur. Serumda
okside LDL antikoru (0LAb) seviyeleri l¢iimiinin oksidatif iglem ile ateroskleroz gelisimi
arasindaki iligkinin anlagilmasin1 saglayabilecegi ileri siiriilmiigtir (7).

Psoriasisli hastalann lipid parametreleri ve antioksidan enzim aktiviteleri
aragtnlmigtir. Ancak yapilan ¢aligmalann sonuglan arasinda farkliliklar vardir.

Psoriasislilerde yapilan galismalarda serum kolesterol (TK) seviyesi yiiksek (8) ya da
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degismemig (2), trigliserid (TG) seviyesi yiiksek (2) ya da degismemis (8) ve Apo B
seviyesi yiiksek (8) ya da degismemis (9) olarak tespit edilmistir. Eritrosit glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi, bir ¢aliymada (5) kontrole goére yiiksek bulunurken diger
bir ¢aligmada (10) diigiikk bulunmus ve bunun nedeninin de deri dékiintisii esnasindaki
selenyum kayb: oldugu diginilmugtiur. Ayrica eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesinde anlamli bir azalma gbzlenmig, katalaz (Kat) aktivitelerinde ise anlamh bir
degisiklik gozlenmemisgtir (11,12).

Bu bilgilerin 181 altinda, psoriasis hastalifindaki mevcut inflamasyon tablosunun,
oksidan ve antioksidan sisteme, dolayisiyla plazma lipid ve lipoprotein diizeylerine ve bu
lipoproteinlerin kimyasal modifikasyonlan izerine etkisi, eksik literatiir bilgisi olarak
gozikmektedir,

Bu ¢aligmanin amact, psoriasisli hastalanin lipid ve lipoprotein diizeylerini, oLAb ve
LDL oksidasyon direng kapasitesi seviyelerini ve bunlann lipid peroksidasyon irinleri
[lipid hidroperoksit (LHP), malondialdehit (MDA) (TBARS olarak)] ve antioksidan
enzimlerin [SOD, Kat, GSH-Px, glutatyon reditktaz (GR)] aktiviteleri tizerine etkilerini
belirlemek, aym zamanda LDL’nin yapisindaki degisikliklerin oksidan-antioksidan
sistemle iliskisini degerlendirerek bu olaylann artmug aterojenitedeki rollerini ortaya
koymaktur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipoproteinler ve Genel Ozellikleri

Sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmediklerinden dolayr lipidler; dokularda membran lipidleri
(fosfolipidler ve kolesterol) ve depo lipidleri (TG), ve plazmada ise lipoproteinler ad:
verilen suda ¢oziinebilen makromolekiil kompleksleri seklinde tasimir halde bulunurlar
(13). Lipoproteinler, hidrofobik lipidleri [TG ve ester kolesterol (EK)] kapsayan bir
cekirdek ile protein, serbest kolesterol ve fosfolipidlerden olusan tek kath bir yiizey
tabakasindan meydana gelen kiiresel yapilardir. Elektroforetik hareketliliklerine,
yogunluklarina ve igerdikleri apolipoproteinlere gore baglica alt1 farkli lipoprotein sinifi
lipid taginmasinda gegitli roller Gstlenmektedir. Bunlar silomikronlar (SM), ¢ok diisik
dansiteli lipoproteinler (VLDL), orta dansiteli lipoproteinler (IDL), diisitk dansiteli
lipoproteinler (LDL), yuksek dansiteli lipoproteinler (HDL) ve lipoprotein (a) [Lp (a)]’dur.
Plazma lipoproteinleri barsak ve karaciferde sentez edilir. Yapilaninda, 10 degisik
apoprotein (apo) bulundururlar. Bu apoproteinler, fosfolipidlerle reaksiyona girerek EK ve
TG’lerin ¢dziinmesine yardim ederler, lipoproteinlerin enzimlerle olan reaksiyonlarini
diizenlerler ve hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak kolesterol ve trigliseridlerin doku ve
plazma arasindaki degisiminde etkili olurlar (13,14).

Diyetle alindiktan sonra, barsaklarda kismen hidroliz olarak yag asitleri,
monoagilgliseroller, fosfolipid ve kolesterol seklinde barsak mukoza hiicrelerinden absorbe
edilen lipidler, silomikronlar geklinde lenfatik sistem aracilifi ile kana verilir ve metabolize
olurlar. Bu yola eksojen lipid metabolizmas: denir. Karacigerde sentezlenen VLDL,
dolasgim esnasinda hidrolizlenme sonucu sirastyla IDL ve LDL’ye doniigiir ve baslica
ekstrahepatik dokular tarafindan katabolize edilir. Bu yola endojen lipid metabolizmasi
denir (15). Plazmadaki kolesterolin yaklasik %70°i sadece apo Bje’ii bulunduran LDL
tarafindan taginir. Bu nedenle LDL aterojenik lipoprotein olarak bilinir. Yapisinda farkli

7.C. YOKSEXOCRETIM KURULY
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lipid smmfindan 1300 g¢esit poliansature yag asidi (PUFA) bulundurmas: ve
antioksidanlanyla orantmin 1:165 olmas: LDL’yi oksidasyona duyarh kilmaktadir (16).
Dogal LDL, normal LDL reseptor yolu ile baslica ekstra hepatik dokular tarafindan
katabolize edilirken, oksidatif modifikasyona uframig LDL (ol.DL) bu yoldan bagimsiz
olarak makrofajlardaki ¢ope¢ii reseptorler tizerinden katabolize edilir (17). Barsaklarda ve
karaciferde sentezlenen bir difer lipoprotein ise HDL’dir. HDL’nin yapisindaki
proteininin %90’ 1ndan fazlas1 apo A’dir. HDL, perifer dokulardan karacigere kolesteroliin
taginmas: ve metal selasyonu ya da peroksidaz benzeri aktivite ile LDL oksidasyonunu
dnlemesi nedeniyle antiaterojenik lipoprotein olarak bilinir (18). Bu peroksidaz benzeri
aktiviteyi lipoprotein peroksitlerini hidrolizleyen paraoksonaz (PON) ile gosterir. Ancak
PON reaktif oksijen trinleri varlifinda aktivitesini kaybetmektedir (19). Lp(a), lipid
igerigi bakiminda LDL’ye benzemesi ve yapisindaki apoproteinler [apo(a) ve apo B]’den
dolay: hem aterojenik hem de trombojenik Gzellige sahiptir (20).

2.2, Oksidan-Antioksidan Denge

Biyolojik sistemlerde, aerobik metabolizmanin normal irinii olarak serbest
radikaller ve diger giicli oksidanlar agifa ¢tkar. Bu reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve
bunlanin meydana getirecegi hasan Gnlemek i¢in antioksidan savunma sistemleri devreye
girmektedir (21) (Sekil 1).

Saghkl organizmalarda, aktif oksijen iiriinleri ve gegig metalleri oksidan olarak rol
ahirken, SQD, Kat, vitamin E (Vit E) ve Vit C gibi yapilar da antioksidan alarak rol alir.
Oksidan-antioksidan dengede oksidan tarafa egilimin oldugu artmis oksidan stres
durumlarinda, bu molekiillerde hasarlar meydana gelir. Bu durum bir gok patolojik olayin
temelini olusturur (22).

2.2.1. Serbest Radikaller ve Oksidan Ajanlar

Uzerinde bir ya da daha fazla ortaklasmamis elektron bulunan ve serbest hareket
edebilen atom ya da molekiller, serbest radikaller olarak ifade edilmektedir. Normal
gartlarda hiicreler tarafindan tiketilen molekiiler oksijenin % 95-98°1 dort elektron ilavesi
ile suya, geni kalan % 2-5°i ise giinliikk homeostatik oksidan stres esnasinda reaktif serbest
radikallere donugir (22). Biyolojik sistemlerde en fazla ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikalleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.
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Fizyolojik metabolizma ve patolojik degisiklikler, serbest radikal olusumuna katkida
bulunmaktadir. Serbest radikal kaynaklan Tablo 2°de belirtilmistir. Iyonize radyasyon gibi
dig faktorler hari¢ tutulursa hiicrelerde serbest radikallerin uretimi genellikie elektron
transfer reaksiyonlan sonucu olmaktadir. Bu reaksiyonlar enzim katalizli olabilecegi gibi
gecis metal iyonlarinin redoks reaksiyonu sonucu, non enzimatik olarak da gergeklegebilir

(24).

Tablo 1. Radikal ve radikal olmayan oksijen tarevleri (25).

Radikal oksijen tiirevieri Radikal olmayan oksijen tiirevleri
Adi Sembolii Ads Sembolii
Siperoksit 0, Hidrojen peroksit  H;0;
Hidroksil -OH Lipid peroksit ROOH
Nitrik oksit NO Hipoklorik asit HOCI
Peroksil ROO Ozon 0
Alkoksil RO Aldehit HCOR
Katalaz
. ) . ] ¢
0 —> o 0, —° o H0, % 5 oH —_° L HO
Oksijen Siiperoksit ~ Hidrojen peroksit Hidroksil radikali Su
I 4
T Sﬁperoksritr dismutaz Glutatyon peroksidaz
T
V !
2GSH GSSG
(Rediikte glutatyon) (Okside glutatyon)

Sekil 1. Molekiiler oksijenden reaktiflerin olupumu ve antioksidan enzimlerin

bunlara etkileri.



Tablo 2. Serbest radikal kaynaklan (26).

Endojen Kaynak!lar Eksojen Kaynaklar
Endoplazmik retikulum Paraquat
é_ _':? Kloroplast ?D Diquat
§ £ ';ﬁ Mikrozom _§ .%’ Alloksan
§ ‘& g Mitokondri 2 & Doksorubisin
;- .‘; Niikleer membran '§ =
o = <
5 Endotel hiicreleri g
5 Eozinofiller § Parasetamol
i Monosit ve makrofaj hiicreleri ;_g CCL (Karbon tetrakloriir)
'g Notrofiller -:‘3
g E
Aldehit oksidaz Azot dioksit (NOy )
Amino asit oksidaz 8 Hiperoksi
Dihidroorotat dehidrogenaz -§ Pestisitler
Flavoprotein dehidrogenaz 73 Sigara dumam
5 Galaktoz oksidaz é Anestezikler
g Hemoglobin Aromatik hidrokarbonlar
§' Flavoproteinler
8 Indolamin dioksidaz Iyonize radyasyon
‘g Ksantin oksidaz
g Lipooksijenaz Giines 15131
E Monoamin oksidaz
© NADPH oksidaz Is1 soku

Prostaglandin sentetaz
Triptofan dioksigenaz

Urat oksidaz

Glutatyon oksitleyici bilegikler




2.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest oksijen radikalleri, mitokondrial solunum, trombosit aktivasyonu, lokosit
fagositozu ve prostaglandin sentezi gibi yagamsal islevlerde rol almasina ragmen hiicrede
lipidier basta olmak iizere, proteinler, DNA ve karbonhidratlar iizerine toksik etkiye
sahiptirler (Sekil 2). Bu yolla hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluklara sebep
olabilirler. Tablo 3’de hiicrelerdeki serbest radikallerin hedefleri ve bunlarin biyolojik
etkileri Ozetlenmigtir (21,24,27).

Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri, amino asit bilesimlerine baghdir.
Yapilarinda sistein, sistin, metiyonin, histidin, triptofan, tirozin gibi amino asitleri fazlaca
bulunduran proteinler radikallerin oksitleyici etkisine daha fazla duyarhdir. Doymams ¢ift
bag ihtiva eden ve kikirt igeren molekillerin de serbest radikallere duyarlih@ g¢ok
fazladir. Oksijen radikalleri, peptit baglannin hidrolizi, disiilfid bag: tesekkiilii ve ¢apraz
baglanmalara yol agabilirler. Baz1 amino asit kalintilary, karbonil tiirevlerine doniigiir. Bu
oksidatif degisikliklerden sonra proteinler, proteolitik parcalanmaya karsi daha hassas
olurlar. Protein yapisinda olan enzimler, aktivite kaybina ugrayabilir veya daha az aktif
olurlar. Na-K-ATPaz enziminin tiyol gruplanmin oksidasyonu sonucu aktivite kaybi,
boylece hiicre igi ve disi iyon dagilimi bozulabilir (26,27) .

Hidroksil radikali ozellikle DNA’da deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek
bazlann modifikasyonuna ve zincir kisalmasina yol agar. Ayrica DNA polimerazi inhibe
eder, bu yiizden hiicre 6limine kadar giden siregleri baslatir, hiicre yaglanmasini
hizlandirir ve karsinogenezise yol agabilir (23,28).

Serbest radikaller hiicrede enerji metabolizmasim da etkiler. Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz enzimini inhibe ederek, NADH+H" azalmasina ve glikolizle ATP sentezinde
azalmaya sebep olurlar. Mitokondrilerde ise radikallerin etkisi ile hem i¢ membran
butinliigiiniin bozulmasi hem de ATP sentetaz aktivitesinde azalma sonucu ATP
seviyesinde bir dugiis olur. Siiperoksit radikali hiyaluronik asit pargalanmasina yol agarak
inflamatuar eklem hastahklarinin patolojik siirecinde de gorev alabilir (23,29).

T.C. YUKSEK DGR LTI KRR
DOKTMAMTASY Op MERKEZ]
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1r1 fagosit aktivasyonu
NADPH NADP* fnnu:f}o, y

GSH PSH\_/ Redoks dongiisii ilaglari

PSSG¥¢— GSSG GSH

"~

H,O < H;0, |+0; —— Direkt zarar verebilir

Otooksidasyonlar / Fe™

(tiyoller, adrenalin)

g
Direkt hasar
v

(DNA, Lipidler, Proteinler Karbohitratlar ) Fe™

\ ‘OH + 02

H;O
L Mitokondri i¢ membraninda Peroks#adikalleri H, GSH
0; \l haslar l azalnlam
LOO Mitokondrial membran Peroksitler Hasar daha artar
V LH potansiyelinde bozulma ( Diizensiz Ca™
LOO‘I‘y l Fe Daglimi)
R
Lipid peroksidasyonu Peroksi radikalleri
Alkoksil radikalleri
v Sitotoksik aldehitler
Hiicre Olimii Hiicre Oliimi Hidrokarbon gazlan

Coziinmeyen floresan komplekslerine

polimerizasyon

Sekil 2. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan olugan hiicre hasart mekanizmas (30).



Tablo 3. Hiicrelerdeki serbest radikal hedefleri (28).

Hedefleri Etkileri

Kiigiik molekiiller ve Protein denatiirasyonu ve gapraz baglarn olugpumu

Doymamig tiyol igeren amino enzim inhibisyonu, organel ve hiicre gegirgenlik

asitler degisiklikleri

Niikleik asitler Hiicre siklus degisiklikleri, mutasyonlar

Karbohidratlar Hiicre membram reseptor degisiklikleri

Lipidler Kolesterol ve yag asidi oksidasyonu, lipid gapraz
baglann olugmast

Kofaktérler Nikotinamid ve flavin igeren kofaktorlerde ve
aktivitelerinde azalma

Norotransmitterler Serotonin ve epinefrin gibi ndrotransmitterlerde
ve aktivitelerinde azalma

Antioksidanlar E vitamini ve § karoten miktannda azalma

Biyik molekiller proteinler Peptid zincirinde kopma denatiirasyonu

DNA Zincir kopmas: baz degisiklikleri

Hiyaluronik asit Sinoviyal siv1 akigkanhifinda degisiklik
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2.2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canh sistemlerde reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini diizenleyecek ve bunlann
olusturdufu hasan onleyebilecek bir ¢ok savunma mekanizmalar mevcuttur. Antioksidan
savunma Sistemi veya kisaca antioksidanlar olarak da bilinen bu mekanizmalar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engeller ve/veya reaktif oksijen turlerini (serbest
radikalleri) nontoksik bilesiklere dondiiriirler. Baglica, hiicrenin sitoplazmasinda ve
membraminda bulunurlar (21).

Hiicrede olugan radikallerin, detoksifikasyon islemi genellikle enzimlerle
gergeklegtirilir. Bunlar; SOD, Kat ve GSH-Px gibi O; ve H;0O; temizleyen enzimlerdir.
GSH-Px diigiik H0, konsantrasyonlarinda aktif iken, katalaz daha ¢ok yitksek H;O,
konsantrasyonlarinda aktiftir (31).

Antioksidan savunma sisteminin nonenzimatik bolimii, baz bilesikler ve
vitaminlerden olugur. Bunlar lipid fazda bulunanlar ve sivi fazda bulunanlar olmak iizere
iki gruba aynlabilir ve oksidasyon basamakiarinin gesitli safhalarinda etkili olurlar.
Antioksidanlar, bastinci, onarnici, toplayici ve zincir kinici olmak tizere dért ayn sekilde
etki gosterirler. Bastinc: etki; serbest oksijen radikallerin hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltan veya yok eden, toplayici etki, serbest oksijen radikallerini tutma veya onlan daha
zayif yeni molekiillere gevirme, ve zincir kinicy, serbest oksijen radikalleri ile etkileserek
zincir reaksiyonlarim sonlandirma iglemidir (23). ,

Antioksidan enzimler, metal baglayan proteinler, toplayici, baskilayici ve zincir
kinc: antioksidanlar ve difer antioksidanlar geklinde dort simfa aynlan antioksidan

savunma sistemleri ve etki mekanizmalan Tablo 4’de tzetlenmigtir.
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2.2.4. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkisi

Lipid peroksidasyonu, membran ve lipoproteinlerin yapisinda yer alan poliansatiire
yag asitleri (PUFA)’nin oksitleyici ajanlanin etkilerine maruz kalmas: sonucu meydana
gelir. Bu da geri doniisiiz membran hasarina yol agar. Bu peroksidasyon, kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler (49). Lipid peroksidasyonu, yag asidinin
polialkil zincirindeki metilen karbonunda bir hidrojen atomunun hidroksil radikali
tarafindan yakalanmasi ile baglar (Baglama reaksiyonu ).

LH + OH —» H,0 + L (Lipid radikali) Baglama reaksiyonu

Aerobik kogullarda eslesmemis elektron bulunduran bir yag asidi, molekiiler oksijen
ile peroksil radikali olugturmak iizere molekiler dizenlenmeye ugrar (ilerleme
reaksiyonu). Peroksil radikali oldukga reaktif olup PUFA’larla etkilesir ve membran
yapisinda degisikliklere neden olur. Uzama zincirinin uzunlugu, membrandaki yag asidi
orammna ve zincir kiricr antioksidanlarin varligina baglidir.

L + 0 ——3 LOO (Lipid peroksil radikali) Ilerleme reaksiyonu
LoO *tLH ————p | +p00g (ipid hidroperoksit)

Radikaller, bitisik yag asitlerinin bir hidrojenini yakalayarak lipid hidroperoksitlerini
de meydana getirebilir (23,50).

LOOH ——» LOO — Malondialdehit

Lipid peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA), 4- hidroksinonenal (HNE),
lipid hidroperoksitleri gibi oldukga toksik ve zararh yan triinler ortaya ¢ikar ki bunlar da
proaterojenik etkiler gosterirler. MDA, oldukga reaktif bir aldehit olup proteinlerin serbest
amino gruplan, fosfolipidler veya niikleik asitlerle reaksiyona girerek biyolojik
molekiillerde yapisal modifikasyonlara neden olurlar. Membranlanin yapilan bozulur,
gegirgenlikleri degisir ve iyon transportu ve enzim aktivitesi gibi fonksiyonlar etkilenir
(51,52).
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Serbest radikaller iyomolekiller izerinde olan bu tip etkilerden dolay: bir ¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynayabilir. Diabettes Mellitus (53), hiperlipidemi (54),
hipertansiyon (55), ateroskleroz, miyokard enfarktiisii gibi kalp hastaliklan (50), Behget
hastalig1 (56), psoniasis (5) ve romatoid artirit (57) gibi kronik inflamatuar olaylar, gesitli
deri, kan ve goz hastaliklari, Alzheimer (58), kanser ve yaghlk gibi pek ¢ok hastalikta
serbest radikal iiretiminin artti1 ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu
bildirilmigtir.

2.3. LDL Oksidasyonu

LDL’nin subendotelyal alanda endotel hiicreleri, monositler, makrofajlar, lenfositler
ve diiz kas hiicrelerinden salgilanan radikallerin etkisiyle yapisimin oksitlenmesi sonucu
okside LDL (oLDL) meydana gelir. Plazmanin yiiksek antioksidan kapasitesinden dolay:
LDL oksidasyonu genellikle subendotelyal alanda olur. Kan dolagimindaki oLDL miktar
¢ok diigiiktiir. Dolayistyla oLDL ler retikiiloendotelyal sistem hiicrelerince hizli bir gekilde
ortamdan uzaklastirthr (59,60).

2.3.1. LDL Oksidasyonunu Etkileyen Faktorler

Farklh LDL tiplerinin (LDL alt gruplarninin) oksidasyona yatkinliklan da farklidir.
Bu farkhlikda, LDL’ nin lipid muhtevas: ve antioksidan kapasitesi baglica etkenlerdir
(55,60). Bunlar iginde kugikk ve yogun olan LDL alt siifi oksidatif modifikasyona en
yatkin olamdir (61).

Poliansature yag asitlerinin monoansature yag asitlerine oram oksitlenebilirlikte
etkilidir. Monoansature yag asitlerince zengin LDL, oksidasyona daha az meyillidir.
Deneysel ¢aligmalarla LDL’nin oleik asit muhtevasiin arttnlmas: ile oksidasyona
duyarliifinin azaldif: belirlenmigtir (62). LDL’ nin poliansature yag asitleri, oksidasyona
karsi ¢ok duyarhidir. Bu sekilde ketonlar, aldehitler ve alkolerin de dahil oldugu yag asidi
tirevleri olugur. Bu tirevler son derece reaktiftir ve lizin bakiyeleri ile kovalan
modifikasyona girerek LDL’nin apo B’sini asetil LDL reseptorlerince taninan bir modifiye
protein haline gevirirler. Lesitinin 2.yag asidi ¢ikarnildi zaman son derece reaktif bir lipid
olan lizolesitin meydana gelir. Lizolesitin dolasimdaki monositler igin gigli
kemoatraktandir ve bu islevi arter duvarinda da sirdiirebilir. Ayrica gé¢ etmelerini

engelleyip lezyon igerisinde tutarak makrofajlarin hareketliligini inhibe edebilir (14,63).
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LDL nin antioksidan miktaninin yiiksek olmas: oksidasyona direnci arttiir. Dugiik
konsantrasyonda Vit E, diiz kas hiicreleri ve endotel hiicrelerinde LDL oksidasyonunu
onleyebilmektedir. Vit E’nin koruyucu etkisi, sadece endotel ve diiz kas hiicrelerinde degil,
monosit-makrofaj hiicrelerinde de olmaktadir (41). Vit E ve B-karoteni diigik olan
LDL’de otooksidasyon meydana gelebilir, PUFA’lar azalir ve aldehitler artar (64).

Dogal LDL ile kargilagtinlinca a-tokoferol (TOH) ile zenginlestirilmis LDL, F-10
ortamu ile baslatilmig oksidasyona daha duyarhidir. a-tokoferol’iin Cu?yi indirgemesiyle
meydana gelen Cu’, Cu'®den daha giigli oksidandir. Bu indirgenme esnasinda meydana
gelen a-TO" (tokoferoksil radikali) hidrofobik oldugundan LDL’den uzaklasamaz. Diger
antioksidanlarin bulunmadi durumlarda LDL oksidasyonu etkinlegir. Giigla bir radikal
toplayici olan koenzim Q (CoQioHz), a-TOa etki ederek onu uzaklastirmaktadir.

o-TOH + Cu? —009p oTO" + Cu’
G-TO' +COQloH2 — COQ]Q.- + a-TOH
CoQu + 02 _—— 5 CoQp + O

a-TO', lipid peroksidasyonunu ilerletirken, her bir CoQ;oHz molekili 1-2 serbest
radikal zincirini sonlandirdig ileri sirilmugtiir. LDL’nin CoQ,oHz muhtevas: lipoproteinin
bakirla oksidasyonunun ilk basamafina hassasiyeti ile ters orantili oldugu yam
CoQqoHz’niin, sadece Vit E’nin prooksidan aktivitesini onlemekle kalmadifi, aym
zamanda lipoproteinin oksidasyona direncini de arttirdid bildirilmigtir (42,43).

Oksidasyonda ilk once a ve y- tokoferol daha sonra da karotenoidler azalir. LDL
antioksidanlan tamamen kaybettikten sonra hizhi peroksidasyon baglar. LDL’nin
oksidasyona direnci, esasen antioksidan muhtevasi ile belirlenir (64).

Suda ¢oziinir antioksidanlar olan Vit C ve glutatyon konsantrasyona bagimh olarak
LDL direncini artirmaktadirlar (65). HDL, LDL oksidasyonun azaltici yonde etki gosterir.
Ancak LDL ile aym konsantrasyonda kolesterol ihtiva ettifinde oksidasyona karsi
LDL den daha duyarhdir (66).

Glikozaminoglikanlar da LDL oksidasyonunda etkili olmaktadwr. LDL-glikasyonu
oksidasyonu artinr (67). Plazma ve hiicre digt sivilarda selenyum, bakir, demir gibi
metallerin ve bu metalleri baglayan proteinlerin varlig, hiicrelerin oksidanlan salimm

hizim etkileyerek LDL oksidasyonunda rol oynamaktadirlar (68).



18
2.3.2. LDL’nin Oksidasyon Mekanizmas:

LDL oksidasyonu antioksidanlarin kaybolmast ile baglar. Daha sonra LDL
lipidierindeki PUFA’larin peroksidasyonu sonucu dien konjugatlar, ardinda da lipid
peroksitlerin pargalanmasi sonucu aldehitler, alkenler ve hidroperoksitler meydana gelir.
LDL yapisinda bulunan apo Bieo ya direkt oksidasyona ya da bu aldehitlerin bir
bolimiiniin, serbest e-amino lizin grubu ile daha ok kovalan baglarla etkilesmesi sonucu

daha kiigitk peptitlere parcalamirlar ve agrege olurlar (6,49,50) (Sekil 3).

Serbest kolesterol i P . Apolipoprotein
ve tostolipid kilih ;“’ﬂ w {Apo B-100)
ve trigliserid merkezi 1

Apo-8-100°n oksidasvonu
Ansature yag asidi yan zincirlerinin N}"(\ 5’“‘; e
oksidasyonu "N S L,,f"z
-CH,-CH= cwcu,—cnq:»cnzcu 4
A e s o
.x) (HOH )
cuzcnmﬂmc =CH-CHy-CH= S
nﬂzenlenme Nts 4 £ £
CH CH=CH-CHy CH= L coou
2" Dica konjugat e OO

Pargalsnmug. modifiye,
! ve agrege -l}w ApoB100

Okside
LDL

Sekil 3. LDL nin oksidasyon mekanizmast

LDL’n1 oksidasyonu sonucu agiga ¢ikan arinler Tablo 5’de zetlenmigtir.




Tablo 5. Okside LDL’de bulunan oksidasyon urinleri (69).

Hedef Oksidasyon iiriinleri Ornekler
Kolesterol Oksisterol 7-hidroperoksi kolesterol
(Serbest ve EK) 7-ketokolesterol

7-hidroksikolesterol
Yag asitleri Hidropeoksitler Linoleil hidroperoksit
Hidroksitler Linoleil hidroksit
Keton Okzo-detadekadienoat
F,-izoprostan 8-Epi-prostaglandin Fza
Aldehitler 9-okzononanoat
Apo B Pargalanma 3-klorotirozin
Capraz baglanma Ditirozin
Amino asit oksidasyonu Hidroksilosin

Amino asit tirevlendirilmesi

2.3.3. Okside LDL sekilleri

Okside LDL sekilleri Sekil 4’de gosterilmigtir. Dogal LDL (A), dolagitmda bulunan
peroksilipidler ve diger proteinlerle etkilesmesi sonucu degisiklige ugramaktadir (B).
Ancak (B) yapisi, lipid peroksitleri ve aldehitleri bulundurmaz ve LDL reseptorleri ile
pargalanir. Normal veya patolojik olaylar sonucu hafif okside (MM) LDL (C)’de PUFA ve
antioksidanlarin miktarlari azalmistir. Biyolojik olarak aktiftir ve lipid peroksidasyonu ve
lipid hidroperoksit dekomposizyonunun erken fazinda olusmaktadir. Apo B’de onemli
degisiklikler olmadan lipidler okside olmaktadir. Orta derecede oLDL (D)’de Apo B
pargalanmistir ve Apo B’nin yapisinda gapraz bagh okside polipeptidler olugmaktadir.
PUFA ve antioksidanlar oldukga azalmis, lipid peroksitler artmi§ ve lizolesitin gibi yeni
lipidler olugmustur. Agir oLDL (E)’de kovalan etkilesimler sonucu amino asit bilesimide
degismis, gok sayida lipid aldehitler ve lizolesitin olusmustur. oLDL, ¢opeii reseptorler
(SR-AUI) tarafindan taninacak hale gelmistir ve makrofajlarda lipid birikimi ve kopuk
hiicre olusumu gorilir. Cesitli hucre tipleri igin sitotoksiktir ve kan monositleri igin

kemotaktiktir (68).
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Sekil 4. oLDL gekilleri (68). EK : Ester kolesterol, AO: Antioksidan, FK: Fosfatidil
kolin, LFK: Lizofosfatidilkolin, oFK: Okside fosfatidilkolin, oEK: Okside ester kolesterol.

2.3.4. Okside LDL’nin Kimyasal, Fizikokimyasal ve Biyolojik Ozellikleri

Kimyasal ve Fizikokimyasal Ozellikleri (39.70.71

e  Antioksidanlar kaybolmustur.

. Fosfatidilkolin ve kolesteril esteri muhtevas: azalmus, lizofosfatidilkolin ve oksisterol
mubhtevast ise artmigtir.

e PUFA’lanin bir kismi veya gogu kaybolmus, hidroksi ve hidroperoksi-PUFA
muhtevasi artmigtir.

e  Konjuge dien muhtevas: yiiksektir.

e« MDA, hekzonal, HNE, ve diger aldehitleri artmgtir. Spesifik antikorlarla algilanan
Apo B’deki MDA ve HNE epitoplan vardir.

° 360 nm’de eksitasyon ile 430 nm’de giiglii floresans gosterir.

e  Apo B yapist ve fosfolipid tekli tabakast konformasyonal defigime ugrar. Apo
B’deki serbest amino gruplart kismen kaybolur ve apo B daha kiigiik peptidlere pargalanir.
. Elektroforetik hareketliligi ve dansitesi (1,06-1,08) artmugtir.

e  Agregasyona meyli ve heterojenitesi artmustir.
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Biyolojik Ozellikleri(40,70,71

. Copgi reseptorler ve diger reseptorler yoluyla makrofajlarca alimi ve pargalanmast
artmugtir.

2 Bir ¢ok hiicreye kars1 sitotoksiktir.

e  Monosit ve diiz kas hiicreleri igin kemotaksisi artmigtir.

e  Guanilat siklazin NO aktivasyonunu inhibe eder.

° Asetilkolin, NO ve nitrogliserinle inditklenmis izole diiz kaslann gevsemesini
engeller.

e  Tromborezistans aktivitesini artiran protein kinaz C'yi baskilar, endotel hiicre
kiiltiiriinde hiicrelerin doku faktorii aktivitesini arttirir.

. Monosit-makrofajlarca PDGF salinimi ve PDGF-mRNA iretimini baskilar.

e  Makrofaj glutatyon muhtevasi yaklasik iki kat artar.

. Endotel hiicre kiltirinde MM-LDL ile muamelesi, cok sayida biyolojik aktif
faktorlerin dretimini uyanr. Bu faktérler ; monosit kemotaktik faktor (MCP-1), endotel-
lokosit adezyon molekiilleri (monosit baglayici molekiiller) (ELAM), monosit biyime
faktorleri (M-CSF), graniilosit biyiime faktorleri (G-CSF) ve koagulasyona esansiyel doku
faktorleridir.

. Antijenik yap1 kazanmustir.

2.3.5. Okside LDL Antikoru (oLAb)

oLDL seviyesini in vivo sartlarda belirlemek ok zordur. Ciinkii, LDL oksidasyonu
genellikle subendotelyal alanda gelisir ve meydana gelen oLDL, makrofajlarca hizli bir
sekilde toplanarak kopiik hiicre olugumuna katihr. oLDL’ye karsi olugturulan
otoantikorlar, direk oksidasyonu gosteren parametrelerden biri olarak kullanilmaktadir
(69,71). Insanlar ve hayvanlar tizerinde yapilan aligmalara gore lipoproteinlerde meydana
gelen degisiklikler, ozellikle de oLDL seklinde farklilasma humoral immin cevaba ve
otoantikor iiretimine neden otur ve dolasimda oLDL’ye kargi otoantikorlar ortaya gikar.
Dolagimdaki otoantikorlar aterosklerotik lezyondaki oLDL’yi taniyabilmektedir (72). MM-
LDL’nin gok gighi immiinolojik ozellige sahip oldufu gosterilmistir. Modifiye apo B,
oLAb epitoplarina kar: oldukea immiinojeniktir. oLDL ile aterosklerotik lezyondaki 6zgiil

T.C. YUKSEKOGRETIM KURD Ly
DPOKUMANTASYON MERKEZ]
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antikorlar arasinda immiin kompleks olustugunun bulunmas: in vivo olarak oLDL’nin
olusabildigini gostermektedir (73).

LDL reseptorii eksik fareye kolesterolce zengin diyet uygulandiginda, aterogenez
derecesi ile otoantikor geligimi arasinda bir iliski bulunmustur. Lezyonda oLDL birikimi,
otoantikor olusumunu tesvik etmektedir. Otoantikorlann fazla olmasi da lipid
peroksidasyonunun yiiksek oldugunu yansitmaktadir (74). LDL oksidasyonu esnasinda gok
sayida reaktif lipid peroksidasyon uriinleri olusur. Apoproteinlerde ve lipidlerde
degisiklikler meydana gelir; Poliansattre yag asitlerinin yikim urinleri olan g¢ogu
imminojenik  ozellikte oldukga reaktif aldehitler olusabilir. MDA-lizin, 4-HNE-lizin,
Cu'?-LDL ve hipokloritle oLDL epitoplarina karsi antikorlar tespit edilmistir. Karotid
aterosklerozlu bir hasta grubunda MDA-lizin epitopunu taniyan otoantikor dizeyinin,
kontrol grubuna gore anlamh olgude yitksek oldugu ve bu otoantikorlarin lezyonun
ilerleyigini gosteren bagimsiz bir gosterge olabilecegi bildirilmistir. oLAb ile karotid
aterosklerozun ilerleyisi arasinda bir korelasyon gorilmiigtir (75).

Arteriyal tromboz gegirmis hastalarin aterosklerotik plaklarinda oLDL epitoplarint
algilayan Ig G seviyesi yiiksek bulunmustur (76). Sistemik lupus eritematozus (77), iiremi
(78), preeklampsi (79) gibi hastaliklarda, normal ve komplikasyonlu gebelerde gebe
olmayanlara gore, oLAb serum konsantrasyonunun artmis oldugu gozlenmistir. Aynca
karotid aterosklerozunda (75), koroner arter hastaliginda (76), diabette (77), periferal
vaskiiler hastalikta (80) ve Behget hastaliginda (81) otoantikor seviyesinin arttigi
belirtilmigtir.

2.3.6. Okside LDL ve Ateroskleroz

Aterosklerotik islevin baslangicinda ve gelisiminde endotel fonksiyon bozuklugu
onemli rol oynamaktadir. Arter duvarina giren LDL, endotel hiicreleri, diz kas hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan  salgilanan serbest radikaller tarafindan okside edilirler.
Subendotelyal alanda LDL nin oksidasyonu, endotel hiicrelerinden kemotaktik faktorlerin
salimimimi arttirir (MCP-1). Monosit ve T lenfositler subendotelyal yiizeye gegerler. MM-
LDL’nin uyanm ile endotel hiicrelerinden salinan CSF’ler, monositlerin makrofajlara
dénusmesini uyarir. Artan subendotelyal makrofajlanin etkisiyle LDL’nin oksidasyonu
devam eder ve kopik hiicre olusumuna yol agar (69). Modifiye LDL’nin glikasyonu ve
agregasyonu ve LDL’nin fosfolipazlar ve proteoglikanlarla etkilesimi, arter duvar

hicrelerince LDL almim arttinir. Kopik hucrelerde bol miktarda kolesterol esterleri
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birikir. oLDL’nin makrofajlarca alimmi ¢0pgt reseptorler iizerinden gergeklesir.
Makrofajlarin gogii yani arter duvarindan cikist oLDL tarafindan engellenir. Sonugta arter
duvarinda patolojik seviyede kolesterol birikir. Olusan aterom plags, kopik hiicrelerinin
pargalanmast sonucu agiga gikan hidrolitik enzimlerin etkisiyle yirtilir. Yirtilmig aterom
plag iizerinde, koagiilasyon sisteminin devreye girmesi ile tromboz gelisir. Bu da damar

tikaniklig1 ile sonuglanabilir (17,82).

oLDL’nin aterogenez gelisimindeki rolii Sekil 5°de gosterilmektedir.

Manosit T Lenfosit

Sekil 5. oLDL’nin subendotelyal aterosklerotik olaylardaki roli.
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2.4. Psoriasis

Psoriasis, diinya niifusunun % 1-3’tiniinde gorillen, aktivasyon ve remisyonla
seyreden sedefi-beyaz skuam renginden dolay: halk dilinde ‘Sedef Hastaligi’ olarak bilinen
kronik inflamatuar bir deri hastahfidir. Artmig epidermal proliferasyon, anormal
farkhlasma, inflamasyon ve vazodilatasyon ile karakterizedir. Bélge ve toplumlara gore
gorilme sikhi degigmektedir; Kafkas wkinda yaygin iken, Afrikalilarda ve giiney
Amerikalilarda nadirdir. Kuzey Avrupa ve kuzey Amerika beyaz wrkinin yaklagik % 2’sini
etkilemektedir. Siyahlarda nadir gorilir. Her yasta ortaya cikabilir. Ancak en sik
gorildiigi yaslar, 10-35 yag arasidir (4,83).

2.4.1. Etyolojisi

Etyolojisi kesin olarak bilinmemektedir. Ancak, genetik, metabolik ve immiinolojik
mekanizmalardan kaynaklandifi ileri siiriilmektedir. Psoriasis lezyonlarimi tetikleyen
uyarilar; gevresel faktorler, fiziksel travma (kaginmna, giines yamg, veya ameliyatlardan
kaynaklan travmalar), enfeksiyon, HIV viriisii, alkolizm, farmakolojik ajanlar (nonsteroidal
anti-inflammatuar ajanlar, B-adrenerjik reseptor antagonistleri, anjiotensin déniistiiricii
enzim inhibitérleri, antimalaryaller, lityum, sistemik kortikosteroidler), sitokinler, iklim
(kisin artar, yazin azahr) ve hamileliktir (84). Psikolojik stres ve nérd-immiinolojik
mekanizmalar ise bu lezyonlann olusumunu arttirmaktadir (85). Ust solunum yolu
enfeksiyonlari, ozellikle gocuklarda, psoriasisin siddetlenmesine neden olur (86).
Superantijenler olarak etki eden bakteriyal endotoksinler, T lenfositleri, Langerhans
hiicrelerini ve keratinositleri aktive ederek patolojik etkilerini gésterirler. Grup A hemolitik
streptokoksik enfeksiyonlar, akut guttat psoriasisin baglamasina ve kronik psoriasisin
artmasina yol acar. Streptokokal superantijenler, kutantz lenfosit antijenlerinin

ekspresyonunu indiikler ve T lenfositlerinin deriye gé¢ etmelerine neden olur (83,84).
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2.4.2. Patofizyolojisi

Psoriasisde hedef hiicreler; keratinositler, fibroblastlar ve endotel hicreleridir. En
Onemli patolojik anormallik, keratinositlerin anormal diferansiyasyonu ve inflamatuar
hiicrelerin deriye infiltrasyonudur. Psoriasisli fibroblastlar, normal keratinositlerin
hiperproliferasyonunu indiklemektedir. Normal epidermisde bazal keratinositler, yaklagik
13 giinde bolinarler ve 26 gan iginde ise olgunlasir ve dokiliirler. Hiperprolifere olmus
psoriasisli keratinositlerin hiicre dongiisii 1,5 giin, olgunlagmas: ise 4 gin siirer (4,86).

Fibroblastlar, parakrin ya da muhtemelen endokrin mekanizmalarla keratinosit
proliferasyonunu diizenleyen ¢ok sayida sitokin ve bilyime faktorlerini tretirler.
Psoriasisde gozlenen inflamasyonunda lokotrienler onemli rol oynar (87). Psoriasisli
epidermisde keratinositlerde mitojenik aktiveteye sahip gughi bir kemotaktik bir ajan olan
LTB, iretimi artrugtir. 12-lipoksigenaz tirini 12-HETE, psoriasisli lezyonal derideki
LTBs'den daha yiiksektir Membran fosfolipazlarimn agin aktivasyonu, psOriasis
patofizyolojisinde anahtar rol oynar (88). Psoriasisde epidermal diagilgliserol (DAG) ve
serbest aragidonik asit seviyesi artar. Fosfolipaz C’nin reseptorie uyanlmasi, tetikleyici rol
oynamaktadir. DAG’1n siirekli artmas:, protein kinaz-C (PKC)’yi siirekli arttinir (89). PKC,
IL-8 uretimini uyarir. Psoriasisli deri lezyonlarinin epidermal keratinositlerinde, IL-8 ve
IL-8R ekspresyonu artmugtir. IL-8, keratinosit hiperproliferasyonundan ve lokosit
infiltrasyonundan sorumludur (4,87).

Endotel hiicreleri, adezyon molekiillerini eksprese ederek psoriasis fenotipi
gelisimine katilir. Psoriasis lezyonlaninda anormal olarak diizenlenen TNF-a ve INF-y gibi
biyame faktorleri ve sitokinler, psoriasisli plaklarda, kapiller ve postvenul endotelyal
hiicrelerinin yuzeyindeki ICAM-1, ELAM-1 ve VCAM-1 adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu  indiikleyebilir. Bunu da T-lenfositlerle etkilesimi saglayarak
keratinositlerle ya da T hicrelerinin dermise go¢ etmesini saglayarak endotel hiicreleriyle
yaparlar. Psoriasisli keratinositler, T hiicresinin sitokinleriyle etkileserek kendi sitokinlerini
sentezlemek Gizere uyarilirlar (4). Psoriasisli epidermis, normal deri ile karsilagtinldiginda,
IL-1a digik, non-fonksiyonel olan IL-1B ise yiiksek bulunmustur. Toplam IL-1
biyoaktivitesi azalmaktadir, ve bu azahy psoriasisli deride bulunan IL-1 reseptorii varligina
baglanmaktadir (90). IL-2, IL-6, IL-8 gibi sitokinler, direkt olarak keratinosit
proliferasyonunu  uyanr (87). Immiin ve inflamatuar hiicreler, psoriasisli fenotipin

epidermal ve dermal degisikliklerine neden olur. Endotel hiicre adezyon molekiilleri,
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travma ile indiklenir. Immin -hiicreler, deriye go¢ etmek ve psoriasis lezyonunu
indiiklemek igin bu mekanizmay1 kullanabilir (4).

2.4.3. Klinik Belirtileri

Psoriasisde, deride, klinik seviyede farkedilebilir degisimler meydana gelmektedir.
Deri lezyonlari, tipik olarak keskin smmrh eritemli skuaml papil ve plaklarla
karakterizedir. Psoriasisli skuamin rengi giimils beyazi, giimisiimsii gri veya sedef rengi
olarak tammlanmustir. Lezyonlar genellikle sagh deri, diz, dirsek, lumbosakaral bélge
cksremitelerin ekstansor yiizii, tunaklar ve genital bolgede yerlesir. Nadiren kasinti ve
yanma gibi subjektif yakinmalara neden olur. Lezyonlarin boyutu degiskendir ; erken akut
donemde 1 mm’den daha az olabilirken, hizla gelisen hastalikta 10 cm veya daha fazla
olabilir. Bireylerin % 40’1 tam remisyona ulagabilir. Remisyon dénemi degisken olmakla
birlikte genellikle kisa siirelidir (86).

Psoriasisde iki biyolojik belirti gbzlenmektedir (84):

1) Hizlanmg ve eksik farklilasma sonucu epidermal hiperproliferasyon,

2) Notrofil mikroabselerinin olusumu ve artmus T lenfosit toplanmasi nedeniyle
epidermis ve dermisin inflamasyonu.

Hastaligin aktivite ve yayginhigi, klinik olarak PASI (Psoriasis Area and Severity
Index : Psonasis alan ve siddet indeksi) kriterleri kullamlmaktadir. Ancak, bazen klinik
sonuglarla uygun olmayan sonuglar verebildiginden kesin hastalik kriteri olarak
kullan:lmas: uygun degildir (91).

2.4.4. Tedavi

Psoriasis tedavisinde, kortikosteroidler, Vit A ve Vit D tiirevleri, PUVA, metotreksat,
hidroksiiire ve siklosporin kullamlmaktadir. Bu molekilllerin her biri spesifik sitozolik
reseptorii ile kompleks olusturarak, farkl etkileri dretirler. Tedavide genel amag; DNA
sentezini inhibe ederek mitotik aktiviteyi azalmak ve epidermal yenilenme zamamm
normale dondirmektir. Eikosapentaenoik asit (EPA), lokotrienlerin iretilmelerini ve
aktivitelerini inhibe eder. Bu nedenle psériasisde w-3’ce zengin balik yagimin kullanim
onerilmektedir (87,93).



27
2.5. Psoriasis, Oksidan-Antioksidan Denge ve Aterosklerozia iliskisi

Psoriasisde, karacier ve ekstrahepatik dokularda lipid bilesimlerinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan lipoprotein reseptorlerinin hiicre yiizeyine tagimmi
degismektedir. Psoriasisli deri fibroblastlaninda LDL reseptorii aktivitesi digiikligiine
bagl: olarak, LDL de artis oldugu bildirilmigtir (93). Ayrica bu hastalarda, VLDL , LDL,
TK, TG ve Lp(a) seviyelerinin yiiksek, HDL seviyelerinin ise digiik olmas: en yaygn
gozlenen bulgulardir (20,94). Apo B, C-II ve C-III seviyelerinin yiikselmesi apolipoprotein
sentezi artigina ya da bozulmug turnoverina baglanmaktadir. Bunlann psériasisde artmasi,
trigliseridce zengin lipoproteinlerin birikimi ile sonuglanmaktadir. Lipid profilindeki
degisiklik psoriasisde ateroskleroz geligimi igin bir zemin olusturmaktadir (2). Psoriasisde
hiperlipoproteineminin nedeni tam belli degildir. Muhtemelen yag asidi degisikliklerinden
kaynaklanmaktadir. Psoriasisde plazma lipidlerinde ve adipoz dokuda linoleik asit ve a-
linolenik asit azalir. Fosfolipid yag asidi bilegsimindeki degisiklikler (aragidonik asit artigt)
membram serbest radikallerle lipid peroksidasyonuna maruz birakir (3). Buna ilaveten
cesitli hormon ve sitokinlerle uyarilara cevaben fibroblastlar aracilif ile de reaktif oksijen
radikalleri meydana gelmesi psoriasisde lipid peroksidasyonu artirici yonde etki gosterir
(11).

Yapilan caligmalanin bir gogunda, deride, epidermisde, PMN-lokositlerde ve
eritrositlerde antioksidan aktivitelerin diigtiiii tespit edilmigtir (3,10,95). Genetik faktorler,
sentez yetersizligi, salilim bozukluklan, selenyum eksikligi gibi etkenler nedeniyle
antioksidan seviyelerinin azalmasi, inflamasyon sonucu artmuy serbest oksijen
radikallerinin olujumuna neden olmasi ve bu oksidan/antioksidan dengesisizliginin
inflamatuar hastaliklarda bozulan lipid ve lipoprotein metabolizmasi tizerine etkisi sonucu
meydana gelen degisiklikler psoriasis hastaliginda ateroskleroz igin risk olusturmaktadir
(3,94).



3.1. Materyal

3. MATERYAL ve METOD

3.1.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Derin dondurucu (-85 °C Ultra /sw Freezer, NUAIRE).
Densitometre (Anton Paer DMA 35 N)

Elektroforez tanki (SEBIA K20)

Gig kaynag (HELENA Titan Plus)

Hassas terazi (MP-300, Elektronik Balance, CHYO).
Kangtirici (Autovortex Mixer SA2).

Kuartz kivetler (SIGMA)

Magnetik kangtirici (IKA Labortechnik).

Nefelometre (Behring Nephelometer, BN II ).

Otoanalizér (HITACHLI, 917)

Otomatik kan sayim cihazi (Coulter, STKS).

pH metre (HANNA Instruments 8416)

Rotor (BECKMAN, Type 90 Ti Rotor, sabit agil)
Santrifiy (Labofuge 200, HERAUS).

Sicaklik ayarlayicisi (CPS-Controller, SHIMADZU)
Spektrofotometre (UV-1601, UV Visible Spectrophotometer, SHIMADZU).
Su banyosu (BM 402, NUVE).

Ultrasantrifiij (BECKMAN, Optima LE8OK Ultracentrifuge)

Ultrasantrifiij tiipleri (BECKMAN, Lot No:9.30-99, Polikarbonat, 10,4 mL )
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Ad _Firma Ozellizi
Albumin(sigir) (BSA) %98 SIGMA -
Bakir Siilfat Pentahidrat MERCK 249,689 g/mol
B-Nikotinamid Diniikleotid Fosfat, (Rediikte 8- NADPH) SIGMA 833.4 g/mol
Di Sodyum Hidrojen Fosfat (+7 H;0) MERCK 268,07 g/mol
itg;ndlamln Tetra Asetik Asit, (disodyum tuzu) (EDTA) SIGMA 372.2 g/mol
Flavin Adenin Dinikleotid (FAD) SIGMA 829.5 g/mol
Folin-Ciocalteu fenol rektifi SIGMA 2 N
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) SIGMA 200 U
Glutatyon Rediiktaz GR,(bira mayasi) SIGMA 500 U
Glutatyon (GSH) (rediikte form) SIGMA 612,6 g/mol
Glutatyon (GSSG) (okside form) SIGMA 612,6 g/mol
H20;, %30 wiw SIGMA 34,01 g/mol
Hidroklorik Asit MERCK 36,46 g/mol
Imidazol 1,3-Diazo 2,4-Siklopentadien MERCK 68,08 g/mol
Ksantin MERCK 152,11 g/mol
Ksantin Oksidaz MERCK 50 U
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH) SIGMA 765,4 g/mol
Okside LDL antikoru tayin kiti BIOMEDICA Cat No:BI-20032
Potasyum Di Hidrojen Fosfat MERCK 136,09 g/mol
3-(sikloheksilamino)-1-1 propan siilfonik asit (CAPS) SIGMA 2213 g/mol
Sodyum Bromiir MERCK 102,9 g/mol
Sodyum Di Hidrojen Fosfat (+2 H,0) MERCK 358,14 g/mol
Sodyum Dodesil Silfat (SDS) MERCK 288,38 g/mol
Sodyum Hidroksit MERCK 40,00 g/mol
Sodyum Karbonat MERCK 105,99 g/mol
Sodyum Kloriir MERCK 58,44 g/mol
Superoksit Dismutaz (SOD) (si8ir karacigeri) SIGMA 3000 U
t-butil hidroperoksit d=0.94 g/mL SIGMA 166,2 g/mol
1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP) SIGMA 164,2 g/mol
2-tiobarbitirik asit (TBA) SIGMA 144,1 g/mol
Tris (hidroksimetil)-aminometan MERCK 121,14 g/mol
2-(4-tyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolyum
Klorar (INT) SIGMA 505,7 g/mol
2.C. YORSEXOCRETIM KURULY

DOKDMANTASYON MERKEH
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3.2. Metotlar

3.2.1. Deneyin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmas:

Bu ¢ahsma KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Dermatoloji ABD’na 1999-2000
déneminde bagvurar cesitli yas ve cinsiyette 35 psoriasis hastasi iizerinde yapildi. Bu
hastalarda PASI skorlan belirlendi. Ayni donemde saglik kontrolii igin bagvuran benzer
yas gruplarinda ve cinsiyette 35 saghkl: kisi kontrol grubu olarak alindi. Hastanede saghk
kontroliinden gecen kontrol grubunun anamnez, fizik muayene, rutin klinik laboratuvar
incelemeleri sonucu higbir patolojik bulgu tespit edilemedi.

Bir gecelik (12 saatlik) aghk donemini takiben, kan 6rnekleri, brakial venden ; kan
hiicre sayimi, antioksidan enzimler ve LDL oksidasyonu takibi igin antikoagulanl
vakumlu tiplere (Img/mL EDTA), spesifik proteinler ve serum biyokimyasal
parametreleri igin ise antikoagulansiz vakumlu tiplere alindi. 20 dakikalik oda sicakhifinda
inkiibasyonu takiben 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serum ve plazmalar elde
edildi. LDL izolasyonunda kullaniimak tizere plazma elde etmek igin EDTA’l tiplerle
alinan kanlar 4000 rpm’de 20 dakika satrifiijjlendi. Plazmalan alindiktan sonra kalan
hiicreler, eritrositlerde antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyon drinleri tayininde
kullanilmak tizere 3 kez 10 mM PBS (pH 7,4) ile yikanarak eritrosit paketleri elde edildi.

Giinlik rutin analizler disinda kullamlacak ornekler, -85 °C’de sakland:.

3.2.2. Otoanalizorlerde Tayin Edilen Parametreler
3.2.2.1. Lipid ve Lipoproteinlerin Tayini

Total kolesterol (TK), trigliserid (TG) ve LDL-kolesterol (LDL-K) tayini, Hithachi
917 otoanalizériinde, Roche kitleri kullanilarak yapildi. TK ve TG tayini i¢in enzimatik-
kolorimetrik yontemler kullanildi. HDL-kolesterol (HDL-K) tayini i¢in dekstran siilfat ile
¢oktiurme igleminde sonra enzimatik kolesterol tayin yontemi kullamldi. Tum analizler

gunliik kalite kontrol galigmalarini takiben yapild:.
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3.2.2.2. Spesifik Proteinlerin Tayini

Dade Behring Nepholometre (BN II, Germany) cihaz1 ile apo Al, apo B,
seruloplazmin, C-reaktif protein (CRP) ve fibrinojen tayinleri yapildi. Testlerin prensibi
monoklonal immiinopresipitasyon metoduna dayanmaktaydi. Orjinal kitler kullanildi. Tim
analizler giinliik kalite kontrol ¢aligmalarini takiben yapild:.

3.2.2.3. ESH Tayini

Eritrosit sedimentasyon hiz1 (ESH), klasik Westergren metodu ile tayin edildi.

3.2.2.4. PMIN-Lokosit Tayini

Polimorfoniikleer lokosit (PMN-Lokosit) sayimlan otomatik kan sayim cihazinda
yapildi (STKS, Coulter).

3.2.3. Manuel Cahisilan Parametreler
Plazma lipid hidroperoksit (LHP) diizeyi, eritrosit MDA, antioksidan enzimler,

okside LDL antikoru (oLAb) ve LDL oksidasyon kapasitesi seviyeleri spesifik metotlarla
spektrofotometrik olarak tayin edildi.
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3.2.3.1. Antioksidan Enzimler
3.2.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Superoksit Dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD) tayini, Mc Cords ve Fridowich’in (96)
metoduna gore yapildi O, radikalinin hidrojen peroksit ve molekiler oksijene
donistimiinti  katalizleyen (Reaksiyon 3) SOD enziminin aktivitesi, ksantin-ksantin
oksidaz (XOD) sistemi tarafindan iiretilen O, 'nin (Reaksiyon 1), 2-(4-iyodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazolium kloriir (INT) ile reaksiyonu sonucu olusan kirmizi formazan
boyasinin (Reaksiyon 2), 505 nm’de verdigi optik dansite spektrofotometrik okunarak
tayin edildi. Plazma ve eritrositlerde bulunan SOD’un, ortamdaki O: ’ni uzaklastirmast
sonucu optik dansitede meydana gelen azalmadan yararlanarak SOD tarafindan
katalizlenen reaksiyonun % inhibisyonu hesaplandi. %50 inhibisyona kars: gelen SOD

miktan bir enzim iinitesi olarak alindi.

XoDp -

Ksantin —p Urik asit + O (1)

INT + 0, ——p Formazan boyasi (2)
. SOD

20, —» 0; + H;0, (3)

Cozeltilerin hazirlanmasi

1. Fosfat tamponu (pH 7,0), 0,01 M;
1,56 g NaH,PO4 2H,O yaklagik , yaklasik 800 mL deiyonize suda ¢ozilerek 1 N
NaOH ile pH’s1 7,0 "ye ayarland: ve hacim 1 L’ye tamamland:.

2. Ksantin oksidaz, (XOD), 80 U/L ;
25 plL orjinal XOD (50 U, 20000 U/L) sispansiyonundan alinarak hacim, 10 mL’ ye
deiyonize su ile tamamland:. Giinliik hazirlandi.

3. CAPS [3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit] (pH 10,2), 50 mM;
5,5 g CAPS , 450 mL deiyonize suda ¢ozildi. 1 N NaOH ile pH 10,2’ye

ayarlandiktan sonra hacim 500 mL’ ye tamamlandi.
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4. Substrat Karigims;
Ksantin, 0,05 mM : 1,9 mg ksantin tartilarak 250 mL. CAPS tamponunda ¢bziildii
(+4 °C’ de 10 giin kararhidir). INT, 0,025 mM : 3,16 mg INT tartilarak 250 mL
CAPS tamponunda ¢oziildii (+4 °C’ de 10 giin saklanabilmektedir).
5. SOD standartlari , Orijinal SOD (3000 U/0,2 mL);
Orijinal SOD’dan fosfat tamponu ile seyreltmeler yapilarak 8 U/mL, 4 U/mL, 2
U/mL, 1 U/mL ve 0,5 U/mL’lik standartlar giinliik hazirland:.

Deneyin yapilisi

Eritrosit paketleri, reaksiyonu yaklagtk % 30-60 inhibe edecek sekilde fosfat
tamponu ile seyreltildi. Plazmalar ise direkt ilave edildi. Asagidaki tabloya gore
pipetlemeler yapildi.

Caligma kori Standart Seyreltilmis numune

(mL) (mL) (mL)
Numune - - 0,05
Standart - 0,05 -
Fosfat Tamponu 0,05 - -
Substrat Karigimi 1,7 . 1,7 1,7

Kivetler iyice kangtinldi.

Ksantin Oksidaz 0,25 0,25 0,25

Kiivetler tekrar kangtinilarak 30 s’lik bir gecikme fazindan sonra 505 nm’de ve
37 °C’de baslangig absorbans: (A,) ve 3 dakika sonra son absorbans okundu (A;).

Sonuclann hesaplanmasi

% Inhibisyon = 100 - [(AAnumune (standart))/( AAcaligma kérii)}x100

¢.C. YOXSEKOCRETIM KURULU
DOKUMANTASYON MERKEZS
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Sekil 6. SOD aktivitesi igin standart konsantrasyonuna kars: % inhibisyon grafigi.
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Sekil 7. SOD aktivitesi igin standart konsantrasyonlarin logaritmasina karsi %
inhibisyon grafigi.
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% SOD inhibisyonu standart grafigi (Sekil 6) ¢izildi. Bu grafik, [SOD]’un
logaritmas: alinarak lineer hale getirildi (Sekil 7). Elde edilen semilogaritmik standart
grafik yardimi ile numunelerdeki inhibisyon hesaplandi. Sonuglar seyreltme faktoru ile
carpilarak U/mL olarak SOD degerleri belirlendi. Aktiviteler eritrositlerde g Hb bagina

ifade edildi.

3.2.3.1.2. Katalaz (Kat) Aktivitesi Tayini

Hidrojen peroksidin oksijen ve suya hidrolizini katalizleyen katalaz (H,O; : H;0O;
oksidoreditktaz, EC 1.11.1.6) aktivitesinin tayininde Aebi’nin metodu kullanild: (97).

Kat
2 HzOz —_— H20 + 02
240 nm’de H,O; nin bozulmast neticesinde absorbansdaki diigiis takip edildi.

Cozeltilerin _hazirlanmasi

1. Fosfat tamponu ( pH 7,06), 50 mM;
81 g KH,PO,4, 1 L ve 8,90 g Na;,HPO,2H,;0 , 1 L deiyonize suda ¢ozildii. Bu
cozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraminda kangtinildi. Gerektiginde asit baz ilavesi ile pH
7,0’a ayarlandi.

2. Hidrojen peroksit, 30 mM ;
0,34 mL % 30’luk H,O; alinarak hacim fosfat tamponu ile 100 mL’ye tamamland:.
Giinliik hazirlandi.

Deneyin yapilist

Paket eritrositler Hb konsantrasyonu 5 g/dL olacak sekilde seyreltilerek hemolizatlar
hazirland:1. Asagidaki tabloya gére pipetlemeler yapildi.

Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 1 -
Numune 2 2

H20; - 1
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Hidrojen peroksit ilave edilir edilmez 30 s boyunca 240 nm’de absorbanslardaki

disis izlendi. Baslangig absorbanst yaklasik 0,500 olmas: gerekir. 0,500 olmazsa H,0;
konsantrasyonu yeniden ayarlandi. AAz4 /At=15 s, 0,100 den biyiik ve 0,020 den de
kiigiik olmamalidir (97).

Sonuglarin hesaplanmasi

Katalaz aktivitesinde birim olarak birinci derece reaksiyon hiz sabiti (k) kullamlidi.
15 s’lik zaman arahg; igin agagidaki esitlikten yararlanilarak aktivite hesaplandi.

k=(2,3/15)x log(A/Az) = 0,153 x log (A1/A;) s

Burada A;:Baslangi¢ absorbansi A;: 15 s sonraki absorbans.
Eritrositlerde g Hb bagina aktivite hesab: yapildi (k/g Hb). Seyreltme faktori ile

carpild.

3.2.3.1.3.Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi Tayini

Okside glutatyonun (GSSG) NADPH varliginda rediikte glutatyona (GSH)
indirgenmesi katalizleyen glutatyon reditktaz (NADPH : okside glutatyon oksidorediiktaz,
EC 1.6.4.2) aktivitesi tayini, Goldberg ve Spooner’in (34) metoduna gore yapildi.

GSSG + NADPH+H' 29 2GSH + NADP"

Reaksiyon ¢ift yonlii olmasina ragmen daha ¢ok saga dogrudur. Katalitik aktivite,
NADPH’1n absorbansidaki oksidasyondan dolay1 azalma 340 nm’de takip edilerek kinetik

olarak belirlendi.

Cozeltilerin hazirlanmasi

1. a)EDTA, 8,25mM ;
0,31 g EDTA- Na;.2H,0 100 mL deiyonize suda ¢ozildi.
b)EDTA, 15 mM:;
0,56 g EDTA —-Nay.2H,0 100 mL deiyonize suda ¢ozildil.
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2. Flavin adenin diniikleotid, FAD, 155 M,

12,5 mg FAD (disodyum tuzu) 100 mL suda ¢oziildii.
3. Fosfat tamponu (37 °C, pH 7,2), 0,12 M;
16,33 g KH,PO4 750-800 mL suda ¢oziilda, pH 1 N NaOH ile 7,2’ye ayarlandi ve
hacim deiyonize su ile 1 L’ye tamamland:.
4. A) GSSG, 114 mM;
70 mg GSSG 1 mL deiyonize suda ¢éziildi.
b) GSSG, 65,3 mM;
40 mg GSSG 1 mL deiyonize suda ¢oziildii.
5. a) Rediikte nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (3-NADPH), 12 mM;
10 mg NADPH (tetrasodyum tuzu) % 1°lik 1 mL. NaHCO; ¢ozeltisinde ¢6ziildii
b) Rediikte nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (3-NADPH), 9,6 mM,
8 mg NADPH (tetrasodyum tuzu) % 1°’lik 1 mL NaHCO; ¢ozeltisinde ¢ozildii.
6. Imidazol tamponu(pH 6,9), 0,23 M;
3,9 g imidazol 200 mL deiyonize suda ¢ozildii. pH’s1 HCI ile 6,9°a ayarland: ve
hacim 250 mL’ ye tamamland.
FAD ¢ozeltisi +4 °C’de 2 hafta kadar saklanabilir NADPH ve GSSG ¢ozeltileri

¢aligmadan hemen 6nce hazirlandi.

Deneyin yapilisi

Entrositlerde tayin i¢in yapilan pipetlemeler asagidaki tabloya gore yapild

Kor (mL) Numune (mL)

Fosfat Tamponu 1,3 1,3

EDTA (b) 0,05 0,05
FAD* 0,05 0,05
GSSG (b) - 0,05
Numune 0,05 0,05

Kiivetler alt iist edilir ve 5 dk beklendi.

NADPH(b) 0,025 0,025

*GR, bir flavoenzim oldugundan eritrosit hemolizatlannnda ortama FAD ilave

edilirken plazmada GR aktivitesi tayininde FAD ilavesine gerek yoktur.
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Plazmada tayin i¢in yapilan pipetlemeler agagidaki tabloya gore yapildi.

Kor (mL) Numune (mL)
Imidazol Tamponu 2,4 2.4
EDTA (a) 0,10 0,10
GSSG (2) - 0,05
Deiyonize su 0,10 -
Numune 0,05 0,05

Kiivetler alt st edildi ve 5 dk beklendi.
NADPH (a) 0,10 0,10

NADPH ilavesiyle reaksiyon baglatildi ve absorbansdaki degisim kaydedildi.

Sonuglarin hesaplanmasi

Glutatyon rediiktaz aktivitesi (U/L) =F; x AA/dk = 4,37 x 10° x AA/dk
Eritrositlerde U/g Hb ve plazmada ise U/L olarak aktivite hesapland.

3.2.3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Tayini

Rediikte glutatyonun hidrojen peroksitle reaksiyonu sonucu (Reaksiyon 1), okside
glutatyona yiikseltgenmesini katalizleyen glutatyon peroksidaz (glutatyon : H;0,
oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9) aktivitesi Beutler’in (98) metodu kullamldi. Bu reaksiyonda
olusan GSSG, NADPH varliginda glutatyon rediktaz (GR) enzimi tarafindan GSH’a
indirgenir (Reaksiyon 2). GSH-Px aktivitesi, NADPH’daki azalmayi 340 nm’de takip
ederek belirlendi.

2GSH + H0, GSH-Px | GssG + H,0 )
GSSG + NADPH +H' —CGR— » 5GSH + NADP' )
Cozeltilerin hazirlanmasi

1. Fosfat tamponu (pH 7,0), 1 M;
13,61 g KHyPO4 tartildi. Yaklagik 500 mL deiyonize suda ¢oziilerek pH’s1t 1 N
KOH ile 7,0’a ayarlandi ve 1 L’ye tamamland:.



39
. EDTA, 0,2 M;
0,74 g EDTA 10 mL deiyonize suda ¢ozildi.
. Ferrisiyaniir-siyaniir ¢ozeltisi ;
100 mg NaCl ve 300 mg KiFe(CN)s 1 L deiyonize suda ¢oziildi Eritrosit
hemolizatlan bu ¢ozelti ile seyreltildi.
. H20, , %30 (w/w), 1 mM;
11,4 L orijinal (%30 w/w) siseden alinarak 10 mL fosfat tamponunda ¢oziildi.
. Na-azit, 0,4 M,
0,26 g sodyum azit, 10 mL deiyonize suda ¢oziildii.
. GSH, 0,1 M,
60 mg GSH 2 mL deiyonize suda ¢6ziildi.
.GR, 10 U/mL;
50 uL orjinal siseden alinarak hacim deiyonize su ile 5 mL’ye tamamland:.
. NADPH, 2 mM;
17 mg NADPH 10 mL deiyonize suda ¢oziildii.
Glutatyon, glutatyon rediikktaz, NADPH ve H;0; ¢ozeltileri ginlik taze hazirland:.

Deneyin yapilist

Asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilds.

Kor (uL) Numune (pL)
Fosfat Tamponu 100 100
GSH - 10
EDTA 20 20
Glutatyon Rediiktaz 100 100
Na-azit 10 10
NADPH 100 100
Numune 20 (50)* 20 (50)*
Deiyonize su 640 630
37 °C*de 10 dk inkiibasyon
H20, 10 10

* Numune olarak plazma kullanildifinda 50 pL plazma eklendi.
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Sonuglann hesaplanmasi

Bir dakikaltk gecikme fazindan sonra 6 dk’lik siireyle absorbansdaki degisim takip
edildi.

AA Vt x 10
Enzim aktivitesi (U/L) = X

dk ex £xVs
Burada Vt: Toplam reaksiyon hacmi (mL)
Vs : Numune hacmi (mL)
€ : Molar absorbtivite katsayist (Enappu= 6300 L/mol/cm)

¢ : Igik yolunun uzunlugu (cm )
Eritrositlerde U/g Hb, plazmada U/L olarak aktivite belirlendi.

3.2.3.2. Lipid Peroksidasyonu Tayinleri

3.2.3.2.1. Plazma Lipid Hidroperoksit (LHP) Tayini

Ruiz ve ark.’nin (99) metoduna gore glutatyon peroksidazla NADPH oksidasyonu
sonucu meydana gelen NADPH daki degisim spektrofotometrik olarak takip edilerek LHP

tayini yapildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi

1. 124 mM Tris-HCI (pH 7,6) / 0,2 mM EDTA,
1,502 g Tris ve 7,44 mg EDTA, yaklagik 90 mL deiyonize su ile ¢ozildii. pH’s1 1 N
HCl ile 7,6’ya ayarland: ve deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi.
2. GSH, 4,25 mM;
6,53 mg glutatyon 5 mL ¢ozelti (1)’ de ¢ozildi.
3. NADPH, 2 mM;
16,67 mg NADPH, 10 mL ¢bzelti (1)de ¢oziildii.
4. GR, 10 kUL,
220 pL GR (500 U/2,2 mL) alinir ve 5 mL ¢ozelti (1)’de ¢oziildi.
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5. Glutatyon Peroksidaz, 16 kU/L;

160 puL glutatyon peroksidaz (200 U/mL) alind1 ve 2 mL ¢ézelti (1)’ de ¢ozildi.

6. Albumin (BSA), 65 g/L;
0,325 g BSA, 5 mL izotonik NaCl ¢ozeltisinde ¢oziildii. Bu ¢ozelti standartlan
hazirlamada kullamld:. Standartlari hazirlarken BSA kullaniimasinin amaci, numune
ile benzerlifi saglamakti.

7. Standartlar: %70 t-butilhidoperoksit, 10 mL ¢ozelti (6)’da ¢oziildi. Bu elde edilen
kangimdan 5 pl alinarak yine ¢ozelti (6)’da ¢ozildi ve boylece 300 uM’hk
standartlar hazirlanmig oldu. Bu standart seyreltilerek 150 uM, 75 uM ve 37,5

uM’lik standartlar hazirlands.
Deneyin yapilist
Pipetlemeler agagidaki gibi yapildi.
Kor (uL) Numune (uL)
Numune (Standart) - 200
Cozelti (1) 900 700
Oda sicaklifinda 5 dk bekletildi
NADPH 50 50
GSHP-x 10 10
GSH 100 100
33 °C’de 15 dk inkiibasyona birakildi
340 nm’de absorbans takibi (A;)
GR 10 10
33 °C’de 15 dk inkiibasyona birakild
340 nm’de absorbans takibi (Az)

Tim numunelerde, standartlarda ve koérde AA=A;-A; bulundu. Standart grafik
(Sekil 8) cizilerek numunedeki LHP miktan belirlendi.
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Sekil 8. LHP standart grafigi
3.2.3.2.2. Eritrositlerde TBARS Tayini

Stocks ve Dormandy’nin (100) metodu kullanildi. Numunelerde bulunan bir lipid
peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit (MDA)’in tiyobarbitiirik asit (TBA) ile asidik
ortamda 1sitilmasi sonucu olugan pembe renkli kompleksin optik dansitesi 6l¢iildi. Bu
nedenle MDA, TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance) olarak belirlendi.

Cozeltilerin Hazirlamsi

1. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS tamponu);,
1 L %0,9’luk NaCl ¢ozeltisine daha onceden 1,76 mL 0,5 M KH,PO, ve 6,08

mL K;HPO; kangtinlarak 100 ml hazirlanmis ¢ozelti ilave edilerek ve daha
sonrada pH’s1 7,4’e ayarlanarak hazirland:.

2. Azt (N;)’li PBS tamponu ;
5 mL 0,4 M NaNj3, PBS tamponuyla 500 mL’ye tamamlandi.

3. TBA g¢ozeltisi;
25 mL 1 N NaOH ¢ozeltisine 5 g TBA ilave edildi ve 200 mL’ye deiyonize su

ile tamamlanmasimi takiben isitilip sogutuldu ve deiyonize su ile 500 mL’ye

tamamlandi.
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4. TCA-Arsenit ¢6zeltisi,
140 g TCA 250 mL deiyonize suda ¢oziilerek iizerine 13 g Na-arsenit ilave edildi

ve deiyonize su ile 500 mL’ye tamamland.

Deneyin Yapilisi

Eritrosit paketleri, 3 g/dL. Hb konsantrasyonu olacak sekilde azitli PBS tamponu ile
seyreitildi (Bu da yaklagik 1 mL eritrosit paketine 9 mL azitli PBS tamponuna karsihk
gelmektedir). 37°C’de 10 dk kangtinldi. Tiiplerde otomatik kan sayim cihaz (STKS,
Coulter) ile Hb tayini yapildi. Sonra 5 mL fosfat tamponu eklendi ve 2 saat 37°C’de
inkubasyona birakildi. 3 mL hiicre siispansiyonuna 2 mL TCA-arsenit ¢6zeltisi eklenerek
10 dk 3000 rpm’de santrifiij edildi. 3 mL siipernatant bagka bir tiipe aktanlarak iizerine 1
mL TCA ve 1mL TBA ¢ozeltisi ilave edildi. 15 dk kaynar su banyosunda bekletildi.
Sogutulduktan sonra kabarciklar olugumunu 6nleyecek sekilde kiivetlere aktanlarak 532 ve
600 nm’de spektrofotometre ile absorbanslar kaydedildi. Asagidaki formiile gore TBARS

konsantrasyonlan hesaplandi.

[TBARS] = (A532-A500) x 900 = nmol TBARS / g Hb

3.2.3.2.3. LDL’de TBARS Tayini

LDL’de lipid peroksidasyon driinii olan MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik
asitle 1sitilmas1  sonucu meydana gelen pembe renkli kompleksin optik dansitometresi
olgulerek degerlendirildi (101).

Cozeltilerin hazirlams;

1. TCA,%1;

1 g TCA, deiyonize su ile goziilerek 100 mL’ye tamamlandi.
2. TBA,% 1,

1 g TBA bir miktar deiyonize suda 1sitilarak ¢oziildi.
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3. MDA stapdanlan;
1 mmol 1,1,3,3 tetrametoksipropan 100 mL 0,01 M’hk HCL igerisinde 50°C’da
1 saat bekletilerek bu bilesigin hidrolizi sonucu MDA ¢ézeltisi elde edildi. Bu
konsantre ¢ozelti kullanilarak 10, 5, 2,5 ve 1,25 nmol/mL’lik  standartlar

haztrlandu.

Deneyin vapilisi

Asagidaki tabloya gére pipetlemeler ve deney yapildi.
Kor (mL) Standart (mL) Numune (mL)

Deiyonize su 0,1 - -

Standart - 0,1 -

LDL (50ug/mL) - - 0,1

TCA 1 1 1
Votekslendi.

TBA 1 1 1

95°C°de 45 dk 1sitilip sogutulduktan sonra 20 dk 3000 rpm’de santrifiij edilerek
sipernatant 532 nm’de okundu. Standart grafik ¢izilerek LDL-TBARS ve oLDL-TBARS

seviyeleri belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. TBARS standart grafigi
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3.2.3.3. Okside LDL Antikoru (oLAb) Tayini
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oLAb, tayini icin (ELISA) kiti (BIOMEDICA, Cat No:BI-20032, Austuria)
kullamlarak yapildi. Antijen olarak Cu'? ile oksitlenmig LDL mikro kuyucuklara iizerine
adsorbe edilmigtir. Eger 6n seyreltme iglemi yapilmis serumda antikor varsa, antijene
spesifik olarak baglanir. Peroksidaz konjuge olmus anti-insan Ig G, antijene bagh antikor
ortamina ilave edilir. Sonra baglanmamig konjugatlar yikanarak atilir. Tetrametil benzidin
(TMB) kromojenik substrat olarak ortama ilave edilir. Olusan rengin optik dansitesi
numunedeki antikorun konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve bir mikro kuyucuk okuyucu

sistem tarafindan okunur.

Deneyin yapiligi:

4]

90 dakika 37 °C de inkiibasyona birakild1.

4 kere yikama yapildi.
l ﬂ I 100 uL. HRP-igaretli konjugat eklendi.

30 dakika 18-24 °C de inkiibasyona birakild.
4 kere yikama yapildi.

Lﬂ_l 100 pL substrat [Tetrametil benzidin (TMB)] eklendi.

15 dakika 18-24 °C de inkiibasyona birakildi.

P

50 pL durdurma ¢ozeltisi (HSO4) eklendi.

3] e

Sonu n_hesaplanmasi

200 puL 6n seyreltme iglemi yapilmis standart, kontrol ve numuneleri eklendi.

450 nm’de ELISA
okuyucusunda optik
dansiteleri okundu.

Standart grafik (Sekil 10) yardim ile numunelerdeki oLAb miktan tayin edildi.

Numunedeki Ig G konsantrasyonu mU/mL cinsinden tespit edildi.
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Sekil 10. oLAD standart grafigi.

3.2.3.4. LDL lzolasyonu ve LDL Oksidasyon Kapasitesi Tayinleri

3.2.3.4.1. Lipoproteinlerin izolasyonu

Lipoproteinlerin izolasyonu kesikli dansite gradient ultrasantrifigasyonu ile Sclavons
ve ark.’min (102) metodu ile 10,4 mL’lik polikarbonat ultrasantrifilj tiipleri kullanilarak
yapildi. NaBr ile dansite gradienti olusturularak VLDL, LDL ve HDL izole edildi.

in hazirl 03

(A): (d=1,006 gmL) 11,46 g NaCl + 0372 g EDTA + 0,13 g NaN;
deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi.

(B) : (d=1,24 g/mlL) 34,11 g NaBr, ¢ozelti (A) ile 100 mL’ye tamamlandk.

(C) : (d=1,063 g/mL) 7,60 g NaBr, ¢dzelti (A) ile 100 mL’ye tamamland.

(D) : (d=1,019g/mL) 1,66 g NaBr, cozelti (A) ile 100 mL’ye tamamland:.

Hazirlanan ¢ozeltilerin yogunluklani densitometre ile digiilerek kontrol edildi.
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Deneyin yapihisi

20 dk, 4°C’de ve 4000 rpm’de santrifiij edilerek elde edilen plazmanin yogunlugu,
ka1 NaBr ile 1,30 g/mL’ye ayarlandi. Bu iglem i¢in terazi kullamldi. 3,5 mL plazma
tartildi, NaBr ilave edilerek agirhigi 4,55 g’a (3,5mL x 1,3 g/mL) getirildi ve iizerine
tabaka olacak gekilde insulin ifinesi ile sirasiyla degisik yogunlukta asagidaki ¢ozeltiler
ilave edildi (102).

(mL)
Plazma (1,3 g/mL) 3,5
B (1,24 g/ml) 1,4
C (1,063 g/mL) 1,4
D (1,019 g/mL) 1,4
A (1,006 g/mL) 1,9
Deiyonize su 0,3

Hazirlanan santrifiij tiipleri, tabakalanin bozulmamasina 6zen gosterilerek Beckman
90 Ti sabit agili ultrasantrifiij rotoruna yerlegtirildi. 50 000 rpm (155 000 g) ve 4°C’de 3
saat santrifiij edilerek VLDL, LDL ve HDL tabakalar elde edildi (Sekil 11).

Sekil 11. Lipoprotein izolasyonu sonucu elde edilen tabakalarin goraniimii.
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Bu tabakalar pastor pipetleri ile dikkatle alindi ve sadece LDL’de diyaliz iglemi

uyguland:.
VLDL ve HDL de ve diyaliz edilmig LDLde protein tayinleri 3.2.3.4.3’de ve TK ve
TG seviyelerinin 6lgimii ise enzimatik yéntemlerle 3.2.2.1°de belirtildigi gibi yapildi.

3.2.3.4.2. LDL’nin Diyalizi

EDTA’y1 ve diger safsiziklari uzaklagtirmak amaciyla LDL’de diyaliz yapildi.
Diyaliz igleminde, seliilloz membrandan yapilmis diyaliz torbasi kullanmldi. Bu torba yarn
gecirgen bir zar oldugundan EDTA ve kugik molekiller digan ¢ikarken tampon igeri
girmektedir. Bu yiizden diyaliz esnasinda membran yiizey alam artmaktadir. Denge
konsantrasyonuna erigildiinde, ¢oziinenlerin dagilimi her iki yonde de aym olmaktadir
(104).

Cozeltilerin hazirlanmas

1) 10 mM EDTA-10 mM PBS, pH 7,4;
Bir miktar % 0,9’luk NaCl igerisine 4,36 g Na,HPO,4.2H,O ve 1,86 g NaH,PO,
ilave edilerek ¢ozildi. Bu ¢ozeltiye 0,148 g Na,EDTA ilave edildi. pH’s1
kontrol edildi. Son hacim % 0,9’luk NaCl ile 4 L’ye tamamlandi.

2) PBS (pH 7,4), 10 mM;
EDTA harig ¢ozelti (1)’deki gibi hazirland:.

3) 100 mM NaHCO3-10 mM Na;EDTA, pH 7,4 ;
8,4 g NaHCO; ve 3,722 g Na;EDTA bir miktar deiyonize suda ¢ozildi. pH’s:
HCl ile 7,0’a ayarlandi. Deiyonize su ile hacim 1 L’ye tamamland:.

Diyaliz torbasinin hazirlanmasi

1) Diyaliz torbalari, istenilen ebatlarda kesildi (LDL miktarlarina gore , yaklagik 10-
15 cm) ve 1 L’lik beherlere koyuldu.

2) 100 mM NaHCO510 mM Na,EDTA (pH 7,4) tamponu ile 2 saat 60°C’de siirekli
ve yavasea kangtinldi. Bu islem iki kez yapildi.
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3) Deiyonize sudan gegirildi ve yine deiyonize su ile 60°C’de surekli ve yavasga

kangtirilarak 1 saat bekletildi. Bu isleme ¢oOzelti berrak oluncaya kadar devam
edildi.
4) Yavasga 4°C’ye sogutuldu. Diyaliz torbalari, 1 mL kloroform/L’de sakland.

Diyaliz iglemi

Izole edilen LDL’den EDTA’y1 uzaklagtirmak icin ilk énce 10 mM EDTA-10 mM
PBS ile 12 saat ve ardindan sadece 10 mM PBS ile yine 12 saat her 3-4 saatte bir
tamponlar tazelenerek 4°C’de ve karanlikta magnetik kangstincida diyaliz islemi yapildi.
Ik agamada EDTA’h tampon kullanmada amag diyaliz islemi esnasinda gegen uzun siirede

meydana gelebilecek oksidasyona engel olmakti.
3.2.3.4.3. Lipoproteinlerde Protein Tayini

Izole edilen HDL, LDL ve VLDL, protein tayini Lowry metodu (105) ile yapild:.
Bu metotta protein 6nce alkali bakir ¢ozeltisi ile muamele edildi. Alkali ortamdaki Cu'?,
proteinlerin peptid baglar: ile kompleks olusturarak Cu”’e indirgendi. Daha sonra, Folin
ve Ciocolteu’nun fenol reaktifi ilave edildi. Fosfotungstik asit ve fosfomolibdik asitlerin
indirgenmesiyle molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri meydana geldi.
Bu metodun hassasiyeti 2-100 pug arasindadir. Bu nedenle tayine gegmeden 6nce
HDL 40 kat, LDL ve VLDL ise 20 kat % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi

1. 2xLowry Reaktifi;

A 20 g Na;CO; 260 mL, 0,4 g CuSO4.5H20: 20 mL ve 0,2 g Na-K tartarat 20
mL deiyonize suda g¢o6ziildiikten sonra iigii kangtirildi ve béylece bakir
reaktifi elde edilmis oldu.

B. 10 g SDS 100 mL deiyonize suda ¢oziildi.

C. 4 g NaOH 100 mL deiyonize suda ¢ozildii.

Kullanmadan hemen o6nce 3:1:1 oraninda hacimlerde A:B:C karigtirilarak
Lowry reaktifi elde edildi. Bu ¢ozelti 2-3 hafta saklanabilir. Eger ¢ozeltide
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beyaz ¢okelek olusursa 37°C’de 1sitilir. Fakat siyah ¢okelek gozlenirse gozelti

atilir.
2. Folin reaktifi, 0,2 N;

2 N’k Folin reaktifi 1:10 oraninda deiyonize su ile seyreltildi. Bu gozelti,

karanlikta ve oda sicakhginda birkag ay saklanabilir.
3. Albiimin standartlarn

10 mg albimin 100 mL deiyonize suda ¢ozilerek 100 pg/mL’lik albumin
standardi ve bu standarttan da 75 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pug/mL ve 12,5

pg/mL’lik standartlar hazirland1.

Deneyin yapiligt

Asagidaki tabloya gére pipetlemeler yap:idi.

Koér (uL) Numune (uL) Standart (uL)
NaCl (% 0,9) 400 - -
Numune - 400 .
Standart - - 400
2xLowry 400 400 400
Oda sicakliginda 10 dk bekletildi
Folin reaktifi (0,2 N) 200 200 200

Oda Sicaklifinda 30 dk bekletildi
750 nm’de absorbanslan okundu

Folin reaktifi asidik pH’da kararhidir. Oysa indirgenme asidik pH’da yapilmaktadir.
Bu nedenle Folin reaktifi alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave edilir edilmez iyice
kangtinldi. Boylece fosfomolibdik-fosfotungstat reaktifleri pargalanmadan indirgenmesi

saglanmig oldu.
Standart grafik yardimiyla sonuglar bulundu (Sekil 12).
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Sekil 12. Protein standart grafigi
3.2.3.4.4. LDL Oksidasyonu

LDL oksidasyonu, Cu'?’nin LDL’ye baglanarak LDL’de kimyasal, fizikokimyasal
ve biyolojik degisiklikler meydana getirmesi esasina dayanmaktadir. Cu*?, in vitro ortamda
ya numunede Onceden bulunan hidroperoksitlerle ya da  a-tokoferol (a-TOH) ile
etkileserek lipid peroksidasyonunu baglatir. Cu™®, lipid hidroperoksit (LOOH)’lerle
reaksiyonu (Reaksiyon 1) sonucu Cu” ve lipid peroksil radikali (LOO) meydana gelir.
Burada olusan LOO:, diger lipidlerle reaksiyona girerek lipid radikali (L") olusumuna yol
agar (Reaksiyon2). Cu'?nin o-TOH ile reaksiyonu (Reaksiyon 3) sonucu ise Cu’ ve a-
tokoferol radikali (a-TO’) olusur. a-TO", daha sonra lipid peroksidasyonunu baglatabilir
(Reaksiyon 4). Reaksiyon zincirleri bu gekilde devam eder (106).

Cu™ + LOOH —> " + LOO Reaksiyon |
LOO + LH —> LOOH + L Reaksiyon 2
Cu” +oTOH —> Cu' + oTO +H  Reaksiyon3
o-TO + LH —> o-TOH+ L Reaksiyon 4
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LDL oksidasyonunda ilk olay, LDL PUFA’larinda hidroperoksit olusumudur. Bu

lipid peroksitler, konjuge dienlerdir ve 234 nm’de absorbanslan artar. Bu dalga boyunda
takiple ¢ift bagli PUFA’larin konjuge ¢ift bagh hidroperoksitlere doniisiimii takip edilir.
234 nm’de dien takibi, LDL oksidasyon direncinin bir 6lgiisiidiir ve LDL oksidasyonunun

baslangici olan gecikme fazi uzunlugunun (t-lag) tam belirleyicisidir (107).

Cozeltilerin hazirlanmasi

CuS04.5H;0, 100 uM ;

25 mg CuSO4.5H,0, 10 mL PBS tamponu (10 mM, pH 7,4)nda ¢dzilerek 10
mM’lik CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi hazirlandi. Bu gozeltiden 100 puL alinarak yine 19 mL PBS
tamponunda ¢ozuldi ve bu gekilde 100 uM’lhik CuS0O4.5H,0 hazirlanmis oldu.

Deneyin yapilisi

50 ug LDL/mL : 1,67 yuM Cu'™ olacak sekilde 1000 upL’lik kuartz kiivetlere
asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapild: (107).

Kor (uL) Numune (uL)
PBS (pH 7,4), 10 mM 984 *
CuS04.5H,0, 100 yM 16.7 16.7
%%k

Numune -

37 °C’de ve 234 nm’de 270 dk LDL oksidasyonu direnci takibi

1000 pL °de LDL protein miktan son konsantrasyonu 50 ug olacak sekilde PBS (*)

ve numuneler (**) pipetlendi.
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Sonuglann hesaplanmasi (62,107)

1,0

Absorbans (234 nm)

50 100 150 200 250 300

Zaman (dakika)

Sekil 13, Bakir ile LDL oksidasyonu kinetigi.
a : Oksidasyon baslangicinda ilk absorbans (A°)
t-lag : Gecikme siresi, dakika (a-b noktalan arasinda gegen zaman)

t-maks : Maksimum absorbansa ulagma siiresi, dakika (c-d noktalar: arasinda gegen zaman)
E : b-e noktalan arasindaki egim=(AA/dk)
Sekildeki veriler goz oniine alinarak dien konjugasyon mzi (DKH) ve maksimum

dien konsantrasyonu (MDK) hesapland:.

Konjuge dienin molar absorbtivite katsayisi & 334 =29 500 L.mol".cm™

¢ : lgik yolunun uzunlugu, cm
Protein konsantrasyonu [prt]= 0,05 mg/mL (50 pg/mL)

€24 x £ x [prt]

(AA/dk) x 10°

DKH= (nmol/dk/mg LDL protein)
€ ns x ¢ x [prt]
(Ac- A)) x 10°

MDK= (nmol/mg LDL protein)
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3.2.3.5. Lipid Elektroforezi

TITAN GEL Lipoprotein Kiti (Cat No:3045) ile agaroz jel elektroforezi yapilarak
serum lipoprotein profilleri izlendi. Ayrica HDL, VLDL ve LDL’nin saf olup olmadigina
ve LDL’nin oksidasyonunun gergeklesip gerceklesmedigine okside LDL nin izole LDL’ye
gore hareketliligine bakilarak tespit edilmeye ¢aligildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi.
1. Tris / Barbital Tamponu

100 mL konsantre Tris/Barbital tamponu (% 0,1 sodyum azid katildi) 900 mL
deiyonize suda ¢6ziildi. Bu ¢ozeltiyi oda sicakliginda 2 ay saklamak miimkiindii.
2. Lipoprotein Boyast (Fat Red 7 B)
Bir sise Fat Red 7 B, 1 L metanolde 24 saat kangtinlarak ¢ozildi. 24 saat
dinlendirildi ve siiziildii. Karanlikta agzi kapah gisede saklandi. Cahgmaya
baglamadan 6nce 25 mL boya ¢ozeltisine 5 mL su damla damla ve her seferinde
kangtinlarak ilave edildi ve bdylece galigma boyast hazirlandi.
3. Boya giderme ¢o6zeltisi (% 75 metanol)
75 mL metanol, 25 mL su ile kangtinilarak hazirlandi.

Deneyin yapilist

1. Jel iizerine tatbik edilecek alamin islaklif kitte mevcut olan kurutma kagitlan ile
alind1. (-) gizgileri arasina kalip koyularak, kabarcik olugmamas: igin hafifce el
gezdirildi. 2 pL numuneler kaliptaki bogluklara mikropipetle koyuldu ve 7 dk
absorbe olmast igin beklendi. Daha sonra, fazlahk numune kurutma kagid: ile
uzaklastirild: ve hem kurutma kagidi hem de kahip kaldinlarak alindi.

2. Elektroforez tankinin i¢ bolmelerine 25’er mL tampon ilave edildi. Agaroz kisim
iste ve (+) , (9)’ya ; (-), (-)’ye gelecek sekilde jel yerlestirildi. 80 voltta 45 dk
elektroforez yapildi.

3. Elektreoforez igleminden sonra jel 60-70 °C “de 5 dk kurutuldu.

4. 30 mL galigma boyas: ile jel 2 dk maruz birakildi. Jel 2’ser defa 15-30 s yavasca
kangtinilarak boya giderme ¢6zeltisine maruz birakildi.

5. 60-70 °C’de 5 dk kurutuldu ve Clinscan 2 (Helena Laboratories) densitometresi

kullanilarak 525 nm’de tarama yapilds.
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3.3. Istatistiksel Analizier

Her iki grupdaki degerler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi.
Her iki grupdaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Simirnov testi
ile degerlendirildi. Normal dagilima uyanlar Student-t testi ile uymayanlar ise Mann
Whitney U testi ile ortalamalar arasindaki farkin onemliligi belirlendi. Grup ig¢i
parametreler arasi iligki ise Sperman veya Pearson Korelasyon testi ile incelendi. p<0,05
degerleri istatiksel olarak anlamli1 kabul edildi.

X : Aritmetik Ortalama

SD : Standart Sapma

% CV : Varyasyon Katsayis1 = (SD /X ) x 100



4. BULGULAR

4.1. Metotlarin Kalite Kontrolleri

Otoanalizér kullanilarak degerlendirilen metotlanin kalite kontrolleri, ilgili
otoanalizérlerin giinliik kalibrasyon ve kontrol serumlar ile yapildi. Antioksidan enzimler
ve oLAb’in tekrarlanabilirlikleri (Within-run) en az bes kez aym numune g¢ahsilarak
varyasyon katsayilari (% CV) ile belirlendi. % CV’nin % 10’nun altinda olmast deneylerin
tekrarlanabildigini gostermektedir. Kontrol serumu ve standartlar dogruluk tespiti igin
kullamldi. Metotlarin varyasyon katsayilan Tablo 6°da gosterilmistir.

Tablo 6. Kullanilan metotlarin varyasyon katsayilan (% CV) (n=5)

Parametre Plazma Eritrosit

(% CV) (% CV)
SOD 1,02 7,16
Kat - 3,63
GSH-Px 6,92 7,34
GR 5,36 3,33
TBARS - 6,36
LPH 439 -
oLAb

Kontrol A ( 300 mU/mL) 4,4 -
Kontrol B (1000 mU/mL) 5,6 -

Lipoproteinlerin izolasyonu sonucu elde edilen VLDL, LDL ve HDL 'nin ne kadar
dogru bir sekilde elde edildigini belirleyebilmek amaciyla 10 farkh numunenin izole
lipoproteinlerinde TK, TG, HDL-K, apo Al ve apo B seviyeleri belirlendi (Tablo 7).
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Beklenildigi gibi LDL’de TK ve Apo B, VLDL’de, TG, ve HDL’de ise Apo Al
hakimiyeti vardi. HDL'deki TK ile HDL-K karsilagtnidifimda anlamb: farkhilikiar
olmadig goriildii (p<0,05).

Tablo 7. zole VLDL, LDL ve HDL de yapilan analizler ve karsilagtinimasi: (n=10)

VLDL LDL HDL

(X+SD) (X+SD) (X+SD)
TK  (mg/dL) 39+ 18 135+ 18 38 + O*
TG  (mg/dL) 203 + 65 18+5 11+4
HDL-K (mg/dL) - 2,9+09 36 + 6%
Apo Al (mg/dL) - <5 126 + 28
ApoB (mg/dL) . 110+ 26 <5

* Mann Whitney U testine gore (p<0.05)

Sekil 14, Plazma (N), izole LDL, okside LDL (oLDL), izole HDL ve VLDL’nin
elektroforetik hareketliliBi.
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Sekil 14°de izole lipoproteinler normal plazmalan ile kargilastirilarak saf olup

olmadiklan, tek bant halinde elde edilip edilemedikleri tespit edildi. Lipoproteinlerde tek
bant elde edilmig olmasi, bu bantlarin uygun yerlerde gorilmesi ve Tablo 7°deki veriler

g6z oniine alindiinda lipoproteinlerin izolasyonunun yapilabildigi goriilmektedir.

0,45
0,4
z 0,35
...... ;
g 031 -
o —— )
e 025 3
§ 02+
.g 2 4
2 015 -5
< 01
0,05 ¥ |
0 1 T i T T j
0 50 100 150 200 250 300
Zaman (Dakika)

Sekil 15. Cu'? ile LDL oksidasyonu kinetigi (n=5).

Izole edilen tek bir LDL numunesi, 5 kez ¢ahisilarak aym oksidasyon grafiklerinin
elde edilebilirligi takip edildi ($ekil 15). Aym oksidasyon derecesinin elde edilip
edilmedigi belirlenebilmesi i¢in A°, t-lag, DKH, MDK ve t-maks’nin % CV degerleri

belirlendi. Bu veriler Tablo 8’de verilmektedir.

Tablo 8. Oksidasyon takibi verileri ve varyasyon katsayilar1 (%CV).

A°. t-lag DKH MDK t-maks
(dakika) (nmol/dk/mg LDL protein) (nmol/mg LDL protein) (dakika)

1. 0,062 60 3.0 211 150

2. 0,068 64 3.2 213 155

3. 0,053 66 3.1 214 160

4. 0,057 67 3.7 221 145

5. 0,060 65 33 219 145

% CV 948 4,19 7,42 2,0 43
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Bu % CV degerlerine gore in vitro LDL oksidasyonunun dien konjugasyonu takip

edilerek de belirlenebilecegine karar verildi.

Sekil 14°de ayrica izole edilen LDL ile 24 saat Cu? ile okside edilen (50 pug LDL:

1,67 uM Cu’?) LDL elektroforetik kargilagtirilarak okside olup olmadig: izlendi. oLDL’de

elektroforetik hareketliligin arttif1 gozlendi ve P bolgesinde yer alan LDLden farkli olarak

a bolgesi civarina yerlestigi goruldii. Yine oksidasyon takibi igin izole LDL ve okside
LDL-TBARS seviyeleri belirlendi (Sekil 16). LDL, okside olduktan sonra TBARS

seviyelerinde % 789 artis oldugu tespit edildi.

40,

TBARS (nmol/mg LDL)
& W
< ~

[u—y
o

32+9

LDL

oLDL

Sekil 16. LDL oksidasyonu Oncesi ve sonrasi TBARS seviyeleri.

2C. YOKSEXOCGRETIM KURDLD
BDOKOMANTASYON MERKRZA
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4.2, Psoriasisli Hastalarda ve Saghkh Kisilerde Ortalama Degerler ve

Anlamhhklan

Psoriasis hastalan ve saghidl kigilerin demografik bulgulari Tablo 9’da

gosterilmigtir. Gruplar arasinda demografik olarak anlamli bir farkhilik goérilmedi.

Tablo 9. Psoriasis hastalar ve saglikh kigilerde demografik bulgular.

Psoriasis hastalan Saglikh kigiler
n 35 35
Cins (K/E) (18/17) (16/19)
Yas, yil 35+ 8 36 +12
BMI* 24+4 23+5
PASI 5,8+ 5,04 -

*BMI : Body mass index (Viicut kiitle endeksi), kg/m?

Tablo 10. Psoriasis hastalan ve saglikli kigilerde lipid parametreleri.

Psoriasis hastalan Saglikl kigiler P
X+ SD X+ SD
TG  (mg/dL) 144 £ 62 105 + 48 20,010
TK  (mg/dL) 202 + 40 184 +25 *0,027
HDL-K (mg/dL) 43+7 52+11 *0,001
LDL-K (mg/dL) 133 £37 110 £ 25 *0,020
ApoA (mg/dL) 119 +20 121+ 18 *0,628
ApoB (mg/dL) 102 +27 96 + 24 *0,343

* Student-t testine gore
¢ Mann Whitney U testine gore
p<005 ;Istatistiksel olarak anlamh alind1.

Tablo 10°de de goruldugii gibi TK, TG ve LDL-K seviyeleri psoriasis hastalarinda
kontrollerden anlami derecede yiiksek, HDL-K seviyeleri ise anlamli derece diigiik idi.

Apo Al ve Apo B seviyeleri arasinda anlaml farklilik bulunamad.



Tablo 11. Psoriasis hastalari ve saglikli kisilerde akut faz reaktanlan.
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Psoriasis hastalan Saglikh kigiler P
X+SD X+SD
CRP (mg/dL) 0,77 0,56 0,38 0,10 0,004
ESH (mm/saat) 142 £ 9.8 7,1 +40 0,001
Fibrinojen  (mg/dL) 424 + 100 292 + 51 *0,001
Seruloplazmin(mg/dL) 27+40 24 £30 *0,001
PMN-Lokosit (10° /u L) 79+ 1,7 56+18 *0,000

* Student-t testine gore
¢ Mann Whitney U testine gore
p <0,05

; Istatistiksel olarak anlamh alind1.

Tablo 11°de her iki grubun akut faz reaktanlarn otalama degerleri ve anlamhiliklan
gosterilmektedir. Psoriasis hastalarinda CRP, ESH, fibrinojen, seruloplazmin, ve PMN-

lokosit seviyeleri kontrollere gére olduk¢a anlaml: yiiksek idi.

Tablo 12. Psoriasis hastalan ve saglikl: kigilerde antioksidan enzimler.

Psoriasis hastalan Saghkl kigiler P
X +SD X+SD
Eritrosit
Kat (k/ g Hb) 222 +41 275 £37 *0,001
SOD  (U/gHb) 902 +217 1020 + 145 %0011
GSH-Px (U/g Hb) 5,67 +1,57 6,62 + 1,93 *0,025
GR  (U/gHb) 9,14 +2,97 8,67+1,79 *0,869
Plazma
SOD  (U/mL) 3,82+ 1,05 4,56 +0,72 *0,003
GSH-Px (U/L) 9016 98 + 18 *0,144
GR  (UL) 60 + 12 55+19 *0,175

* Student-t testine gore

p <0,05 ; Istatistiksel olarak anlaml1 ahndi.
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Hastalarda eritrosit Kat, SOD ve GSH-Px aktivitelerine ilaveten plazma SOD

aktivitesi de diigiikk bulundu. Plazma GSH-Px aktivitesi dusiik olmasina ragmen anlaml
degildi. Eritrosit ve plazma GR aktiviteletelerinde anlamli bir degigiklik olmad:1 (Tablo
12). Bu tabloya gore genel anlamda psoriasis hastalarinda antioksidan aktivitenin azaldig

soylenebilir.

Tablo 13. Psoriasis hastalan ve saglikli kisilerde lipid peroksidasyonu parametreleri.

Psoriasis hastalan Saglikh kigiler P
X+ SD X+SD
eTBARS(nmol/g Hb) 129 + 38 87 + 21 *0,000
LHP  (umolL) 108 + 26 75+ 22 *0,001
oLAb (mU/mL) 388+ 176 225+ 120 0,002

* Student-t testine gore
¢ Mann Whitney U testine gore
p<0,05 ;Istatistiksel olarak anlaml: alind:.

Tablo 13’e gore psoriasis hastahifinda lipid peroksidasyonu urinlerinin arttid
goriilmektedir. Eritrosit TBARS, plazma LHP ve in vivo LDL oksidasyonu ifade eden
oLAb seviyelerinde anlamli yiikseklik gorildi.

Izole lipopoproteinlerin TK ve TG degerleri mg lipoprotein basina ifade edildi. Buna
gore hastalarda izole edilen LDL TG ve TK diizeyleri ve HDL de ise TG seviyeleri yiiksek
bulundu. Ancak, HDL’de TK seviyeleri diigiiktii. VLDL’de TG yiiksek olmasina ragmen
anlamli degildi. VLDL TK seviyelerinde ise anlamh bir fark bulunamadi (Tablo 14).

Tablo 15°de Cu™? ile LDL oksidasyonu kinetigi verileri karsilagtinld1. Hastalarda,
(A%, DKH ve MDK yiiksek, t-lag ve t-maks ise digiik bulundu. t-lag’in daha kisa siirede
olmast LDL oksidasyonu kinetik grafigini saga dogru kaydirmuy, konjugasyonun fazla
olmasi ise ilerleme fazi egimini yiikseltmistir (Sekil 17). Bu sonuglar psoriasis hastaliinda
LDL’nin oksidasyona direncinin digtiginii géstermektedir.

Cu™ ile 24 saatlik LDL oksidasyonu oncesi ve sonrast TBARS degerleri
kargilagtirldiginda hastalarda hem oksidasyon 6ncesinde ve hem de oksidasyon sonrasinda
lipid peroksidasyonunun daha yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 16). Ayrica oksidasyon
sonrasi TBARS degerleri oksidasyon oncesi TBARS degerleri ile karsilagtinildiginda her
iki grupda da oldukg¢a yiikselme oldugu gorildii..
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Tablo 14. Psoriasis ve saglikli kisilerde izole lipoproteinlerin parametreleri.

Psonasis hastalart Saglikh kisiler P
X +SD X+SD

VLDL

TG (mg/mg protein) 28+ 1,71 1,83 + 1,01 40,090

TK (mg/mg protein) 0,40 + 0,31 0,38 +£0,20 #0,731
LDL

TG (mg/mg protein) 0,31 + 0,08 0,26+ 0,11 *0,048

TK (mg/mg protein) 1,05 £ 0,21 0,91 + 033 *0,047
HDL

TG (mg/mg protein) 0,0064 + 0,004 0,0049 =+ 0,002 *0,036

TK (mg/mg protein) 0,0120 £ 0,004 0,0149 = 0,006 *0,036

* Student-t testine gére
# Mann Whitney U testine gore
p<0,05 ; Istatistiksel olarak anlamh alindi.
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Sekil 17. Psoriasis hastalannda ve saghkli kisilerde Cu™ ile LDL oksidasyonu
kinetikleri (Ortalama absorbans degerlerine gore grafik ¢izilmistir).



Tablo 15. Psoriasisli hastalar ve saglikh kisilerin LDL oksidasyon kapasitesi
parametreleri.

Psoriasis hastalan Saghkl kigiler P
X+SD X+SD
A° 0,115+0,05 0,074 = 0,00 *0,001
t-lag (dk) 74 + 19 105+ 24 *0,000
DKH (nmol/dk/mg LDL protein) 7,8 +3,8 38+28 *0,006
MDK(nmol/mg LDL protein) 381 £126 305+ 111 20,032
t-maks (dk) 155+ 37 185+ 28 *0,001

* Student-t testine gore
& Mann Whitney U testine gore
p <0,05 ; Istatistiksel olarak anlamli alindh.

Tablo 16, Psoriasisli hastalar ve saglikh kigilerin LDL de TBARS takibi.
Psoriasis hastalar Saglikl kigiler P

X+SD X+SD
LDL-TBARS (nmol/mgLDL protein) 4,9 1,7 38072  *0,018
oLDL-TBARS ( nmol/mg LDL protein) 51 14 35+11 *0,000
P & 0,001 & 0,001

* Student-t testine gére
& Paired t testine gore
p <0,05 ; Istatistiksel olarak anlamh bulundu.
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4.3. Psoriasis Hastalan ve Saglikh Kisilerde Parametreler Arasi Korelasyonlar

4.3.1. Psoriasis Hastalarnnnda Korelasyonlar

Tablo 17°de psoriasisli hastalarda in vivo LDL oksidasyonu gostergesi olan oLADb, in
vitro dien konjugasyonu takibi parametreleri ve TBARS seviyelerinin korelasyonlan
anlamhi bulundu. oLAb; MDK, oLDL-TBARS, TK, LDL-K, Apo B, LHP, eTBARS,
fibrinojen, CRP ve PMN-I6kosit seviyeleri ile anlamli pozitif korelasyon, pSOD ile ise
negatif korelasyon gosterdi. Dien konjugasyonu takibi parametreleri; LDL oksidasyon
direncini ifade eden t-lag; t-maks ile pozitif, VLDL-TK, VLDL-TG ve LDL-TG ile
negatif, DKH;, MDK, LDL-TBARS, oLDL-TBARS, TK, LDL-K ve LDL-TK ile pozitif,
HDL-TK ile negatif, MDK; DKH’na ilaveten LDL-TBARS, oLDL-TBARS, TK, LDL-K,
Apo B, LDL-TK ve LHP ile pozitif ve t-maks; t-lag ile pozitif, LDL-TK ile negatif
korelasyon verdi. LDL-TBARS ile oLDL-TBARS’a ilaveten LDL-TK arasinda, oLDL-
TBARS ile ise TK, LDL-K, Apo B, LDL-TK ve eTBARS arasinda pozitif korelasyon
gorildi. Aynica oLDL-TBARS ile sadece pSOD arasinda negatif korelasyon bulundu.

Tablo 18’de serum lipid ve izole lipid parametrelerinin birbirleri, lipid
peroksidasyonu runleri, antioksidan enzimler ve akut faz reaktanlan ile anlamh iligkileri
verilmigtir. Sonuglara gore TK; TG, LDL-K, apo B, LDL-TK, eTBARS, fibrinojen ve CRP
ile pozitif, HDL-K, ve pSOD ile negatif korelasyon, TG, LDL-K, Apo B, ¢eTBARS,
fibrinojen ve CRP ile pozitif, HDL-K ve eSOD ile negatif, HDL-K, HDL-TK ile pozitif,
LDL-K, Apo B ve eTBARS ile negatif, ve Apo B; eTBARS ve CRP ile pozitif , Apo Al
ve pSOD ile ise negatif korelasyonlar verdi.

Tablo 19°da lipid peroksidasyonu gostergeleri, antioksidan enzimler ve akut faz
reaktanlarinin birbirleri ile korelasyonlani gosterilmektedir. pLHP; lokosit ile pozitif,
eTBARS; CRP ile pozitif, pSOD ile negatif, eSOD; eGSH-Px ve CRP ile negatif, eGSH-
Px; eGR ile pozitif, pSOD; CRP ile negatif, pGSH-Px; pGR ile pozitif ve fibrinojen, CRP
ile pozitif korelasyonlar gosterdi.

Psoriasis hastalaninin parametreleri arasinda goriilen anlamli ve énemli korelasyonlar
Sekil 18 ile Sekil 29 arasinda gosterilmektedir.
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Tablo 17. Psoriasis hastalannda in vivo ve in vitro LDL oksidasyonu
parametrelerinin birbirleriyle, serum lipid ve izole lipoprotein parametreleri ile, lipid

peroksidasyonu (LP) gostergeleri, antioksidan enzimler ve akut faz reaktanlan ile

korelasyonlan.
Serum LDL oksidasyonu parametreleri
oLAb A° tdag DKH MDK t-maks LDL oLDL
TBARS TBARS
A” -
3 g?‘% DKH .
=] §m>x( 050 L
~t 2 b t-maks - -
S & LDL-TBARS i
- o
9 G ’50
=8 b
2 A
5 5 047
@ 8 L ha L
= 10,76%*

- 0,68** 0,58%¢ 035* 036* 0,52*%

' - - 0j34* P im
ot - - - - - 036
PMN-Lokosit 0.34% - . ; ] .. -

* p<0,05
»  p<001
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¥=0,36x + 241 .

=050 .p<0,01 »*
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180

y=0,04x + 91

1601 r=038;p<0. "
=8:p0 oLAb (mU/mL)
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oLAb (mU/mL)
60
¥=-0,004x + 5,4
550 w4 r=-0,67; p<0,01

oLAb (mU/mL)
Sekil 18. Psoriasis hastalarinda oL Ab ile lipid oksidasyonu gostergeleri ve pSOD

arasindaki korelasyon grafikleri

oLDL-TBARS{ nmol/mg LDL)

69

v=0,03x+ 278
r=0,34 ; p<0,05 »

22
200

¢TBARS (nmol/g Hb)

L ]
200 400 600 800 1000
oLAb (mU/mL)
y=0,14x+ 77
=0,62;p<0.0l
200 400 600 800 1000

oLAb (mU/mL)



320
300{ y=003x+177 .
280‘ =069 ; p<0,01
g
0 200 400 600 800 100
oLAb (mU/mL)
180y 0,07+ 74
160 r=0,60;p<0,01 ]
140
% 120
2 1004
g
80
60 .
[ ]
40 L a =]
0 200 400 600 800 1000
oLAb (mUfmL)
25y y=0002x+0022
r=0,53 ;p<0,01 .
20 '
e
g ' 1’5 a
2 ..
10
& .
[ .‘.
sy * C—
ol s [ ] °
00 ] .
0 200 400 600 800 1000
oLAb (mU/mL)

2004

LDL-K (mg/ dL)

Fibrinojen (mg/dL)

140
120y
100+

70

1 y=0.004x +111 .

=064 ; p<0O1

700

6004

5004

4004

3004

200

PMN-16kosit (1000 /p L)

200 400 600 800 1000

oLAb (mU/mL)

y=0,27x+ 321 .
r=0,34 ; p<0,05

400 600 800 1000

oLAb (mU/mL)

. y=0,002x + 7.0
1 1=034 ; p<0,05

400 600 800 1000

oLAb (mU/mL)

Sekil 19. Psoriasis hastalaninda oL Ab ile lipid parametreleri ve akut faz reaktanlan

arasindaki korelasyon grafikleri.
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1.6
‘ v=-0.007 - 0.927
14 r=-048 ; p-0.01
1.2
a [ ]
1o
84 ®

VLDL-TK (mg/mg VLDI. protein)

4 50 60 70 8 90 100 11¢ 120

t-lag (dakika)
o
‘ v=-0,04x+5.3
6 . r=-0.49 :p-0.01
. :
5

VLDL-TG (mg/mg VLDI. protein)

0 O 6 70 8 9% 100 110 120

t-lag (dakika)

¥ -0,0016x - 0,434
r=-0,38 . p<0.,03

L.DL-TG (mg/mg LDL protein)

50 60 70 8 % 100 110 120

t-lag (dakika)
Sekil 20. Psoriasis hastalannda t-lag ile VLDL-TK, VLDL-TG ve LDL-TG

seviyeleri ile korelasyon grafikleri.

£.C. YOKSEKOGRETIM KURULY
DOKDMANTASYON MERKEZ]
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Sekil 21. Psoriasis hastalarinda MDK ile lipid ve lipid peroksidasyonu parametreleri

ve izole LDL-TK seviyeleri arasindaki korelasyon grafikleri.
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Sekil 22. Psoriasis hastalarinda oLDL-TBARS ile lipid parametreleri, izole LDL-

TK, eTBARS ve pSOD arasindaki korelasyon grafikleri.
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Sekil 23. Psoriasis hastalaninda LDL-TBARS ile
izole LDL-TK arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 24. Psonasis hastalaninda LHP ile

PMN-lokosit arasindaki korelasyonu
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Sekil 25, Psoriasis hastalarinda pSOD ile lipid parametreleri ve eTBARS arasindaki

korelasyon grafikleri.
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Sekil 26. Psoriasis hastalarinda CRP ile lipid parametreleri, eTBARS ve pSOD

arasindaki korelasyon grafikleri.
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Sekil 27. Psoriasis hastalarinda fibrinojen ile lipid parametreleri ve CRP arasindaki

korelasyon grafikleri.
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Sekil 28. Psoriasis hastalaninda serum
HDL-K’u ile izole HDL-TK arasindaki

korelasyon grafigi
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LDL-TK (mg/ mg LDL protein)

v=0,003x + 0.603
r=0,54 : p<0,01 s
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Sekil 29. Psoriasis hastalarinda serum
LDL-K’u ile izole LDL-TK arasindaki

korelasyon grafigi.
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4.3.2. Saghkh Kisilerde Korelasyonlar

Tablo 20°de saglikli kisilerde in vivo ve in vitro LDL oksidasyonu parametrelerinin
birbirleri ile, serum ve izole lipid parametreleri ile antioksidan enzimler ve akut faz
reaktanlart ile korelasyonlann verilmigtir. oLAb; oLDL-TBARS, fibrinojen, ve CRP
seviyeleri ile anlamli pozitif korelasyon, pSOD ile ise negatif korelasyon gosterdi. Dien
konjugasyonu takibi parametreleri; LDL oksidasyon direncini ifade eden t-lag; t-maks ile
pozitif, VLDL-TG, LDL-TG ve LHP ile negatif, DKH; MDK ile pozitif, HDL-K ve
eGSH-Px ile negatif, MDK; DKH’na ilaveten LDL-K, fibrinojen ve CRP ile pozitif, HDL-
K ve eGSH-Px ile negatif ve t-maks; t-lag, Apo Al ve HDL-TK ile pozitif, LDL-TG ile
negatif korelasyon verdi. Ayrica oLDL-TBARS, LDL-TBARS ile pozitif, Apo Al ile
negatif korelasyon gosterdi.

Tablo 21’de serum lipid ve izole lipid parametrelerinin birbirleri, lipid
peroksidasyonu uriinleri , antioksidan enzimler ve akut faz reaktanlar1 ile anlamli iligkileri
verilmigtir. TK; LDL-K, apo B, LDL-TK, eTBARS, fibrinojen ve CRP ile pozitif, HDL-
K, ve pSOD ile negatif korelasyon, TG; LDL-K, apo B, eTBARS, ile poztif, HDL-TK
ile negatif, TG, Apo B, eTBARS ve PMN-I6kosit ile pozitif, HDL-K; Apo Al ve LDL-TG
ile pozitif, LDL-K ile negatif, LDL-K; Apo B, LDL-TK, ve TBARS ile pozitif, HDL-TK
ile negatif, Apo AI; eTBARS ile pozitif ve Apo B; eTBARS ve LDL-TK ile pozitif , HDL-
TK ile ise negatif korelasyonlar verdi.

Tablo 22°de lipid peroksidasyonu gostergeleri, antioksidan enzimler ve akut faz
reaktanlarinin birbirleri ile korelasyonlari verilmigstir. pLHP; seruloplazmin ile pozitif,
eSOD; pSOD ile pozitif eTBARS ile negatif, ve seruloplazmin; fibrinojen ile negatif
korelasyon gosterdi.

Saglikh kisilerde elde edilen korelasyon grafikleri, Sekil 30 ile Sekil 37 arasinda
gosterilmektedir.
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Tablo 20. Saglikl kisilerde in vivo ve in vitro LDL oksidasyonu parametrelerinin
birbirleriyle, serum lipid ve izole lipoprotein parametreleri ile, lipid peroksidasyonu (LP)

gostergeleri, antioksidan enzimler ve akut faz reaktanlan ile korelasyonu.

Serum LDL oksidasyonu parametreleri
oLAb A° tlag DKH MDK t-maks LDL oLDL
TBARS TBARS
A° -
t-lag - -
2 DKH - - -
) % MDK - - - 0,85%*
a S t-maks - - 0,66** - -
% LDL-TBARS - - - - - -
© oLDL-TBARS 0,35* - - - - - 0,83*#*
= TIK - - - - - - - -
25 16 i ; - . i ; i ]
~;:=' £ HDL-K - - - - - - - -
g E LDLK - - - - 0,39* - - -
3 §_ Apo Al - - - - - 0,36* - -0,41*
Apo B S .
VLDL-TK - - - - - - - -
-5 .= VLDL-TG - - -0,38* - - - - -
%*é%LDL-TK - - -4 - - - - -
A 5a LDL-TG - - -0,65*%* - - -0,33* - -
£~ HDL-TK - - - L0,46** -046** 041* - -
HDL-TG - - - - - - - -
o LHP - - - -037* - - - -
— eTBARS - - - - - - - -
eSOD - - - - - - - -
eKat - - - - - - - -
&5 eGSHPx - ) - 038% -038% - ..
BE R T
2§ psSOD 0,64 ** - - - - - - -
< pGSH-Px - - - - - - - -
. pGR : - - - - - - - -
= Seruloplazmin - - - - - - - -
& £ Fibrinojen 036* - - - 035% - - .
"’_.3 CRP 0,34* - - - 0,35* - - -
5 s ESH - - - - - - - -
~  PMN-Lokosit - - - - - - - -
* p<0,05

**  p<0,01
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Sekil 30. Saglikli kisilerde oLAb ile oLDL-TBARS, pSOD ve fibrinojen arasindaki

korelasyon grafikleri.



5 . y=-0.016x + 35
_ r=-0,38; p<0,05
£ 4
2
< a o
2; 3 ° o
s
g
€
2
|
9
>

60 8 100 120 140 160 180

tlag ( dakika)

8

o y= -0.0029x + 0.572
° r= 0,65 ; p<0,05

— 15

= o

[}

®

Q.

|

(]

|

8

2

=

(@)

- |

60 80 100 120 140 160 180
t-lag (dakika)
120) y=-0,31x+ 108
r=-0,37; p<0,05
o] [}
=
£l
&
20

60 80 100 120 140 160 180

t-lag (dakika)
Sekil 31. Saglhkl kisilerde t-lag ile VLDL-TG, LDL-TG ve LHP arasindaki

korelasyon grafikleri.
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Sekil 32. Saghikli kisilerde MDK ile LDL-K, HDL-TK ve fibrinojen arasindaki

korelasyon grafikleri.
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Sekil 33. Saglikl kigilerde oLDL-TBARS ile Apo Al arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 34. Saglikl kisilerde LDL-K ile LDL-TK ve HDL-TK arasimdaki korelasyon
grafikleri.



Sekil 35. Saghkli kisilerde TK ile LDL-TK, HDL-TK,

korelasyon grafikleri.
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Sekil 36. Saglikh kisilerde TG ile eTBARS arasindaki korelasyon grafikleri.
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Sekil 37. Saghkl: kisilerde eSOD ile pSOD ve eTBARS arasindaki korelasyon

grafikleri.



S.TARTISMA

5.1. Metotlarim Tartismasi
5.1.1. Numune Toplanmas: ve On Islemler

Dermatoloji Anabilim Dali tarafindan klinik teshisi gergeklestirilen psériasis
hastalan ve gonulla saghikl kigilerin bir gecelik aglik kanlari hemen igleme tabi tutuldu.
PMN-lokosit sayimi, ESH, rutin biyokimya ve spesifik proteinleri aym: gin iginde
gunliik kalite kontrolleri takiben degerlendirildi. Rutin biyokimya ve spesifik proteinler
i¢in gelen kanlar analiz edilmeden once serumlari elde edilmek amaciyla 3000 rpm’de
15 dk santrifiyj islemi uygulandi. Serumun bir kismi oLADb igin -80°C’de saklandi.

Antioksidanlarin tayini i¢in alinan EDTA’h kanlar yine 3000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilerek plazmalan elde edildi. Eritrosit paketlerini elde etmek amaciyla
plazmalant alindiktan sonra kalan eritrositler ii¢ kez PBS ile yikandi. Plazma ve
eritrositler -80°C’de sakland:. Eritrositlerin ¢alisma oncesinde seyreltilerek saklanmas:
enzim aktivitelerinde diigiise yol agmaktadir (97). Bu nedenle eritrositler paket halinde
saklandi. Burada elde edilen plazma ve eritrositlerde SOD, Kat, GSH-Px, GR
aktiviteler: bakild1. Ayrica eritrositlerde TBARS ve plazmada lipid hidroperoksitler de
tayin edildi.

LDL oksidasyonu-dien konjugasyonu takibi i¢gin EDTA’h tiiplere kan alindi. Bu
kanlar plazmalan elde edilmek amaciyla 4000 rpm (1500 g)’de ve 4°C 15 dk santrifiij
edildi (108). Bu plazmalar ayn1 giin LDL izolasyonunda kullamldi. Princen ve ark.
(109), siv1 azot altinda saklanan plazmadan elde edilen LDL ile aym numunenin taze
plazmasindan elde edilen LDL kargilagtirildiginda t-lag ve DKH’inda, ve -80 °C’de 18

aya kadar saklanan plazmanin bu parametrelerinde de anlamhi farkliliklar
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bulunamadigim bildirmiglerdir. Simons ve ark. (40) ise plazmay: 1 mg/mL EDTA ve 20

uM BHT ilave ederek -70 °C’de saklamuglardir.
5.1.2. LDL izolasyonu ve Oksidasyonu Y&ntemleri

Lipoproteinleri;  ultrasantrifigasyonla, ¢esitli  ¢Oktiirme  yOntemleriyle,
kromatografi ile ve elektroforez ile ayimak mimkindir. Bu caliymada
ultrasantrifiigasyonla lipoproteinler elde edilmeye caligilds.

Lipoproteinler, bilesimleri nedeniyle farkli yogunluklarda bulunurlar.
Silomikronlar <0,940, VLDL 0,940-1,006, IDL 1,006-1,019, LDL 1,019-1,063 ve
HDL ise 1,063-1,21 g/mL arasinda yogunluklara sahiptirler. Bu yogunluklar géz oniine
alinarak ultrasantrifiigasyon yOntemiyle lipoproteinleri ayimamn mémkiin oldugu
bildirilmektedir. Ultrasantrifigasyonda ama¢ sadece lipoproteinleri teker teker elde
etmek degil, ayn1 zamanda plazma proteinlerini de ¢oktirmektir (110). Bu ¢okme bizim
tarafimizdanda gozlendi. Ancak ultrasantrifiigasyon esnasinda da fosfolipid
- hidroperoksitler meydana gelebildigi ve dogal LDL’de 5000 mol peroksit/mol LDL
bulundugu tespit edilmigtir (111).

LDL izolasyonunda en yaygin kullanilan metot ardigik ultrasantrifiigasyondur. Bu
iglemde lipoproteinler her biri ayn ayn santrifiijleme isleminin ardindan farkli
yogunluklar olugturularak elde edilmektedir (110). Klasik preparatif ultrasantrifiigasyon
zaman alict ve pahalidir. Aynca, 18-24 saatlik aynmda aktarma esnasinda
lipoproteinlerin yiizeyindeki apolipoproteinlerde kayip meydana gelmektedir. Buna
ilaveten mikrobiyolojik lipoprotein pargalanmasi ve lipoprotein peroksidasyonu da soz
konusudur (112). Leonhardt wve ark. (113), preparatif ultrasantrifiigasyonla
lipoproteinleri aywmuglar ve rotor hizinin lipoproteinler izerine etkisini belirlemek
amactyla 120, 90, 60 ve 30x 10° rpm’de sirasiyla 100 dk , 3 saat, 6,7 saat ve 27
saat’lik ultrasantrifiigasyon islemini uygulamiglardir. Rotor hizinin artigiyla VLDL-
kolesteroliin arthgimi, VLDL-trigliserid ve LDL-kolesteroliin ise digtigiini
g6zlemiglerdir. LDL- ve HDL-trigliserid ve HDL-kolesterol diizeylerinde ise anlamh
farkhliklar bulamamglardir. Cok Mzl ultrasantrifiigasyonun albiminin VLDL ve
LDL’den tamamiyle uzaklagtinimasinda etkili oldugu ileri striilmigtir. Aynca bu tip
kisa siireli ayinmlarda askorbat, iirat ve muhtemelen albimin gibi safsizliklar tespit
edilmigtir (107). Tong ve ark. (114), meydana gelebilecek oksidasyonu azaltmak igin
lipoproteinleri 4 °C’de kisa siireli ayirma islemini yapmiglar ve bu sekilde aynlan
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LDL’de kolesterol seviyesinin, uzun siireli ve 20 °C’de yapilan izolasyona goére daha
yiiksek oldugunu ifade etmiglerdir.

Dansite gradient ultrasantrifigasyonu son zamanlarda gittikge Onem
kazanmaktadir. Tek bir izolasyon islemi ile VLDL, LDL ve HDL'’yi e¢lde etmek
miimkiindiir. Ancak gradient olugturmak, ¢ok iyi teknik gerektirmektedir. Gradient
olusturmada daha ¢ok NaCl, KBr ve NaBr gibi tuz ¢dzeltileri kullamimaktadir.
Cahgmaya baglamadan once gradientleri dogru olugturabilmek icin kullanilan kat:
tuzlann kurutulmasi gerekmektedir (110). Bu ¢aligmada, Scalavons ve ark.’imn (102)
gelistirdifi kesikli (diskontinyus) dansite gradienti ile ultrasantrifiigasyon uygulandi.
Caligmalannda plazmanin yogunlugunu kati KBr ile 1,30 g/mlL’ye getirip Gzerine 1,24
g/mL, 1,063 g/mL, 1,019 g/mL ve 1,006 g/mL’lik tuz ¢Szeltileri ve su ilave ederek iki
farkh gradienile tabakalandirmuglardir. 1. Gradientte tabakalandirma sirasina gore
5:3:3:3:4:0,5 oranlan, II. gradiente ise 5:4:4:3:2:0,5 oranlan kullamimig ve 313 500 x
g’de 7°C’de 80 dk’hik ayinm yapmuglardir. I. Gradientin VLDL ve LDL, II. gradientin
ise HDL izolasyonunda iyi sonu¢ verdifini belirtilmigtir. Bu iki gradient bizim
tarafimizdan da denendi ve I. gradientte LDL’nin VLDL’den daha iyi aynldi: goriilda.
Amag¢ LDL izolasyonu oldugu igin bu gradientle lipoproteinlerin ayinmi yapild.
Santrifijle ayumaya rotor hizimin, sicaklifin ve zamanm etkisi vardir. Rotor hiz:,
zamanla ters orantilidir. Tim bunlar gz Oniine alinarak bu galigmada 50 000 rpm’de ve
4°C’de 3 saatlik izolasyon gergeklestirildi. Gradient olugturmakta kullamlan ¢ozeltiler,
yogunluk olusturucu olarak NaBr, lipoproteinleri oksidasyondan korumak amaciyla
EDTA ve NaN; ihtiva etmekteydi. Bu ¢bzeltilerin yogunluklan dansitometre ile kontrol
edildi.

Oksidasyona baglamadan dnce EDTA gibi oksidasyonu onleyici ve LDL harici
bilegikleri uzaklagtirmak igin, gesitli uygulamalarda diyaliz yontemleri rapor edilmigtir.
Princen ve ark. (109), izolasyon ve oksidasyon arasindaki siireyi kisaltmak amaciyla
diyaliz iglemi yapmamig ancak LDL, EDTA ihtiva ettii icin oksidasyonda yiiksek bakir
konsantrasyonu kullanmiglardir. Bruce ve ark. (115), kloronfenikol ve EDTA ihtiva
eden PBS ile diyaliz etmigler ve ardinda da jel filtrasyonundan gegirmiglerdir. Valkonen
ve ark. (116), oksidasyondan dnce, LDL’yi dekstran stilfat afinite kolomndan gegirerek
EDTA’yr uzaklagtirmiglardir. Napoli ve ark. (67), 4 mM EDTA ve 8 uM BHT ihtiva
eden PBS’ye kargt oksijensiz azot altinda diyaliz iglemini uygulamglardir. Esterbauer
ve ark. (39), 1 mg/mL EDTA ihtiva eden plazmaya 20 pM BHT ilave etmigler ve
izolasyondan sonrada LDL’yi 0,16 M NaCl ve 0,1 mg/mL kloramfenikol ihtiva eden
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vakumla gaz1 uzaklagtirilmig 0,01 M fosfat tamponunu (pH 7,4) kullanarak +4 °C’de 48

saat siireyle diyaliz etmiglerdir. Jun-Jun ve ark. (117), LDL’yi 6nce 1 mg/mL EDTA ve
0,1 mg/mL NaN; ihtiva eden PBS’de diyaliz, ardindan 0,45 um seliloz filtresinde
sterilizasyon yaparak azot gazinda, karanhkta ve 4°C’de saklamiglar ve kullanmadan
hemen once yine karanlikta ve 4°C’de EDTAsiz PBS’ye karsi 48 saat siireyle diyaliz
islemini yapmiglardir. Bizim laboratuar sartlanmiz g6z 6niine alinarak, LDL’ler, 12 saat
EDTA’l ve ardindan 12 saat EDTA’siz PBS ile karanlikta ve +4 °C’de diyalize tabi
tutuldu. Itk 12 saatte digiik konsantrasyonda EDTA kullamlmasinin nedeni uzun siiren
diyaliz isleminde meydana gelebilecek oksidasyonu azaltmakt:.

Diyaliz iglemini takiben izolasyonun ne 6lgiide yapilabildigini belirleyebilmek
amaciyla izole lipoproteinlerde TK, TG, HDL-K, LDL-K, Apo Al ve Apo B seviyeleri
tespit edildi. VLDL’nin TG’ce, LDL’nin TK ve Apo B’ce, HDL nin ise Apo Al’ce
yitksek oldugu gézlendi (Tablo 7). Bunlara ilaveten VLDL’nin pre §, LDL’nin B ve
HDL’nin ise a bolgesine tek bant halinde go¢ etmesi (Sekil 15), izolasyonun dogru bir
sekilde yapilabildigini bize dustindiirmektedir.

LDL oksidasyonuna gegmeden Once protein konsantrasyonuna gore bakir
konsantrasyonu ayarlanacag: i¢in Lowry metodu ile protein tayini yapildi (105).

In vitro LDL oksidasyonunda en yaygin kullanilan oksidan Cu*? iyonlanidir. Cu™
ile uyarilmig LDL oksidasyonu esnasinda dis fosfolipid tabakasina ilaveten
lipoproteinin hidrofobik lipid merkezinde de hidroperoksitler meydana gelebilir (111).
LDL’nin bakir bagimli oksidasyonu, siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikallerinden bagimsizdir. Siiperoksit dismutaz ve katalaz, Cu®nin LDL ile
indirgenmesi inhibe etmez. Bakinn LDL oksidasyonunu baslatabilmesi i¢in Cu™*’nin
Cu™e indirgenmis olmasi gerekiyor. Cu’? *yi indirgeyen faktorlerin o-tokoferol ve
hidroperoksitler oldugu ileri sirilmektedir (59,106). LDL’de 6nceden olugmus lipid
hidroperoksitlere  rastlanmaktadir.  Ancak, lipoproteinde  oksidasyon, lipid
hidroperoksitler olmaksizin da meydana gelebilmektedir. a-tokoferol, antioksidan
olmaktan ziyade LDL’de lipid peroksidasyonunu baslatict bir prooksidan olarak etki
gosterebilir. Cu'? ile a-tokoferoliin direkt etkilesmesi sonucu Cu* olusturmas: ile lipid
peroksidasyonun bagladigs ve lipid hidroperoksid varliginda bu Cu”, lipid alkoksil
radikali olusturarak lipid peroksidasyonunun devam ettigi ifade edilmigtir (59). Bakir
LDL’ye bagh halde iken ortamda serbest bakir olmadign durumlarda bile LDL
peroksidasyonunu baglatabilmektedir. Dogal LDL ile kargilastinlinca a-tokoferol
(TOH) ile zenginlestirilmis LDL, F-10 ortarm ile baslatiimus oksidasyona daha



91
duyarlidir. a-tokoferol’iin Cu™*'yi indirgemesiyle meydana gelen Cu”, Cu *den daha

giichi oksidandir. Bu indirgenme esnasinda meydana gelen a-TO™ (tokoferol radikali)
hidrofobik oldugundan LDL’den uzaklasamaz. Diger antioksidanlarin bulunmadig ya
da yetersiz bulundugu durumlarda LDL oksidasyonu etkinlegir (118).

Bakir, in vitro LDL oksidasyonuna daha aktif katiirken demirle LDL
oksidasyonu bir ¢ok biyolojik faktére ihtiyag duydugundan daha ¢ok in vivo olarak
gergeklesmektedir. Cu™?, kendi bagina LDL’yi oksitleyebilme ozelligine sahipken,
demir bagimh LDL oksidasyonu fizyolojik tiyol bilegiklerine ve siiperoksidin varligina
ihtiyag duyar. Ekstraseliler sistein ya da diger salfidril bilesikleri, redoksca aktif metal
iyonlar: ihtiva eden ortamda LDL’nin hiicre aracilikli oksidasyonu igin esansiyeldir.
Apo B’nin yapisindaki serbest stilfidril gruplan, bakir-bagimli LDL oksidasyonunda
onemli bir faktor degil iken demir bagimli oksidasyonda onemli bir fakt6rdir (59).
Ayrica LDL, demir bilesiklerinin aksine bakir ve hemine maruz kaldiklarinda
makrofajlarca kabul edilebilen LDL halini almaktadir (119). Deneysel ortamlarda LDL,
Cu™®yi Cu™"e indirger ancak Fe *’ti Fe *’ye indirgeyemez (59).

Hiicrelerle ve bakirla LDL oksidasyonu Tablo 23°de 6zetlenmistir. Bakirla okside
edilmig LDL, hiicrelerle okside olmus LDL’ye birgok bakimdan benzemesine ragmen,
stiperoksit dismutaz ve bazi lipooksigenazlarla inhibisyona hassasiyetleri bakimindan

farklilik gostermektedir (120).

Tablo 23. Hicrelerle LDL oksidasyonunun bakirla LDL oksidasyonu ile
kargilastinimasi (120).

Hiicrelerle Bakirla

1. nM konsantrasyonda bakir gereklidir. 1. uM konsantrasyonda bakir gereklidir

2. SOD ile sinirli inhibisyon. 2. SOD ile oldukga etkili inhibisyon.

3. Eikosatetraenoik asit ile inhibisyona 3. Eikosatetraenoik asit inhibisyon etkisi
ugrar. gostermez.

4. Yavag oksidasyon gosterir. 4. Hizlr oksidasyon gosterir.

5. Nispeten disiik seviyede TBARS 5. Nispeten yiksek seviyede TBARS
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Tablo 24. /n vitro LDL oksidasyonu tayin yontemleri (107).

T)lciim

metot

Takibi gerektirenler

Floresans

Konjuge dienler

Okstijen alinimi

Florometre ile olgulir. 430 nm’deki floresans Apo B’de bulunan
florofor nedeniyle oksidasyonla artar. Zamana karsi floresansla
gecikme ve ilerleme fazlan takip edilir. Rutin analize uygundur.
Iyi sonug verir.

UV  spetrofotometresi ile olgiiliir.  Oksidasyon esnasinda
PUF A’lar konjuge ¢ift bagl yag asidi hidroperoksitlerine doniisiir.
234 nm de zamana karsi absorbans takip edilerek gecikme fazi,
ilerleme hiz1 ve maksimum dien miktan belirlenir. Rutin analize
uygundur. lyi sonug verir.

Oksijen elektrodu ile olguliir. Gecikme ve ilerleme fazlan takip
edilir. Fazla miktarda LDL gerektirir (0,5-1,0 mg/mL).

Takibi gerektirmeyenler

Akigkanlik Floresans polarizasyonu ile 6lgilir. Cu™ ile okside LDL de
akigkanlhk, doymamig kolesteril esterlerinin kaybi sonucu azalir.

Aldehitler TLC/HPLC ya da GC ile olgilur. 4-HNE ve hegzanal, énemli
aldehitlerdir.

Antioksidanlar HPLC ile olgiilir. Vit E, karotenoidler ve ubikinol 10, gecikme
fazi esnasinda kaybolur.

Amino asitler Trinitrobenzensiilfonik asit ile kolorimetrik o6lgiilir. Lizinin e-
amino gruplan aldehitlere baglanir.

Apo B yapisi Dongiisel dikroizm ile olgilir. Cu™ ile oksidasyon esnasinda p-
yapisi azalir, heliks yapist ise degismez.

Apo B yikimu SDS elektroforezi ile belirlenir. Apo B (500 kDa), ilerleme fazi
esnasinda birgok kiigiik pargalara aynlir.

Bazal dien Lipidler, kloroform-metanol ile eksrakte edilir. Azot altinda

konjugasyonu kurutulduktan sonra siklohekzanda ¢ozilip 234 nm’de 300 nm

referans alinarak spektrofotometrik o6lgim yapilir. Dolagimdaki
oLDL direkt olgiilebilmektedir. Metot basittir, hizli ve iyi sonug
vermektedir. Ayrica klinige de uygulanabilmektedir (121).
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Arasidonik asidin non-enzimatik peroksidasyon lriini olan Fa-
izoprostanlar, spesifik ve kararli triinler olmalan, seviyeleri diet-
lipidi muhtevasindan etkilenmemeleri, tim biyolojik sivilarda ve
dokularda tayin edilebilir miktarlarda bulunmalan ve ng
seviyelerinde bile tespit edilebilmeleri son zamanlarda in vivo lipid
peroksidasyonun en iyi  gostergelerinden biri  olarak
kullanilmalarim1  yayginlastrmistr. GC ve ELISA  ile
olgiilebilmektedir (122).

GC/MS ile olgilar. Hidroperoksi PUFA’lar, hidroksi yag
asitlerine doniistiriilerek direk olmayan yolla 6lgiiliir.

ESR ya da NMR ile olgilir. Spin isaretlemelerle fosfolipidierin
hareketliliginin okside LDL’deki azalisi belirlenir. NMR verileri
ile, Apo B bagli Cu™? 'mn paramagnetik etkisini ifade etmek zordur.

Kemiliminesansh HPLC ile ol¢ulur. Olduk¢a 6zgiil ve hassastir.
Kolesteril ester-OOH (CE-OOH) ve fosfolipid-OOH (PL-OOH)
diizeyleri belirlenir.

Kolorimetrik-iyodometrik olgilir. Peroksitler ilerleme fazinda
artar, ayngma fazinda ise diuser. Liminometre ile foton emisyon
sayim yapilir.

TLC ile olgiliir. Fosfolipaz A, aktivitesine bagh artig olur.
GC/MS ile dlgilur. Serbest ve esterlesmis kolesteroli ayirmaz.

GC ile olgiilir. Cu™® ile 24 saat oksidasyondan sonra pek gok
PUFA (22:6, 20:4, 18:2) kaybolur.

ESR ile olgilur. Tokoferoksil radikallerin dretimi sinyal olarak
iletilir.

Fotometrik ya da florometrik olarak belirlenir. Siklikla
kullamiimaktadir.

Agaroz jel elektroforezi ile takip edilir. LDL’nin net negatif
yikii oksidasyon esnasinda amino gruplar kaybt nedeniyle artar.
Dolayisiyla kismi elektroforetik hareketlilik artar.

Friv KURULU
mﬂw MERKEZL
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MDA ile 4-HNE, Apo B’nin amino asit kalintilarina kovalan baglanarak etkilerini
gosterirler. Lizin, histidin veya glisin gibi amino asitlerle etkilesime girerek karbonil
tirevlerini meydana getirirler. /n virro bakirla LDL oksidasyonunda doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu ile ortaya ¢ikan MDA ve 4-HNE, Apo B ile etkilesime girerek
MDA-lizin,ve 4-HNE-lizin komplesklerini meydana getirirler. Hidrofobik 6zelliginden
dolayt MDA, oLDL’yi 4-HNE’a gore elektroforezde daha uzaga difiize eder. HOCL ile
oksidasyon, in vivo LDL oksidasyonunda 6nemli bir mekanizmadir (51,52,123).

Lipid peroksidasyonunu ve dolayisiyla da LDL oksidasyonunu dlgmek igin pek
¢ok degisik yontem mevcuttur. Bu yontemler Tablo 24’de o6zetlenmigtir. Bunlar
arasinda en eski ve en ¢ok kullamlami TBARS testidir. Ancak bu test son zamanlarda
yerini lipid hidroperoksitler, F,-prostanoidler gibi daha spesifik yontemlere birakmigtir
(122).
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Sekil 38. Cu™ ile uyanlmig LDL oksidasyonu mekanizmas: (0,05 mg LDL
protein/mL) (60). TBARSda, lipid hidroperoksitlerde, 234 nm’de konjuge dienlerde ve
430 nm’de floresansda artig olur. (r.F.I.) : Rolatif floresans indeksi.
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Tablo 25. LDL oksidasyonu fazlan esnasinda meydana gelen degisiklikler.

Gecikme(lag) fazi
Minimal diizeyde lipid peroksidasyonu olur.

LDL’nin endojen antioksidanlari kaybolur. Ilk énce a-tokoferol ve en
sonunda ise B-karoten uzaklagir.

Bu fazin uzunlugu, LDL oksidasyon direncinin objektif endeksidir.

Herleme (propagation) faz

Lipid peroksidasyonunun baglangicindan kisa bir siire sonra TBARS ve
diger aldehilik lipid peroksidasyon driinlerinin konsantrasyonu yiikselmeye
baslar.

LDL’de

430 nm’de floresansda, 234 nm’de dienlerde

e clektroforetik hareketlilikte kismen,

e lizofosfolipidlerde ve

e Apo B’nin pargalanmig tirevlerinde arti§ goriilir.

Gegis tiriinleri olan lipid hidroperoksitlerin olusum oram, dekompozisyon
oranlarim gecene kadar konsantrasyonlar: artar.

Ayrisma (Decomposition) fazi

PUFA’lann ¢ogu (% 70-80’1) oksitlendiginde aynigma faz: hakim olur ve
lipid hidroperoksit konsantrasyonu tekrar diiymeye baglar.

Konjuge dien piki ile ¢akisan lipid hidroperoksit piki olusumunu takiben
dekompozisyon fazina gegilir.

Lipid hidroperoksitlerin aldehitlere B-kinlma reaksiyonlan, aynigma
fazlarinin en 6nemli reaksiyonlan olarak gorulir.

Lipid hidroperoksitleri aynstifinda ¢Opgli reseptorlerce alinabilecek
diizeyde degisikliklere ugrarlar.
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Bu ¢aligmada LDL oksidasyon kapasitesini yani oksidasyon direncini belirlemek
amaciyla laboratuar imkanlan, rutin analize uygun olmasi, galigma siiresi, hassasiyeti
ve oksidasyon direnci kapasitesinin en iyi gostergesi olmasi nedenlerinden dolay1 234
nm’de konjuge dien takibi yapildi. Konjuge dienler, LDL lipidlerinin PUFA
zincirlerinin oksidasyonunu sonucu olusan hidroperoksitlerdir.

Konjuge dien takibi ve dolayistyla da LDL oksidasyonu ii¢ fazda incelenir (70).
Bu fazlar Sekil 38°de, ozellikleri ise Tablo 25°de gosterilmigtir. Gecikme fazinda (Faz
1) antioksidanlarin kayb: olur ve minimal diizeyde lipid peroksidasyonu meydana gelir.
LDL antioksidanlarin1 kaybedince lipid peroksidasyonu hizi artar ve LDL PUFA’lannin
% 70-80’1 okside oldugunda lipid peroksit maksimum diizeye ulagir. Daha sonra,
ayrigma reaksiyonu ile LDL’nin lipid peroksit muhtevas: diiger. Gecikme ve ilerleme
(Faz 2) fazlan esnasinda, TBARS, 430 nm floresans, lipid peroksit, dienler ve REM
(nispi elektroforetik hareketlilik) zaman degigimleri birbirine benzemektedir. Ancak
peroksit maksimum oldugunda zaman degigimleri farklibk gésterir. Bu da LDL’nin
oksidasyona hassasiyetinin gecikme fazi esnasinda aym sonuglan verdigini
gostermektedir. Konjuge dien takibinde ayrigma fazinda ikinci artigin nedeni, konjuge
lipid hidroperoksit olusumu degil, ayrigma (Faz 3) arinleridir (107).

In vitro LDL oksidasyonu belirlemek igin dien konjugasyonu takibi esnasinda
hangi bakir konsantrasyonun ve hangi ortamuin kullanilacagina karar vermek igin
literatiir bilgileri g6z oniine alindi. Caligmalanin ¢ogunda oksidan olarak CuSQ, ve
CuCl, gibi Cu' bilesikleri, protein miktarlarina gore farkl konsantrasyonlarda
kullanilmaktadir. Konsantrasyon farkliliklar, izolasyon yontemlerine ve oksidasyon
ortamlanna gore defigmektedir. Literatiirlerde, pg/mL LDL protein:pM Cu"? oranlan ve
oksidasyon sicakhiklan 300:10, 37°C (124), 300:10,4 , 37°C (113), 200:5, 37°C (125),
50:5, 37 °C (126), 50:1,67, 30°C (107), 100:5, 30°C (127) ve 200:1,67, 25°C (128)
arasinda degigen galigmalar mevcuttur.

Gieseg ve ark. (129), LDL oksidasyonunun bakir konsantrasyonu ile artigin,
Cu:LDL molar oramimin 50:1 oldugunda maksimuma ulagtigim ve LDL bagina 10-38
baktr bulundugunda maksimum lipid peroksidasyon baslangi¢ hiz1 elde edildigini ifade
etmiglerdir. Reisky ve ark.(41) bu degeri LDL bagina 28+3,3 olarak Kuzuya ve ark.
(118) ise doygunluk alt sitrim LDL bagina 3,2-7,4 Cu iyonu olarak bulmuglardir.
Maksimum bakir konsantrasyonuna ulagincaya kadar Cu” olugsumu ile bakir baglangig
konsantrasyonu dogru orantith oldugu ve Cu *nin LDL’yi indirgeyebilme aktivitesinin,
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LDL’nin Cu"®’yi baglayabilme yetenegi ile baglantih olabilecegi ifade edilmistir (59).
Raveh ve ark.’na (66) gére LDL, 17 tane bakir baglayabilme 6zelligine sahiptir ve LDL
bakir iyonlan ile doygunluk sininna ulastik¢a t-lag kisalmakta, DKH ise maksimuma
ulagmaktadir.

Ramos ve ark. (130), LDL’nin erime noktasinin 31,1 °C oldugunu, sicaklikla t-
lag’in kisaldigini, DKH’1imin arttifim belirtmiglerdir. Buna uygun olarak Schuster ve
ark. (131), gegis sicakhiginin altinda MDK’mmin azaldifim ve t-lag yikseldigini
bulmuglardir.

pH'nin da oksidasyona etkisi vardir. Asidik pH’da konjuge dienler,
hidroperoksitler ve TBARS artmaktadir. Aldehitler asidik pH’da daha etkili bir sekilde
reaksiyona girmektedir. Asidik pH, LDL’nin agregasyonunu etkiler, hiicresel altnimim
ve lipidlerin ekstraseliiler pargalanmasini arttnir. Viicuttaki hiicrelerin hemen hepsi
kapillerin 20-30 pm’hk simrlan igerisindedirler. Ancak aterosklerotik lezyonlardaki
hicreler kapillerden ¢ok daha uzaktir. Bu hiicreler pKa 3,8°de laktik asit ureterek ATP
olusturmak tizere anaerobik glikolize girerler. Laktik asit, makrofajlan g¢evreleyen
ekstraseliiler yiizeyi aterosklerotik lezyonlarda daha asidik yapar (132).

Yukanda belirtilen bilgiler degerlendirilerek uygun bakir konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla ug/mL LDL protein:;yM Cu? oranlari, 300:10, 300:5, 200:10,
200:5, 100:10, 100:5 ve 50:5 olacak sekilde 6n denemeler yapildi. Yapilan on
denemelerde yuksek oranlarda (ozellikle de 50:5°de) yani yiiksek bakir
konsantrasyonlarinda t-lag ya ¢ok kisa ya da hizh absorbans artis1 ile belirlenemeyecek
diizeyde idi. Cok digiik bakir konsantrasyonunda (300:5), oksidasyon gergeklesmesine
ragmen beklenen dien konjugasyon ‘egrisi tam elde edilemedi. Yani DKH ¢ok digokta
ve daha uzun siirede maksimum absorbansa ulagilabilmisti. Diisiik konsantrasyonda bile
oksidasyonun gergeklegmesi, 300:10 oraminin oksidasyonu gézleyebilmek agisindan
yeterli olmas: ve literatiir bilgileri gbz Oniine alinarak, 300:10 oramina karsilik gelen
50:1,67 orani ile 37°C ve pH 7,4°de konjuge dien takibine karar verildi. Baglanggta 5
dk ara ile siirekli takip islemi yapiliyordu. Ancak bilgisayar donamimh ve sicaklik ayarli
spektrofotometrenin gelmesi, siirekli baginda takip gerektirmediginden ve hassasiyet
agisindan LDL oksidasyonu direncinin ol¢limii igin biiyiikk avantaj sagladi. Kore ve
numunelere Cu™? ilave edilir edilmez kiivetler alt ust edildi ve hemen oksidasyon
baslatildi. Kére Cu™® ilave edilmesi ile Cu™ nin bizzat kendisinin oksidasyonundan

kaynaklanabilecek absorbans artis1 yok edilmeye ¢alisildi.
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LDL konjuge dien takibinin hassasiyetini belirleyebilmek i¢in aymi numune 5 kez

¢ahigildi. Dien konjugasyonu takibi verilerinde % CV degerleri % 10 sinirlarinin altinda
idi (Tablo 8) ve grafikler birbirleri ile ¢akigmakta idi (Sekil 14).

5.1.3. oLAb Tayini

In vivo LDL oksidasyonunun belirlenebilmesi igin son zamanlarda immiinolojik
testlerle LDL antikoru tayini geligtirilmigtir (82). Bu testte oLDL’deki epitopa kars:
otoantikorlar tayin edilmektedir. Bakirla okside LDL’de gesitli epitoplar bulunmaktadir.
Ancak bakirla oLDL’deki okside epitoplarin yogunlugu, MDA-LDL ve 4-HNE-
LDL’dekinden distuktiir (76).

Okside LDL antikor kiti heniiz standardize edilmemis olmasina ragmen literatiirde
iki farkli kit (Gull-BIODESIGN ve BIOMEDICA) mevcuttur. Kitin tlkemiz
sartlanindaki temin kolaylifina bakilarak galismamizda BIOMEDICA firmasinin kiti
segildi. Kit kontrolleri ile yapilan ¢aligmada metodun % CV’si uygun sinirlar igerisinde
tespit edildi (Tablo 6).

5.1.4. Lipid Peroksidasyonu Uriinlerinin Tayini

Lipid peroksidasyonun diizeyini belirlemede doku, plazma, ve hiicrelerde MDA
tayini bagta olmak iizere dien konjugatlan, aldehitler, lipid peroksidler, etan, pentan gibi
hidrokarbon gazlarinin miktan olgiilebilmesine ragmen bu 6l¢iimlerin bir tanesi ile lipid
peroksidasyonunun derecesi tam olarak degerlendirmek mimkiin degildir. Ciinkii gesitli
antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu farkl: basamaklarda inhibe etmektedirler (133).

PUFA’larda oksidasyon sonucu asidik ortamlarda serbest malondialdehite dénen
urtinler meydana gelir. Lipid peroksidasyonunun belirleyici olan malondialdehidin ve
6n bilegiklerinin belirlenmesi igin ¢ok sayida metot geligtirilmigtir. Bunlar iginde en
yaygin olam TBA testidir. Metodun prensibi 3.2.3.2.2’de verilmigtir. Bu testle 2
molekil TBA ve 1 molekil MDA olugmaktadir. Bu metodun dezavantaj, lipid
peroksidasyonu ile ilgili bir gok bilesigin TBA ile reaksiyona girebilmesi ve kromojen
vermesidir. TBA testinde olgiilen MDA’min biyiik bir kisminin ugucu olmayan ve
PUFA, endoperoksitler ve diger bilesenlerin asidik ortamda isitiimalan sonucu olusan
triinler oldugu HPLC ile gdsterilmistir (134). Armstrong ve Browne (135), HPLC ile

serbest MDA olgiilmesinin zaman alict olmasina ragmen kromatografi esnasinda
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kromoforlarin uzaklastinlmasi mimkiin oldugu igin spesifik oldugunu belirtmislerdir.

Ayrnica dzellikle insan kaynakli orneklerde tiyobarbitiirik asitle reaksiyona girebilen ve
benzer dalga boyunda absorbans veren maddelerin varlif: da gosterilmistir. Numunede
bulunan iire, protein, seker, sialik asit ve aldehitler MDA-TBA reaksiyonunda yanliy
sonug almaya neden olurlar. Cesitli hayvan ¢aligmalanina gore plazma MDA’s: tiir, irk,
yas, cinsiyet, beslenme ve stres ile farklilagmaktadir (134).

Eritrositlerde TBARS tayini Stoks ve Dormandy’mn (100) metodu ile yapild.
Metotta, NaN; katalaz inhibitori olarak, Na-arsenit ise meydana gelen MDA
kromojenini kararl hale getirmek i¢in kullamldi (134). Eritrositlerde TBARS miktarlan,
nmol/g Hb birimi ile ifade edildi. Metodun % CV’si uygun simrlar igerisinde idi
(<% 10).

LDL’de okside olmadan énceki ve sonraki MDA tayini Yagi ve ark. ’nin (101)
TBA ile tayin metoduna gore yapildi. Proteinleri ¢oktirmek igin ve asit ortamu
saglamak i¢in TCA kullamldi. MDA standartlar1 yardimiyla oksidasyon oncesi LDL ve
oksidasyon sonrasi oLDL-TBARS seviyeleri nmol/mg LDL protein olarak ifade edildi.
oLDL-TBARS, LDL-TBARS ‘a gore ortalama % 789 artt: (Sekil 16). Taze hazirlanmug
LDL’de TBARS degerlerinin genellikle diigiik (0.5-5 nmol/mg LDL protein) oldugu ve
Cu? ile 24 saatlik oksidasyon sonunda ise 20-100 nmol/mg LDL protein degerine
ulagtig: bildirilmigtir (107,116,128). Bu sonuglar bizim verilerimize uymaktadir.
LDL’nin elektroforezde B, oLDL’nin ise a bolgesine go¢ etmesi (Sekil 15) ve oLDL-
TBARS seviyelerinin LDL-TBARS’a gore olduk¢a yiuksek bulunmasi, LDL
oksidasyonu igleminin baganyla yapilabildigini bize digindiirmektedir.

Lipid hidroperoksidler nispeten kararh triinler olduklarindan, lipid peroksidasyon
derecesi hakkinda bilgi verebilmektedir (99). Olgiimlerinde farkh prensiplere dayanan
teknikler kullanilmaktadir. Referans metot, lipid hidroperoksidle iyodiir oksidasyonuna
dayanmaktadir. Ancak, hassasiyetinin oksijen varliginda diisiik olmas: ve sadece saf
lipid ¢ozeltileri gerektirmesi, dezavantaj teskil etmektedir (135). Plazmada ekstraksiyon
sonucu 353 nm’de absorblanan maddeler agiga ¢ikar ki bu da hidroperoksit miktarinin
fazla bulunmasina yol agar. Fosfolipidler ise yiiksek hidroperoksit miktar: olg¢imiine
neden olabilmektedir (136). Florometrik metotlarda diklorofloresan, hematin varliginda
hidroperoksitlere ya da homovanilik asit floresan dimerine oksitlenmektedir (137).
Kolorimetrik tayinler, fenol fitalein ya da metilen mavisi oksidasyonuna dayanmaktadir

(138). Enzimatik metot da ise siklooksijenaz sentetaz aktivitesi, hidroperoksidler
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tarafindan uyanilmaktadir. Enzimatik aktivite, oksijen tiketimi olgilerek

belirlenmektedir; oksijen titketimi, LHP konsantrasyonu ile orantilidir (139).

Bu ¢alismada LHP, Ruiz ve ark.’inin  (99) metoduna gore tayin edildi. Metot,
glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz reaksiyonuna dayanmaktadir. Glutatyon
peroksidaz enzimi, glutatyon varhiginda lipid hidroperoksidleri indirgeyerek NADPH"1
okside etmekte ve bu da spektrofotometrik olarak izlenebilmektedir. Caligmamizda,
numuneden kaynaklanabilecek lipid peroksidasyon etkisini azalmak igin standartlarin
hazirlanmasinda 65 g/L’lik sigir serum albumin gozeltisi kullanildi. Deney esnasinda
meydana gelebilecek lipid peroksidasyonunu engellemek i¢in c¢aligmamizda ortama
BHT ilave edildi. Metod % CV’si kabul edilebilir diizeyde idi.

5.1.5. Antioksidan Enzim Tayinleri

Caligmamizda eritrositlerde ve plazmada GSH-Px, GR ve SOD aktivitelerine
ayrica eritrosit Kat aktivitesine bakildi.

Glutatyon peroksidaz enzimi aktivitesi tayininde degigik metotlar mevcuttur. Bu
metotlanin ¢ogu Paglia ve Valantine’in (140) metodunun degistirilmesi ile elde edilmis
olup 340 nm’de NADPH azalmasinin kinetik olarak izlenmesine esasina
dayanmaktadir. Caligmamizda kullandi§im:z Beutler’in metodu (98) da bu metotlardan
biri olup reaksiyon mzi H;O: konsantrasyonuna baglidir. Yiksek H:0;
konsantrasyonunda GSH-Px inhibe olmaktadir (32). Cu'?, Fe™? gibi gecis metallerinin
bulundugu ortamda H,0,, Fenton reaksiyonu ile pargalanabilmektedir (25). Bu nedenle
cam malzemeler deiyonize su ile yikandi ve g¢ozeltiler deiyonize su ile ginlik
hazirlandi1. Baz: aragtirmacilar H,0, yerine substrat olarak daha yiiksek aktiviteye sahip
kiimen hidroperoksiti veya eritrosit ve plazma hari¢ diger doku ve hiicre ekstraktlarinda
bulunan ve glutatyon-s-transferazlarin da substrati olduundan GSH-Px reaksiyonuna
engel teskil eden t-butil hidroperoksiti kullanmiglardir (141). V

Eritrosit ve plazmada glutatyon rediiktaz aktivitesi tayininde Goldberg ve ark.’imin
(34) metodu kullanildi. GR bir flavoenzim oldugundan eritrosit hemolizatlarinda ortama
FAD ilave edildi. Plazmada GR aktivitesi tayininde FAD ilavesine gerek yoktu.
Plazmada GR aktivitesi 6lgiimiinde fosfat tamponu yerine imidazol tamponu kullanildi.

Suiperoksit dismutaz aktivitesi 6zel cihazlarla direkt olarak odlgiilebilmektedir.
Ancak bu cihazlar her laboratuarda bulunmayabilir. SOD tayini metotlan, SOD’un
siiperoksidin baglattig1 reaksiyonu inhibe etme yetenegine dayanmaktadir. Olciimlerin
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¢ogunda, siiperoksid, SOD ve indikatér madde arasindaki yarnigma s6z konusudur (96).

Enzimatik yada non enzimatik sistemlerle meydana gelen siperoksit, liiminometrik,
polorografik ya da kolorimetrik tekniklerle tayin edilir (142). Immiinolojik metotla
da SOD tayinleri yapilabilmektedir. Ancak bunlar pahalidir ve her laboratuarda
yapilabilecek testler degildir (143). Superoksid radikali, 6l¢iim ortami iginde tiretilmesi
gerektiinden SOD’un enzimatik aktivitesinin olg¢ilmesi zordur. SOD tayininde
kullanilan nitrobluetetrazolium (NBT) metodu hassas ve hizhi bir metod olup siiperoksid
radikal ireticisi olarak flavinler kullanilmakdadir ve meydana gelen siiperoksit renksiz
olan NBT ile reaksiyona girerek mavi renkli formazon indirgenmesi 560 nm’de
6lgiilmektedir. SOD varhginda NBT’nin indirgenmesi inhibe olmaktadir. Son
zamanlarda NBT yerine daha ¢ok stiperoksid radikali ile kirmizi renk olusturan INT,
indikator olarak kullamlmaktadir (144). NAD(P)H oksidasyonuna dayah metod, gok
disiik SOD miktarlanm bile olgebilen hassas bir metoddur. Biyolojik numunelerde
mevcut indirgeyici ajanlar diger metodlarla interferansa neden olabilirken, NAD(P)H
oksidasyonuna dayanan metotta bu etki gozlenmez (142).

Cahigmamizda SOD aktivitesi tayininde, INT yontemi kullamld: (96). Ksantin-
ksantin oksidaz sistemince tretilen siaperoksid, 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazoplium klorir (INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazon boyasinin
505 nm’deki optik dansitesindeki azalma takip edilerek SOD’un olusturdugu
reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi ve % 50 inhibisyon saglayan SOD miktan 1 EU
olarak alind:.

Katalaz aktivitesi tayininde caligilan numunenin cinsine goére (doku, kan,
mikroorganizma) gesitli metotlar mevcuttur. Serumda katalaz aktivitesi gok diisiik
olmasina ragmen Goth’in bir dl¢giim metodu gelistirmigtir (145). Ancak bu metot da
serum bilirubini sart renkte oldugundan yiksek absorbans okunmasina yol agtig
bildirilmigtir. Bu ¢aligmada Aebi (97)’nin metodu kullanildi. metot H,0O, ’in katalaz
enzimi ile parcalanmas1 sonucu 240 nm’deki absorbans diiyiis, spektrofotometrik olarak
takip edildi. Enzim aktivitesi H;O,’in ayrigmasina dayandifindan, absorbans farki 0,02
ile 0,100 arasinda olmasina yeterli olacak sekilde HyO; konsantrasyonu ayarlandi.
Aynca GSH-Px tayininde oldugu gibi deneyde kullanilan malzemelerin deiyonize su ile
yikanmast ve g¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullamlan suyun deiyonize su olmasi
gerekmektedir. Eritrosit hemolizatlan seyreltilmis halde enzim alt birimleri birbirinden

ayrildifa ve bu nedenle de aktivite kayb: oldugundan seyreltme islemi galismadan
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hemen 6nce yapildi. metot plazma katalaz aktivitesi Olgiimiine uygun olmadigindan

plazma katalaz aktivitesi tayini yaptlmad.
5.2. Bulgularna Tartigmasi

Psoriasis, bozulmus lipid metabolizmas:t ve artmig oksidan stress nedeniyle
koroner arter hastaligina yatkinlifin arttig1 kronik ve tekrarlayan ataklarla seyreden bir
deri hastaligidir (3). Yapilan ¢aligmalarda, psoriasisli hastalarda ateroskleroz riskinin
arttigl ve tikayict damar hastaligimin saglikli kisilere gore daha fazla oldugu rapor
edilmistir. Psoriasisde artmug ateroskleroz riskinin lipid ve lipoprotein metabolizmasi
degisiklikleri sonucu olabilecegt ileri siirilmektedir (94).

Lipid, lipoprotein ve apolipoprotein sentez ve metabolizmasi, doku ve organlara
gore farklilik gosterip metabolizmada goérev alan enzimlerden, viicutta cereyan eden bir
¢ok fizyolojik ve patolojik olaylardan etkilenmektedir. Psoriasisin kronik inflamatuar ve
akut ataklarla seyreden bir klinik tablo olmast g6z 6niine alinirsa romatoid artiritte
oldugu gibi lipid parametrelerin degisim gostermesi de beklenen bir bulgudur. Sonugta
lipoproteinlerin yapisal bilesimleri ve bunlarin metabolizmasi olumsuz etkilenir. Lipid
anormallikleri sonucu dokularda ve hiicre membranlannda patolojik olaylar geligir
(13,14).

Bu ¢aligmada psoriasis hastalaninin lipid parametreleri saglikli kontrol grubunun
ki ile kargilagtinidiginda TK, TG ve LDL-K seviyeleri anlamh yiiksek, HDL-K
seviyeleri ise anlamli diigiik bulundu (Tablo 10). Apo B seviyeleri yiiksek olmasina
ragmen anlaml: deg@ildi. Bu sonuglar bir gok ¢aligma ile uyumluluk gosterirken bazi
caligmalarda farkhihk arz etmektedir. Leren ve ark. (93), psoriasisli hasta fibroblast
kulturlerinde LDL reseptorii aktivitesinin azalmasi sonucu TK diizeylerinin yiikseldigini
ifade etmiglerdir. Aynca psorasisli gocuklar tzerinde yapilan bir g¢alismada TK
seviyesinin yukseldigi saptanmigtir (8). Seishima ve ark. (2) Apo Al diizeyinde diisik
olmasina ragmen TK diizeyinde bir degisiklik gorememiglerdir. Apo B diizeyi bazi
caliymalarda yiksek bulunurken (8) baz1 galigmalarda da degismedigi gozlenmistir (9).
Bir ¢ok c¢aligma (1,94) serum TG seviyesinin yitksek oldugunu ifade etmesine ragmen
degismedigini ifade edenler de vardir (8,146). Bu farkhligin nedeni hizh TG
metabolizmas: degisikligidir. Diger bir ¢ok parametrede oldugu gibi HDL-K de
caltigmalara gore disik ya da degismemis bulunmustur. Jones ve ark. (148), psoriasis

hastalarinda LDL’nin en yogun alt fraksiyonu olan LDLj3’in psoriasisli hastalarda
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anlamh bir sekilde attifim1 HDL;’lin ise azaldigim bulmuglar ve bu degisikliginde

koroner arter hastaliginin gelisiminde rol alabilecegini belirtmiglerdir. Hastalarda TK,
TG ve LDL-K seviyelerinin yiiksek, HDL-K diizeylerinin digik olmasi, artmus
aterojenik meyili gostermektedir.

Kolesterol yiiksekligi, ¢esitli yollarla stuperoksit radikali artisina neden olur.
Kolesterol, trombositleri aktive ederek trombin, histamin ve ADP gibi maddelerin
salimmuinda rol alabilir. Histamin ve ADP ise fosfolipaz A;’yi aktiflestirerek membran
fosfolipidlerinin hidrolizlenmesi sonucu arasidonik asit miktarim arttirir. Arasidonik asit
l16kotrinlerin  (lipooksijenaz  yolu ile), tromboMmm prostaglandinlerin ve
malondialdehidin (siklooksigenaz yolu ile) sentezinde dogal substrattir. Bunlann
sentezinin ara basamaklarinda oksijen radikali iiretilir. Poliansature yag asitleri yeterli
antioksidanlarin bulunmadig: ortamlarda serbest oksijen radikallerinin kolay hedefleri
olduklanndan aragidonik asit artis1 ile bu yollann aktive olmasiyla hiicre membranlar
lipid peroksidasyonuna maruz kalir. Lokotrienlerin sentezi artis1 ile psoriasisli lezyonlar
igin de karakteristik olan inflamasyon ve keratinosit proliferasyonu artar (88,89).

Inflamasyona kars: akut faz cevap esnasinda sitokinler, doku ve plazma iizerine
etki ederek lipoproteinlerde degisikliklere yol agarlar. Proaterojenik etki gosteren bu
degisiklikler, aterosklerozdakilere benzerlik gostermektedir (3). Hipertrigliseridemi,
trigliseridce yiiksek lipoproteinlerin yikselmesi, disiikk yogunluklu lipoproteinlerin
gorilmesi, fosfolipaz A, salintmi ve HDL-K diisiikliigii aterojenik lipid metabolizmasi
degisiklikleridir (148). HDL diizeyindeki disme psOrasisli hastalarda HDL’nin
antioksidan ve ters kolesterol taginimi mekanizmalan ile aterogeneze kargt koruma
yetenegini azaltir.

Salinimu IL-1 ve TNF-a tarafindan diizenlenen IL-6’mn, plazma lipoprotein lipaz
aktivitesini digiirdiigi, dolayisiyla makrofajlarda lipid alimina ve képiik hiicre
olusumuna yol agtif: ve bu yolla aterosklerotik olaylan baglattigs bildirilmektedir. IL-2,
IL-6 ve IL-8’in direkt olarak keratinosit proliferasyonunu artirarak psoriasise yol agtigi
da rapor edilmigtir (87). Ayrica IL-6’nun, hepatik akut faz cevabin giglii bir tetikleyicisi
oldugu belirtilmektedir (150).

Psoriasis hastalaninda akut faz reaktanlan (CRP, ESH, fibrinojen, seruloplazmin
ve PMN-lokosit) seviyelerinin saglikli kontrollere gore anlamli yitkksek oldugu gozlendi
(Tablo 11). Bu sonuglan destekleyen bir ¢ok g¢alisma mevcuttur. Dogan ve ark. (150),

serum seruloplazmin, Laurent ve ark. (151), CRP ve fibrinojeni, ve Orem ve ark. (20),
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PMN-Iékosit, fibrinojen ve ESH seviyelerini psoriasisli hastalarda saglikli kontrollerden

daha yiiksek bulmuglardir.

Aktif PMN-lokositler, serbest oksijen radikallerinin 6nemli kaynaklarindan bin
olarak bilinmektedirler. Bunlar, NADPH/miyeloperoksidaz ve proteolitik enzimler
aracihgt ile reaktif oksijen iirinleri salivererek ¢evre dokulara zarar verirler. Reaktif
oksijen iriinleri, proteaz inhibitorlerini inaktive ederler ve boylece PMN’lerin yikici
etkilerini artinrlar. Eritrositlerin, insanlarda PMN 16kositlerce iretilen reaktif oksijen
iriinlerinin g¢evre dokular Uzerinde oksidan hasar olusturmasim  Onledigi
bildirilmektedir. Reaktif oksijen irinlerii PMN ve monositlerin endotelyuma
adezyonunu arttinir  (95). Psoriasisli  hastalarda PMN-I6kositlerin  aktivasyonu
kemotaksisin artmasina, fagositoza ve proteinaz seviyelerinin artmasina neden olur. Bu
nedenle PMN-Iokositlerin psoriasis patogenesinde 6nemli rol oynadig: distinGlmisgtir
(1). Psoriasisli hastalarda inflammatuar tablo, anormal lipid metabolizmasina,
antioksidan savunmada azalmaya, lipid peroksidasyonunda artmaya ve dolayistyla da
oksidan-antioksidan dengede bozulmaya neden olmaktadir. Bu degisikliklerde
kardiyovaskiiler olaylar i¢in risk olusturmaktadir (3).

Aktif otoimmiin hastaliklarda yiikselen akut faz reaktanlarindan biri olan CRP
proteinin miyokard infraktisinin belirleyicisi olarak da kulamilabilecegi
belirtilmektedir. Ayrica CRP’nin diisiik derecede nonspesifik bir sitemik inflamasyon
belirleyicisi oldugu ve IL-6 salimimu yansittigi rapor edilmistir (152). Psorasis
geligiminde rol alan IL-6"mn CRP’de artisa neden olmas: muhtemeldir.

Inflamasyonda fibrinojenin de yiikselmesi prokoagulan ve ateroskleroz attinci
etkilere neden olmaktadir . IL-6, ii¢ fibrinojen geninin her birinin transkripsiyonunu ve
karaciferden salimmim  arttirdign bildirilmigtir (153). ESH’in da inflamatuar
sitokinlerle korelasyon gosterdigi rapor edilmigtir (154).

Seruloplazmin, feroksidaz aktivitesi gostererek serbest demirin transferine
baglanmasint hizlandirir. Boylece gegis metallerinin H;O;’den daha toksik olan
hidroksil radikalini olusumunu katalizleyen Haber-Weis reaksiyonunu inhibe
etmektedir. Ayrica, demirin ferritinden siiperoksid etkisiyle ayrilmasim inhibe eder.
Yani seruloplazmin O;’nin ve ferritin-bagimh lipid peroksidasyonunun gili bir
inhibitoridiir (36). Ancak seruloplazmin, asidik ortamlarda makrofajlarla LDL
oksidasyonunu Kkatalizleyebilme ozelligine de sahiptir. Seruloplazminin oksidan

kapasitesi, bu proteinin yapisinda bulunan yedi bakir iyonundan diger altisina gore
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daha az giigte baglanmig olan bir bakira atfedilmektedir. Ortamda bulunan peroksinitrit

de seruloplazminden bakir salintmini uyarir (70).

Psoriasisli hastalarda eritrosit Kat, eritrosit ve plazma SOD ve eritrosit GSH-Px
seviyelerinin saglikli kontrol grubuna gore anlamli dusik oldugu gorildii. Ancak
eritrosit GSH-Px aktivitesi diigitk olmasina ragmen anlamh degildi. Aynca plazma ve
eritrosit GR seviyelerinde anlaml bir fark yoktu (Tablo 12). Lipid peroksidasyon iiriini
olan MDA’y1 yansitan TBARS degerleri, psoriasisli hastalarin eritrositlerinde, LHP
degerleri ise psoriasisli plazmada saglikli kontrollerinkine gore anlaml: derecede yiksek
idi (Tablo 13). Bu sonuglara goére psoriasisli hastalarda toplam antioksidan enzim
kapasitesinin diistiigiinii ve oksidan stresin arttigim sdylemek mimkundiir.

Rocha-Pereira ve ark. (3), psoriasisli hastalarda total antioksidan kapasitesinin
(TAS) diistigini tespit etmiglerdir. Severen ve ark. (155), antioksidanlan tayin
etmigler ve psoriasisde total antioksidan aktivitesinin normal olmasina ragmen
bilurubin, tokoferol ve iirat seviyelerinin yitksek oldugunu belirlemistir. Thérond ve
ark.(11), fibroblast ve eritrositlerde CuZn-SOD aktivitesinin ytksek iken, Kat
aktivitesinin fibroblastlarda hafif artmug, eritrositlerde anlamli diizeyde degismemis
oldugunu ifade etmiglerdir. Ayrica glutatyon seviyesinin normal ve psoriasisli
hiicrelerde anlamli bir fark gostermedigini de belirtmiglerdir. Dogan ve ark. (157), PMN
lokositlerde, Borolla ve ark. (156) ise doku ekstraktlannda SOD aktivitesinin
psoriasislilerde diisitkk oldugunu bulmuglardir. Corrocher ve ark. (157), psoriasisde
plazma selenyum (Se) seviyesi diisiik olmasina ragmen eritrosit GSH-Px aktivitesini
yiiksek bulmuslar ve bunu da Se’un depolandif: hiicre iginde olgiilmemesine, disiik
miktarlarda Se’un bile GSH-Px aktivitesi i¢in kismen yeterli olabilecegine
baglamiglardir. Offidam ve ark. (5), eritrosit GSH-Px aktivitelerinin psoriasislilerde
yikseldigini belirtmelerine ragmen bunun aksini belirtenler de vardw. Kokcam ve
Naziroglu (158), psoriasisli hastalann eritrositlerinde ve plazmalarinda GSH-Px
aktivitesini ve GSH seviyesini digik, eritrosit MDA seviyesini ise yliksek bulmusglardir.
Jain ve ark. (10) eritrosit GSH-Px aktivitesi psoriasislilerde normallerinkine gore
anlamli diigik oldugunu bulmuslar ve bu disikligi deri yolu ile Se kaybina
baglamiglardir. Juhlin ve ark. (159), Se ve Vit E verilmesi ile psoriasislilerde eritrosit
GSH-Px aktivitesinin yiikseldigini gozlemiglerdir. Se’un derideki fonksiyonu kesin
bilinmemekle beraber, normal keratinizasyonunda ve ozellikle S-S baglanmasinda
onemli oldugu belirtilmigtir. GSH ve GSH-Px, l6kotrien iiretimine katilmaktadirlar. Bu
da Se’u inflamatuar hastaliklarda 6nemli kilmaktadir. Psoriasislilerde Se eksikligi ya Se
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absorbsiyonunun azalmasina ya da deriden kaybina baglanmaktadir (10). laboratuar

imkanlanimizin yetersizliginden dolay: bu hastalarda Se degerlendirilememistir.

Lipid, protein ve DNA’ca zengin deri, hem endojen hem de eksojen kaynaklar
yolu ile oksidan strese maruz kalabilmektedir. Deri lezyonu olanlarda lipid peroksit
seviyesinin aktivitesinin arttigr bildirilmigtir (25).

Literatiirlere gére antioksidan enzim diizeylerinde farkliliklar goriilmesi beklenen
bir bulgudur. Antioksidan enzim aktiviteleri toplumlara, kullanilan metoda ve dokulara
gore farkhihik gostermektedir. Eritrosit antioksidanlart yaga baglh olarak da
degisebilmektedir. Cevresel faktorler bile dokulardaki enzim aktivitesini etkileyebilir.
Bu nedenle, eritrositlerdeki aktiviteler tiim viicudun antioksidan savunma sistemini tam
olarak yansitmaz. Sadece genel bir fikir verir. Doku ve hiicreler tarafindan iretilen
serbest radikaller, eritrositler iizerinde oksidan stres olustururlar. Yagam bigiminden ve
cevre faktorlerinden en ¢ok etkilenen enzimlerden biri GSH-Px’dir (32). SOD aktivitesi
dokulara gore ¢ok farklilik gostermektedir. Hiperkolesterolemililerde, SOD aktivitesinin
bobrek dokusunda degismedigi, KC’de ise dustigi, GSH-Px’in kalp dokusunda ve
GR’nin ise bobrek dokusunda arttigy bildirilmistir (161). Eritrositlerde bulunan SOD,
aktivitesi bakir seviyesine de bagmmli olan CuZn-SOD’dur (97). Kat genelde
peroksizomlarda olmasina ragmen eritrositlerde sitozolde ¢o6ziinmiis halde bulunur (48).
Yiiksek H,O, konsantrasyonunda, Kat’in etkisi 6nem kazanmaktadir. Kat ve GSH-Px,
eritrositlerde H,O2’nin uzaklagtinlmasinda esit etki gostermektedir. Her ikisinin etki
mekanizmasi da NADPH olusumuna baglidir. NADPH olusturan sistem (Glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz) eksikliginde eritrositler oksidatif hemolize duyarli olmaktadir (31).
Kan dolasimindaki eritrositler ¢evre doku ve hiicrelerden sizan serbest radikallerden
dolay1 oksidan strese en ¢ok maruz kalan hiicrelerdir. Eritrositler gesitli mekanizmalarla
H;0, uretmektedirler. Eritrositlerde H,OQ;’in normal sartlarda suya donagstirilerek
detoksifiye edilmesi eritrosit GSH-Px enzimi tarafindan gergeklestiritmektedir.
Hidroperoksitler ve siiperoksit anyonu GSH-Px’1 dontigimsiiz inhibe ederler. SOD
katalitik olarak siiperoksidi uzaklastirarak bu etkiyi ortadan kaldinr. SOD, Kat’1 ve
GSH-Px’1 siiperoksitle inhibisyona karsi korur. Siperoksit ve hidroperoksit,
indirgenmis glutatyonu okside gekline gevirirler (31).

Eritrositlerde SOD aktivitesinin diigiik olmas: nedeniyle eritrosit metabolizmasi
sonucu meydana gelen ve doku ve hiicrelerden sizan siiperoksit radikalinin yeterli
duzeyde temizlenemedigi ve bu nedenle de lipid peroksidasyonunun arttif1 sdylenebilir.

Enzim inaktivasyonu, sentez yetersizligi, genetik faktorler ve Se eksikligi gibi etkenler
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nedeniyle SOD ve GSH-Px seviyelerinin digik olmasi eritrositlerin bu radikal

temizleyici fonksiyonu yerine getirememesine neden olabilir.

Psoriasisli hastalarin eritrositlerdeki TBARS artis1 hiicre igi toplam antioksidan
kapasitenin yetersizlifi sonucu ortamdaki oksijen radikali artiginin eritrosit
membranlarnim1  peroksidasyona ugratmasindan kaynaklanmaktadir. Entrositlerde
TBARS diizeyinin artmasi bu sahislarda lipid peroksidasyonunun arttifini ve lipid
peroksidasyonunun diger toksik iiriinleri olan 4-HNE, etan, pentan, lipid
hidroperoksidlerin ve dien konjugatlarinin da artabilecegini gostermektedir.

Psoriasisde LHP’lerin artiginda sitokinlerin ve kemokinlerin 6nemli roli oldugu
bildiriimektedir (160). Plazmada artan LHP’lerin primer hedefi kan damarlarindaki
intima tabakasidir. Kanda LHP lerin artmas: endotel hiicrelerinin harabiyetine yol agar.
Endotel  hiicrelerinde  trombositlerin  tutunmasi  prostasiklinler  tarafindan
engellenmektedir. Ancak lipid peroksitleri endotel hiicresindeki prostasiklin sentezini
inhibe etmektedir (161). Olusan endotel hasan ve plazma lipid dizeylerindeki
yiikselme, subendotelyal alana lipid (6zellikle 1.DL) girigini arttinr. Bu aterosklerotik
sirecinin ilk donemlerini olusturur. Endotel hasan sonucu, bir ¢ok adezyon
molekilinin ve kemotaktik proteinin endotelden salgillanmas1 artar ve sonugta
monositlerin de subendotelyal alanda birikmesi ve makrofajlara déniistima gergeklegir.
Makrofajlarin yuksek oksidan stres olugturma etkisi ayn1 ortamda bulunan LDL’lerin
oksidatif modifikasyonuna neden olur. Plazmamn yiiksek antioksidan giiciinden
mahrum olan subendotelyal LDL molekilii, ortamdaki artmug serbest oksijen
radikallerinin etkisiyle kademeli olarak oksitlenir ve okside LDL olugur (124,162).

In vivo LDL oksidasyonunu damar hiicrelerindeki metal iyonlarinin, serbest
radikallerin ve lipid hidroperoksitlerin baglattig1 kabul edilir. Bu oksidasyon igleminde
LDL’nin endojen antioksidan giicii (Vit E igerigi) ve bu alanda iiretilen serbest radikal
miktar, aterosklerotik olayin yoniini ve hizini belirleyen en 6nemli faktérlerden biridir.
Antioksidan savunma sistemi kaybolunca ve siurh sayida lipoperoksit edindikten sonra
oksidan sire¢ devreye girer (60). Illerleme fazi, biyitk 6lgiide, LDL’deki lesitinin
lizolesitine pargalanmasina katilan fosfolipaz A etkinligine baghdir. Lipoperoksitlerin
pargalanmasi, MDA ve 4-HNE’inde dahil oldugu reaktif aldehitlerin olugmasina yol
acar. Bu aldehitlerin bir bolimii daha sonra Apo B’nin serbest g-amino-lizin grubuyla
ve daha ¢ok da kovalan baglarla birlegir (39). LDL lizin artiklanndaki ¢ok kiigiik
degisimlerle bile yiksek diizeyde immiinolojik ozellik kazamr. Apo Bigo’iin 360
dolayindaki lizin kahintisinin ilerleyici degisimi, LDL reseptorii tarafindan daha az
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taninmalarina ve bir egik lizin sayisi gegirildikten sonra, ¢opgi reseptorler tarafindan

taninarak makrofajlarca hizla tutulmalarina yol agar. Lizinin %15-20’st bloklansa bile
LDL ¢opgit reseptorler tarafindan alinmaya baslar. Lipid hidroperoksitler daha 6nce
reaktif aldehitlere pargalanmadan Apoproteinle dogrudan etkilesime girebilir (70).

In viro LDL oksidasyonunu ve oksidasyon direncini gostermek amaciyla
lipoproteinlerin izolasyonu yapildi. VLDL nin TG’ce, LDL’nin kolesterol ve Apo B’ce,
HDL’nin ise Apo Al'ce yuksek oldugu gozlendi (Tablo 7). Ayrica VLDL nin pre B,
LDL’nin B, HDL nin ise a bolgesine ve 24 saatlik oksidasyon sonucunda elde edilen
oLDL’nin a bolgesine gog ettigi gozlendi (Sekil 15). Bu sonuglar, literatiirlere uymakta
idi (13,15).

izole edilen LDL’nin Cu™ ile oksidasyon kinetigi incelendiginde dien
konjugasyonu takibi verileri (Tablo 8), literatiirde belirtilen degerlerle uyumlu idi. Bu
caligmaya gore saghkl kisilerde t-lag 105+24 dk, DKH 3,8+2,8 nmol/dk/mg LDL
protein, MDK 305+111 nmol/mg LDL protein ve t-maks 185+28 dk olarak bulundu.
Literatiirlerde yaklagik ortalama degerler sirasiyla 80-120 dk, 1-10 nmol/dk/mg LDL
protein, 80-500 nmol/dk/mg LDL protein ve 180-250 dk arasinda degismektedir
(108,109,110,118,119,128).

Oksidasyon kinetigi verileri incelendiginde hastalarda A°, DKH ve MDK anlamh
yiksek iken, t-lag ve t-maks anlamh dusik idi. TBARS seviyeleri ise oksidasyon
oncesinde ve sonrasinda anlamli yitksek idi. A”’in yiiksek olmasi oLDL miktarnimin
baslangigta yiiksek oldufunu, t-lagin digik olmasi oksidasyona direncin dusik
oldugunu, DKH ve MDK’nin yiiksek olmasi, lipid peroksidasyonunu arttigim ve t-
maks’in diigiik olmast ise yine lipid peroksidasyonun daha kisa siirede gergeklestigini
gostermektedir. Buna ilaveten bu sonuglar, hastalarin LDL kalitesinin ateroskleroz
gelisimi yontinde bozuldugunu bize digindirmektedir.

Jun-Jun ve ark. (117), koroner kalp hastalan {izerinde yaptiklan ¢aligmada, yogun
LDL de hafif LDL’ye gore ve toplam LDL’ye gére t-lag’in daha kisa, DKH ve MDK’in
daha yitksek oldugunu belirlemislerdir.

Psoriasisde VLDL ve LDL, 37°C’de 24 saat CuSO; ile oksidasyona tabi
tutuldugunda TBARS seviyelerinin, VLDL ve LDL’nin lipid bilesimleri
karsilastinldiginda LDL’de protein, kolesterol, trigliserid, fosfolipid seviyelerinin ve
fosfolipid seviyelerinin VLDL’de ise fosfolipid ve trigliserid seviyesinin yiiksek
oldugunu belirtilmigtir (5). Vahquist ve ark. (94), VLDL, LDL ve HDL’de TG ve TK
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seviyelerine bakmuglar ve VLDL ve LDL’de TG’in yitksek oldugunu ve serumda da

TG seviyesinin yiikseldigini bulmuslardir.

Bizim calismamizda belli bir standardizasyon elde etmek igin mg ilgili protein
basina elde edilen veriler psoriasisli hastalarda saglikhh kontrol grubu ile
karsilagtinldifinda izole LDL’de TG ve TK seviyelerinin anlamh yiiksek oldugu
goriildi. VLDL-TG seviyeleri yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlihk
smirlan icerisinde degildi. HDL ise TG yiiksek, TK seviyeleri digitk bulundu. LDL’de
TG diizeyinin artmasi, HDL’de kolesterol diizeyinin digilk olmasi, LDL’nin
oksidasyona yatkinligim arttinrken, HDL nin antioksidan etkisini azaltici yonde etki
gosterdigini diusindiirmektedir. LDL’nin artmug in vive oksidasyonunun gostergesi
olarak oLAb diizeylerine bakildiginda, psoriasisli hastalarda artmi§ oldugu gézlendi.

oLDL’ye kars1 epitoplarin aterosklerotik lezyonlarda bulundugu immiinokimyasal
metotlarla gosterilmigtir. LDL oksidasyonu antijenik 6zellikli epitoplarin olusumuna yol
agar. oLDL, subentotelyal alanda antikoru ile birlegerek immiin kompleks olusturur ve
bu kompleksin makrofajlardaki Fc reseptorlerince alimimu, ¢6p¢i yollu alimma
benzemektedir. Ancak daha hizlidir. MDA-LDL ﬁzyolojili olarak meydana gelen okside
LDL’dir ve hemen hemen Cu-oLDL kadar oLAb’1 baglayabilmektedir (73).

Psoriasisli hastalarda oLAb diizeyi saglikli kisilerinkine gore anlamh yiiksek
bulundu (Tablo 13). oLAb’in yiiksek bulunmasi immin sistem ile antijen arasindaki
etkilesimler sonucu yiiksek antikor titresi elde edilmesindendir. Ayrica oLAb
seviyesinin yiiksek olmas: psoriasisde in vivo oksidasyonun ve dolayisiyla da
ateroskleroz riskinin arttig: fikrini desteklemektedir.

Psoriasisli hastalarda gézlenen HDL-K disikliiginin olusan immiin cevabin daha
giicli olmasina neden olabilecegi, bununda LDL’nin oksidasyon kapasindeki artisa
neden olabilecegini bize dugindirmektedir.

oLAb seviyelerinin hiperkolesterolemili ya da sigara igen diigik HDL-K seviyeli
bireylerde, diger risk faktorlerini tagiyan yiikksek HDL-K seviyelerdeki bireylerden daha
yitksek oldugu bulunmugtur (128). HDL ya da onun yapisindaki Apo E, oLDL’ye kars:
olugan immiin cevab: inhibe ederek oLAb olugumunu azaltir. Apo E’si eksik olan
farelerde MDA- ,HNE- ve Cu- ile oLDL’ye karst oLAb seviyesinin yiiksek oldugu
belirtilmigtir. MDA-LDL antikor diizeyleri karotid ateroskleroz, koroner arter hastalif1
ve miyokard infraktisiinde de yuksek tespit edilmistir (117). Cu-oLDL antikorlarinin
endotel fonksiyonlanim bozdugunu bildirilmigtir (76). Aterosklerozda , preeklamside,
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lupus eritematozus gibi kollagen wvaskiiler hastaliklarinda antikor seviyesi

yiikselmektedir (81).

Calismamizdaki amaglardan biri de LDL oksidasyonu incelemek oldugundan
Ozellikle LDL oksidasyonu parametrelerinin birbirleriyle ve diger incelenen
parametrelerle verdigi korelasyonlar 6nem tagimaktadir.

LDL oksidasyonu bir lipid peroksidasyon islemidir. Dolayisiyla in vivo LDL
oksidasyonu gostergesi olan oLLAb’in, lipid peroksidasyon gostergesi olan diger
parametrelerden LDL1gags, LHP ve eTBARS ile anlamh pozitif korelasyon géstermesi
bekledigimiz bulgulard:. Hastalarda goriilen bu korelasyonlar LDL1pars hari¢ saghkl
kontrollerde tespit edilemedi. Bu da muhtemelen, kontrollerde lipid ve oksidan stresin
dugiik, antioksidan etkinin yiksek olmasina ve bunun korelasyonlara yansimamasina
baglanabilir. Plazmada SOD, siiperoksit radikalinin en giicli toplayicist oldugundan
SOD’un yetersiz oldugu durumlarda LDL siiperoksid yollu oksidasyona maruz
kalmaktadir. Dolayisiyla da LDL oksidasyonu artmasi sonucu oLAb seviyesi artacaktir.
Bu da oLAb ile plazma SOD arasinda goriilen negatif korelasyonu izah etmektedir.
Lethimiki ve ark. (76), anjiografi ile tespit edilmiy koroner arter hastalarinda oLAb
diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu ve yiiksek antikor seviyesinin TG ve TK
ile anlamli korelasyon gdsterdjgini belirtmislerdir. Bizim ¢aligmada oLAb diizeyleri,
hastalarda TK, LDL-K ve Apo B arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon
gornilmesine ragmen, kontrol grubunda bu korelasyonlara rastlanamadi. Ayrica psériasis
hastaliginda PMN-16kosit, CRP ve fibrinojen diizeyleri ile oLAb arasinda anlamh
pozitif iligkiler gézlenmistir. Bu korelasyonlar bize hastalik siireci igerisinde gézlenen
lipid metabolizmas1 bozuklugu, artmis oksidan stres ve azalmug antioksidan kapasite
arasindaki iligkilerin ¢ok yakin oldugunu dugindiirmektedir.

Psoriasisli hasta ve kontrol grubunda LDL ’nin bakirla oksidasyona direncini ifade
eden t-lag, t-maks ile gigli pozitif, izole VLDL ve LDL-TG degerleri ile ise negatif
korelasyon gosterdi. Miyokard infraktiisiinde yapilan ¢aligmada. trigliseridce zengin
LDL’nin bakir iyonu oksidasyona karsi hassasiyetin arttigs ve bunun da TG
zenginliginin LDL’nin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmesi 6zelligine dayandigimi
bildirmiglerdir (163). Shanti ve ark. (164), bobrek nakli yapilan hastalarda LDL’ nin TG
muhtevas: ile t-lag arasinda negatif iligki bulmasina ragmen kontrol grubunda bu
anlaml iligkiyi gérememislerdir. Costantini ve ark. (108), hipotiroid hastalarinda TK ve
LDL-K ile t-lag arasinda negatif, TBARS arasinda pozitif iligki tespit etmiglerdir. Jun-
Jun ve ark. (117), yogun ve kiigiik LDL’nin t-lag dizeyinin in vivo oLDL ile dogru
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orantili oldugunu bulmuglar ve bu sonuca gore in vivo ve in vitro LDL oksidasyonunun

birbiri ile orantihi oldugunu ifade etmiglerdir. Sonugta hastalarda gozlenen TG artisinin
izole LDL, VLDL ve HDL’de TG igerigindeki artisa neden olabilecegi ve bunun da
LDL’nin oksidasyona yatkinhgim arttiracagim soylemek mimkindir. Bu hastalarda
TG diizeylerinin diigiiriilmesi en az TK dizeylerinin digirilmesi kadar dikkate alinmasi
gereken bir tedavi yaklagimi oldugu inancindayiz.

Hastalarda LDL-peroksidasyonunu ifade eden MDK’nin, ve LDL- ve oLDL-
TBARS seviyelerinin TK, LDL-K, Apo B ve LDL-TK ile pozitif korelasyon
gostermesi, kolesterol diizeyinin LDL oksidasyondaki yerini vurgulamaktadir.
Siekmeier ve ark.’da (128), sigara i¢en ve igmeyen gruplarda oLDL-TBARS ile TK,
TG, LDL-K ve Apo B arasinda pozitif korelasyonlar bulmuglardir. Ayrica MDK ve
plazma LHP seviyesi ile pozitif korelasyon goriilmesi, LDL oksidasyonun plazmaya
yansiyan oksidatif stresten etkilendigini gostermektedir. eTBARS ile lipid parametreleri
(TK, TG, LDL-K, LDL-TK) ve oLDL-TBARS seviyeleri arasinda da poatif
korelasyonlar tespit edildi. /n vivo LDL oksidasyonunu yansitan oLAb ile oldugu gibi,
in vitro gostergelerden biri olan oLDL-TBARS ile plazma SOD arasinda da negatif
korelasyon goriildi.

Psoriasisli hastalarda akut faz reaktanlan olan fibrinojen ve CRP seviyelerinin
artigina TK, TG ve LDL-K seviyeleri artiginin eslik ettifi gorildi. Pfohl ve ark (165),
Akut miyokard infraktiisiinde kolesteroliin diigtigind ancak infraktisden sonra I[L-6 ve
IL-8 gibi sitokinlerin salinmas: ile kolesterol sentezinin up-regiilasyona ugrayarak
iflamasyona cevaben kolesterol diizeyinin yiikseldigini bulmuslar ve bu nedenle
kolesteroliin de bir akut faz reaktam olabilecegini ileri siirmuslerdir. IL-6’min fibrinojen
ve CRP seviyelerini arttirdif digiiniilirse, TK ve LDL-K ile pozitif korelasyon
gostermesinin olas1 bir sonu¢ oldugu soylenebilir. CRP, eTBARS ve fibrinojen ile
pozitif korelasyon, eSOD ve pSOD ile ise negatif korelasyon gosterdi (Tablo 22). Diger
bir akut faz reaktam olan PMN-I6kosit seviyeleri ile LHP arasinda pozitif korelasyon
gorulmesi, PMN lokositlerin oksijen metabolitleri salgilayarak lipid peroksidasyonu
attinci yonde etki verdigi fikrini desteklemektedir.

Psoriasisli hastalarda plazma ve eritrosit GSH-Px ile sirasiyla plazma ve eritrosit
GR aktiviteleri arasinda pozitif korelasyonlar vardi (Tablo 19). GSH-Px’1n iiriinii olan
okside glutatyon GR i¢gin substrattir. GR aktivitesi diigik oldugunda ortamda yeterli
diizeyde peroksitler temizlenemeyecektir. Wilke ve ark.(166), eGSH-Px ile plazma
MDA’s1 arasinda negatif korelesyon bulmuslardir. Anderson ve ark. (167), CuZn-SOD
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ile Kat ve GR, ve Kat ile GR arasinda pozitif iligki bulmuslardir. Blum ve Fridovich

(32), SOD aktivitesi diigtiigiinde GSH-Px aktivitesinin de disecegini belirtmiglerdir.
Cinkii siiperoksit radikalinin SOD tarafindan indirgenmesi sonucu olugan hidrojen
peroksit GSH-Px tarafindan indirgenmektedir. Gaetani ve ark. (31), GSH-Px ve Kat’in
eritrositlerde hidrojen peroksidi uzaklastirmada esit aktiviteye sahip olduklarnni ileri
sirmiglerdir. Aktif inflamatuar deri hastaliklarinda lipid peroksit konsantrasyonunun
arttig: belirtilmigtir (168).

Sonug olarak, akut ataklarla seyreden, kronik inflamatuar bir deri hastalifi olan
psoriasis hastalarinin, inflamatuar siirecin bir pargast olan artmug oksidan stres, azalmig
antioksidan kapasite, degisen lipid seviyesi ve lipoprotein yapist sonucu artan modifiye
lipoproteinler ve bunlara kars: gelisen otoantikorlar ile aterosklerotik zemine sahip

olduklan kanaatine vanldi.



6. SONUCLAR ve ONERILER

6.1. Sonuglar

1. Aktif psoriasisli hastalar, saglikli kontrollerle kargilagtinildiginda,;

a) Serum TK, TG ve LDL-K seviyeleri psOriasisli hastalarda kontrollerden anlami
derecede yiiksek, HDL-K seviyeleri ise digiik bulundu.

b) izole LDL’de TK ve TG seviyeleri yiiksekti. 1zole HDL’de ise TK digik, TG
yuksekti.

¢) Akut faz reaktanlari (CRP, ESH, fibrinojen, seruloplazmin, ve PMN-10kosit)
seviyelerinin yiikseldigi gozlendi.

d) Plazma ve eritrositlerde lipid peroksidasyon drinlerinde (sirasiyla LHP ve
eTBARS) artig tespit edildi

¢) In vivo'LDL oksidasyonunu yansitan oLAb ile in vitro oksidasyonu yansitan
oLDL-TBARS ve MDK seviyelerinin yiksek, LDL oksidasyon direncini
yansitan t-lag’in ise dustik oldugu gorildi.

f) Antioksidan enzim aktivitelerinin (pSOD, eSOD, eKat ve eGSH-Px) diigtigii
bulundu.

2, Psoriasisli hastalarda,

a8) oLAb ile akut faz reaktanlan (CRP, fibrinojen ve PMN-Itkosit) ve lipid
parametreleri (LDL ve Apo B) arasinda poazitif iligki gérildii.

b) oLAb dizeyi, plazma (LHP), eritrosit (¢TBARS) ve LDL peroksidasyon
driinleri (MDK, oLDL-TBARS) ile de pozitif iliski gosterdi.

¢) pSOD ile lipid parametreleri (TK, LDL-K), oLAb ve oLDL-TBARS seviyeleri
arasinda negatif iligkiler oldugu belirlendi.

d) t-lag ile VLDL- ve LDL-TG diizeyleri arasinda negatif iligkiler g6zlendi.
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Genel anlamda psoriasisli hastalarda lipid ve akut faz reaktanlan seviyelerinde artigt
takiben plazma ve eritrositlerde lipid peroksidasyonunun arttig: antioksidan enzim
aktivitelerinin azaldift yani oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar yoniinde
bozuldugu soylenebilir. Bunlara eslik eder diizeyde LDL oksidasyonu direncinde
azalma ve dolayisiylada in vivo oksidasyonda (0LAb) arti§ g6zlenen bulgulardir.

6.2. Oneriler

Eser elementlerin bu olaylardaki rolleri degerlendirilmeli ve tedaviye ilave edilmesiyle
gozlenebilecek degigiklikler vurgulanmalidir.

Psoriasisli hastalann aktif ve tedavi takiben inaktif donemlerinde yukarda belirtilen
incelemelerin yapilmasiyla lipid metabolizmasinda ki degisikligin aktivite ile iligkisi
ortaya konulmalidir. Psoriasis hastalifi tedavisi uzun zaman aldigindan ¢aligmamizda
bu yapilamamugtir.

Gerek diyetle gerekse antioksidan 6zellikte ilaglarin akut donemde bozulan oksidan-
antioksidan dengeye etkisi laboratuar ¢aligmalan ile desteklenmelidir.

Uzun sureli klinik takiplerle psoriasisli hastalarin koroner arter hastahig: riskleri
belirlenmelidir.

Psonasis hastalaninda gézlenen metabolik degisikliklerin tromboz ve ateroskleroz

gelisimine katkilan ileri ¢aligmalarla ortaya konulmahdir.



7.0ZET

Psoriasis, anormal lipid metabolizmasi, artmg oksidan stress ve kardiyovaskiiler
olaylann eslik ettifi kronik ve tekrarlayici yaygin inflamatuvar bir deri hastalifidir. Bu
¢aligmada, psoriasisde gecikme siiresisni kullanarak LDL’nin oksidasyona yatkinligm, in
vivo LDL oksidasyonu gostergesi olan okside LDL’ye kary1 otoantikoriarin (oL Ab)
dizeylerini ve bunlann oksidan-antioksidan denge ile iligkisi ve aterosklerozia
baglantisinin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Jn vitro bakir katalizi LDL oksidasyonu
sirasinda konjuge dien olusumu spektrofotometrik takip edilerek LDL’nin oksidasyona
yatkinlifini gosteren gecikme zamani (t-lag) degerlendirildi.

Caligma grubu, 35 psoriasisli hasta (18 kadin ve 17 erkek) ve aym cins ve yasta 35
saghkl: goniillilerden (16 kadin ve 19 erkek) olusturuldu. Plazma ve lipoprotein lipid
parametrelerinin, antioxidan enzimlerin, akut faz proteinlerinin ve oLAb’in seviyeleri,
bakir katalizi LDL oksidasyonu kinetiii, ve eritrositlerde de antioksidan enzim
aktiviteleri ve lipid peroksit seviyeleri belirlendi.

Aterojenik lipidler (TK, TG ve LDL-K), lipid peroksidasyonu gostergeleri [(LDL-
TBARS, oLDL-TBARS, eritrosit TBARS, plazma lipid hidroperokside(LHP), serum
oLAb and maksimum dien konsantrasyonu (MDK)] ve akut faz reaktanlari (CRP, ESH,
PMN-lokosit, seruloplazmin and fibrinojen) seviyeleri psoriasisli hastalarda saghkli
kontrol grubundan anlamh dizeyde yiksek iken, eritrositlerde antioksidan enzimler
[katalaz (Kat), shperoksit dismutaz (SOD), ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)] ve
plazma SOD aktiviteleri, t-lag ve HDL-K anlamh diizeyde disik idi. izole LDL ve
HDL’de TG seviyeleri anlaml: yitksekti.

Korelasyonlart genel anlamda ifade etmek gerekirse, oLAb, MDK, ve oLDL-
TBARS, hem birbirleri ile ve hem de aterojenik lipid parametreleri ve lipid peroksidasyonu
arinler ile pozitif, antioksidan enzimlerle (6zellikle de plazma SOD) negatif korelasyonlar
gosterdi. Difier taraftan t-lag ile VLDL- ve LDL-TG seviyeleri arasinda negatif
korelasyonlar goriildii. Serum LDL kolesterolii izole LDL kolesterol ve serum HDL
kolesterol ise izole HDL kolesterol seviyeleri ile nalamh pozitif korelasyonlar gésterdi.

Inflamatuar olaylanin etkisiyle oksidan stresin artmasi, antioksidan kapasitenin
azalmasi ve lipid ve lipoproteinlerin yapisindaki degisikliklerine cevaben otoantikorlann
olusumu neticesinde psoriasisli hastalarin da ateroskleroz riski tagidiklart sonucuna vanidi.

Anahtar kelimeler: Psoriasis, LDL oksidasyonu, antioksidanlar, ateroskleroz.



8.SUMMARY

THE SUSCEPTIBILITY OF LOW DENSITY LIPOPROTEIN (LDL) TO
OXIDATION AND ITS RELATIONS WITH OXIDANT-ANTIOXIDANT
BALANCE IN PSORIATIC PATIENTS

Psoriasis is a common chronic and recurrent inflammatory skin disease that has been
associated with abnormal plasma lipid metabolism, increased oxidative stress, and
increased frequency of cardiovascular events. The current study was designed to evaluate
the susceptibility of low density lipoprotein (LDL) to oxidation by using lag time, the
levels of autontibodies against oxidized LDL (auAb-oxL.DL) as an indicator of in vivo
LDL oxidation and its associations with oxidant-antioxidant status in psoriasis. The lag
time (t-lag) followed in the formation of conjugated dienes during in vitro copper
catalyzed-LDL oxidation was determined spectrophotometrically to investigate the
susceptibility of LDL to oxidation.

The study group included 35 patients with psoriasis (18 females and 17 males) and
35 sex- and age-matched healthy volunteers (16 females and 19 males). The levels of
plasma lipids, lipoproteins, lipid peroxidation products, antioxidant enzymes, acute phase
reactants and auAb-oxLDL, the kinetics of copper catalyzed-LDL oxidation and
antioxidant enzyme activities and lipid peroxide level in erythrocytes were determined.

The mean levels of atherogenic lipids (TC, TG and LDL-C), lipid peroxidation
indicators [LDL-TBARS, oxLDL-TBARS, erythrocyte TBARS, plasma lipid
hydroperoxide (LHP), serum auAb-oxLDL and maximum dien concentration (MDC) in
LDL)] and acut phase reactants (CRP, ESR, PMN-leukocytes, ceruloplasmin and
fibrinogen) in patients with psoriasis were found significantly higher those of healthy
subjects, but antioxidant enzyme activities [catalase (Cat), superoxide dismutase (SOD),
and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities in erythrocyte and SOD activitiy in
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plasma}, t-lag and HDL-C levels were found significantly lower. TG levels were foun to be
significantly increased in isolated LDL and HDL.

If correlatios are to be explained in general terms, auAb-oxLDL, MDC and oxLDL-
TBARS showed positive correlations either with themselves or with atherogenic lipid
parameters and lipid peroxidation products but negative correlation with antioxidant
enzyme (particularly plasma SOD). On the other hand, negative correlations were observed
between t-lag and VLDL- and LDL-TG. There were positive correlations either between
serum LDL cholesterol and isolated LDL cholesterol or between serum HDL cholesterol
and isolated HDL cholesterol.

It was concluded that psoriatic patients must be considered as a group with an
increased atheroclerotic risk bacuse of increased oxidant stress, decreased antioxidant
capacity and changes in lipid and lipoprotein structure, and so increased the formation

autoantibodies

Key words : Psoriasis, LDL oxidation, antioxidants, atherosclerosis.
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