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OZET

Torasik lenf, silomikronlara ek olarak ©nemli miktarda daha yogun,
triagilgliserolden zengin bir fraksiyon olan intestinal VLDL'i (ya da kuiguk
silomikron) icerir. Intestinal VLDL, silomikronlardan metabolizmasimin yanisira
flotasyon, lipid ve apolipoprotein kompozisyonlar1 agisindan da farklidir. Aclik
durumunda ve lipid absorbsiyonu sirasinda enterositler tarafindan sentez edilirler.
Absorbe edilmis besinsel yag asitleri, a-gliserofosfat yolu Uzerinden triagilgliserol
olusturmak icin kullamlirlar ve daha sonra pre-VLDL igerisinde paketlenir ve
Golgi’de daha ileri isleme tabi tutulurlar. Olusan partikiller, torasik lenf igerisine
sekrete edilirler.

Tipik bir lipoprotein yapisi Ornegin intestinal VLDL, triagilgliserol ve
kolesteril esteri gibi temelde apolar lipidler iceren bir lipid gekirdekten olusur ve
serbest kolesterol, fosfolipid ve apolipoprotein iceren amfipatik lipidler tarafindan
cevrilir. Amfipatik lipidlerin polar gruplar1 akudz faza maruz kalir, oysaki apolar
gruplart hidrofobik lipid gekirdegine dogru yerlesirler. Lipoprotein yapisi bu konuda
misel organizasyonunu taklit eder.

Bir lipoproteinin hidrofobik 6zellikleri, lipoprotein agregasyonuna yol acar.
Lipoproteinlerin agregasyonu, aterosklerozisin altinda yatan nedenlerden biri olarak
rapor edilmistir. Bu amagla intestinal VLDL, aygigek yagi, zeytin yagi, palm yagi,
tereyagi, margarin ve balik yag: verilen ratlardan ultrasantrifiigasyon ile izole edildi
ve hidrofobik 0Ozellikleri, vorteksle indiklenmis agregasyon ve hidrofobik
interaksiyon kromatografisi ile karsilastirildi. Aym zamanda pH, tuz eklenmesi veya
dilisyon gibi misel yapisi Uzerine etkisi oldugu bilinen farkli kosullar altinda, farkli
besinsel yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in vortekde indiklenmis
agregasyona karsi cevabn Karsilastirilch. Istatistiksel olarak ©nemsiz olmasina
ragmen, doymus yaglardan elde edilen intestinal VLDL, doymamis yaglardan elde
edilenlerden daha fazla agrege oldu. Bunun tersine, doymus yaglardan elde edilen
intestinal VLDL, hidrofobik sabit fazla (bitil sefaroz) digerlerinden daha az
etkilesime girdi. Oysaki balik yag: intestinal VLDL’i, diger besinsel lipidlerden elde
edilen lipoproteinler ile karsilastirildiginda hidrofobik medyumla daha gugli bir
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sekilde etkilesime girdi. Balik yagindan elde edilen intestinal VLDL, misel yapisin
etkileyen faktorlere kars1 daha fazla duyarlilik gosterdi.

Sonug olarak lipoproteinlerin doymusluk dereceleri, hidrofobik 6zelliklerini
belirlemede tek faktor olmayabilir. Yaglarin mindr bilesenleri de lipoproteinlerin
hidrofobik 6zelliklerinde rol alabilirler. Aterosklerozu dnlemede balik yaginin yararl
etkileri dikkate alindiginda, misel yapisint etkileyen faktorlere kars: bir lipoproteinin
duyarliligi, bir lipoprotein partikilinin aterojenitesini belirleyen ilave bir faktor
olabilir, fakat bu gelecekteki calismalarla daha net anlasilabilecektir.

Anahtar kelimeler: Hidrofobisite, Lipoproteinler-VLDL, Ateroskleroz, Bagirsak,
Agregasyon
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THE COMPARISION OF THE HYDROPHOBIC PROPERTIES OF
THORACICLYMPH INTESTINAL VLDL FROM RAT FED VARIOUS
DIETARY OILSAND FATS

ABSTRACT

Throacic lymph contains, in addition to chylomicrons, a significant amount of
another more dense, triacylglycerol rich fraction, the intestinal VLDL (or small
chylomicrons). Intestinal VLDL differ from chylomicrons in terms of flotation, lipid
and apolipoprotein composition as well as metabolism. They are synthesized by
enterocytes during fasting state and lipid absorption. Absorbed dietary fatty acids are
used to from triacylglycerol via the a-glycerophosphate pathway which is then
packed into preVLDL particles and further processed in Golgi. The resulting
particles are then secreted into thoracic lymph.

A typical lipoprotein structure e.g. intestinal VLDL, comprises a lipid core
containing mainly apolar lipids e.g. triacylglycerols and cholesterol esters, which is
surrounded by amphipathic lipids including free cholesterol, phopholipids and
apolipoproteins. Polar groups of amphipathic lipids expose to aqueous phase whereas
their apolar groups are located towards hydrophobic lipid core. Lipoprotein structure
mimics micellar organization in this respect.

Hydrophobic properties of a lipoprotein give rise to lipoprotein aggregation.
Aggregation of lipoproteins have been reported to be one of the underlying causes of
atherosclerosis. To this end, intestinal VLDL were isolated by ultracentrifugation
from rats given, sunflower, olive oil, palm oil, butter, margarine and fish oil and their
hydrophobic properties were compared by vortex induced aggregation and
hydrophobic interaction chromatography. Reponses of intestinal VLDL from
different dietary fats to vortex induced aggregation under different conditions known
to have a effect on the miscellar structure e.g. pH, salt addition and dilution, were
also compared. Although statistically insignificant, intestinal VLDL from satrured
fats aggregated more than that from unsatured fats.

On the contrary, intestinal VLDL from satured fats interacted with
hydrophobic stationary phase (butyl-sepharose) less than the others whereas fish oil
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intestinal VLDL interacted more strongly compared to the lipoproteins from other
dietary fats. Intestinal VLDL from fish oil exhibited more susceptibility to factors
affecting miscellar structure.

As a result saturation degree of a lipoproteins may not be a unique factor
determining the hydrophobic properties. Minor components of lipids may also take
part in lipoproteins’ hydrophobic properties. Considering the beneficial effect of fish
oil for the prevention of atherosclerosis, susceptibility of a lipoprotein to the factors
effecting miscellar structure might be an additional factor determining the
atherogenecity of a lipoprotein particle but this can be understood more clearly with
the future investigations.

Key words. Hydrophobicity, LipoproteinsVLDL, Atherosclerosis, Intestine,
Aggregation
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1. GIRiS

Lipidler, plazmada lipoproteinler halinde tasinmaktadir ve dort ana lipid
grubu tanimlanmistir. Bunlar triacilgliserol (TAG), fosfolipid, kolesterol, kolesteril
esteri ve serbest yag asitleridir. Kompleks lipidler kanda lipoprotein ad1 verilen suda
¢coziiniir makromolekiil kompleksleri halinde tasmirlar. Lipoproteinlerin genel
fonksiyonu, ¢oziinmeyen lipidlerin su ile karigabilir lipid ve protein kompleksleri
halinde tasmmasimi saglamaktir. Plazma lipoproteinlerinin sentez edildigi baslica
yerler arasinda bagirsak ve karaciger bulunmaktadir. Lipoproteinler yogunluklar1 ve
elektroforetik alandaki hareketlerine gore smiflandirilirlar. Yogunluklarma gore
liporoteinler silomikronlar, ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL), diisiik
yogunluklu lipoproteinler (LDL), yiiksek yogunluklu liopoproteinler (HDL) olarak
adlandirilirlar (1).

Lipid metabolizmasi1 aterosklerozun teshis ve tedavisi yoniinden son derece
onemlidir. Ateroskleroz, arteriyel duvarin i¢ yiiziinii orten tabakada lipid birikmesi
sonuncu olusan bir hastaliktir. Bu lipid birikim plak olusumuna ve kan damarlarinin
daralmasina katkida bulundugundan ateroskleroz potansiyel olarak hayati tehdit eden

bir durumdur (1,2).

Lipidlerin sindirimi midede baslar. Midedeki sindirim, biiyiik kismmimn dilin
arkasindaki bezlerden kaynaklandigi diisiiniilen asite dayamikli lipaz tarafindan
katalize edilir. Lipidler bu bolgede heniliz emiilsifiye halde olmadiklarindan
hidrolizin hiz1 diisiiktiir ve enzim sadece lipid-su arayiizeyindeki triagilgliserolleri
parcalayabilir. Kisa veya orta zincirli yag asitleri igeren triagilgliserol molekiilleri
ayrt bir enzim olan gastrik lipaz tarafindan parcalanirlar. Lipidlerin sindirimi ve
emiliminden sonra, ince bagirsak mukoza hiicresinde 2-monoagilgliserollerden
ekzojen triagilgliseroller olusur. Bu ekzojen triagilgliseroller, az miktarda serbest
kolesterol, kolesteril esteri ve fosfolipid ile bir araya gelirler, bir protein tabakasiyla
da kaplanarak suda c¢oziinebilir ve transport edilebilir silomikronlar1 olustururlar.

Silomikronlar da lenf sistemi yoluyla dolagima katilirlar. Kan dolasimina verilen



silomikronlar, lipoprotein lipaz etkisi ile triagilgliserol i¢eriklerinin yaklagik %90’ m1
kaybederek silomikron remnant haline doniisiirler. Silomikron remnantlar
yapilarindaki Apo E’den dolayi karaciger tarafindan taninarak alinirlar (2). Herhangi
bir nedenden dolay:r karaciger tarafindan alinamayan silomikronlar arter duvari da
dahil olmak tizere diger dokulara dagilabilirler. Arter duvarina dagilan silomikron

remnantlarin aterosklerozu hizlandirmasi muhtemeldir.

Eger intestinal kaynakli lipoprotein metabolizmasi ve transportu normal ise
diyetteki triagilgliserol; adiposit ve kas hiicrelerine yag asitleri seklinde tasinir ve
besinsel kolesterol karacigere tasmarak safra asidi ve membran sentezinde kullanilir
ya da safra kolesterolii veya lipoprotein kolesterolii olarak yeniden salgilanir.
Besinsel kolesterol ayrica endojenik hepatik kolesterol sentezini de diizenler.
Bununla beraber eger transport ve metabolizmasi anormal ise silomikronlar da
aterojenik prosese katilabilir. Silomikron ve silomikron remnantlarinin damar
duvarina, plazmadan gé¢ eden monosit kaynakli makrofajlar1 iceren damar duvari
hiicrelerince almabilecegi goriilmiistiir. Kolesteril esterlerinin bu monosit kaynakli
makrofajlarda birikimi onlar1 kopiik hiicrelerine (foam cells) ¢evirir. Bu da
aterosklerotik plagin en erken hiicresel lezyonudur. Eger postprandial silomikron ve
artiklarmin diizeyi yiikselirse ve bu lipoproteinler plazmada normalden daha uzun
siire sirkiile olursa arter duvarma kolesterol tasinimi olasilig1 yiikselebilir.
Silomikron remnant diizeyleri Apo E’nin diizenli fonksiyon yapmadigi durumlarda
yiikselebilir. Son yapilan calismalarda, silomikron ve silomikron remnantlar
metabolizmas1 anormalliklerinin koroner arter hastaliginin varlhigiyla iliskili oldugu
ortaya konulmustur (3).

Yag absorbsiyonu sirasinda endojen lipidler silomikronlarla tasmmaktadir.
Diislik oranda yag emilimi ve aclik sirasinda ise Ozellikle VLDL biiytikliigiindeki
partikiillerin bagirsak tarafindan sentezlendigi elektron mikroskobik ¢alismalarla
intestinal lenfte gosterilmistir. Bu partikiiller intestinal very low density lipoproteins
(intestinal VLDL) olarak diger adiyla da kiiciik silomikronlar olarak adlandirilirlar
.

Intestinal VLDL’in, sirkiilasyonda LDL’ye doniisebilecegine dair ¢aligmalar
bulunmaktadir. Biiylik silomikron remnantlar karaciger tarafindan siiratle

uzaklastirilip metabolize edilmelerine karsin intestinal VLDL remnantlar daha yavas



bir sekilde uzaklastirilmaktadwr. Bu muhtemelen Apo B kompozisyonlarindaki
farkliliktan kaynaklanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, intestinal VLDL’in Apo B48
yaninda Apo B100 de igerdigi, oysa biyiikk silomikronlarmm sadece Apo B48
icerdikleri tespit edilmistir (4).

Lipoproteinlerin hidrofobisiteleri ateroskleroz olusumuna neden olan en
onemli faktorlerden biridir. Lipoproteinlerin  hidrofobik 6zellikleri partikiil
agregasyonuna sebep olarak aterosklerozu tetikler (5). Besinlerle alinan lipidlerin
yag asidi kompozisyonlarindaki farkliliklar onlarin hidrofobisitesini etkiler. Bu
durum yaglarin ateroskleroz iizerindeki etkilerinin de farkli olmasina neden olur.

Calismamizda ratlar alt1 farkli yagla beslenmistir. Yaglardan elde edilen
intestinal VLDL (kii¢iik silomikronlar) analiz edilmistir. Silomikron kompozisyonu
direkt olarak besinlerle alinan lipit kompozisyonundan etkilendigi i¢in dnemlidir. Bu
nedenle yag asidi kompozisyonu, doymusluk/doymamislik ozellikleri ve
mikronutrient igerikleri farkli cesitli yaglarla beslenen ratlarin intestinal VLDL’1
hidrofobik 0Ozellikleri yoniinden incelenerek besinlerle alman lipitlerin intestinal
VLDL hidrofobisitesini nasil etkiledigi ortaya koyulmaya ve aterosklerozis ile

baglantilar1 degerlendirilmeye ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Lipoproteinler

Besinsel alman ve emilen lipidler (eksojen) ile karaciger ve adipoz dokuda
sentezlenen lipidler (endojen), cesitli dokular arasinda kullanilmak ve depolanmak
iizere tagiirlar. Lipidler suda ¢6ziinmediginden bunlar sulu bir ortam olan plazmada
lipoproteinlerle tagmirlar. Apolar (triacilgliserol ve kolesteril esterleri) ve amfipatik
lipidler (fosfolipidler ve kolesterol) ile proteinlerin suda misel seklinde yap1
olusturmalar1 sonucu lipoproteinler ortaya ¢ikmaktadir. Lipoproteinler, elektroforetik
mobilitelerine, yogunluklarina, flotasyon hizlarma ve biiyiikliiklerine gore

siniflandirilirlar (7).

Lipoproteinler, ultrasantrifiij ile yogunluklarina gore silomikronlar, VLDL,
IDL, LDL, HDL, Lp (a) seklinde alt gruplara ayrilirlar. Bunlarin yogunluklar1
silomikronda (en diisiik yogunluklu), yiiksek yogunluklu lipoproteine (HDL) dogru
artar (8).

Serum ya da plazma lipoproteinleri, alkali pH’da seliiloz asetat veya agaroz
jel elektroforezi yapilarak da birbirlerinden ayrilabililirler. Elektroforez sonucunda
birlikte goc ettikleri globulin fraksiyonununa gore smiflandirilirlar; silomikron
uygulanma noktasinda kalir, gé¢cme hizindaki artisa gore swrasiyla B-lipoprotein

(LDL), pre-B-lipoprotein (VLDL) ve a-lipoprotein (HDL) anoda dogru hareket eder
(8).

2.1.1. Silomikron

Silomikronlar plazma lipoproteinlerinin en biiyiik olanlaridir ve % 98-99 lipid
(% 85-90 triagilgliserol) ve % 1-2 proteinden olugmaktadir (1). Silomikronlar,
enterositlerde sentezlenirler. Daha sonra torasik lenf kanalina oradan da dolasima

katilirlar. Eksojen (diyet) yaglarin baslica taginma bicimleridir (7).



2.1.2. Cok Diisiik Yogunluklu Liporotein (VLDL)

Cap1 300 ile 700 A’arasinda olan bu partikiiller % 85-90 (% 55 triagilgliserol,
% 20 kolesterol) ve % 10-15 proteinden olugsmaktadir (1).

Karacigerde hepatositlerde triagilgliserol (TAG) ve kolesterol, diiz
endoplazmik retikulum membranlarina bagh enzimler araciligiyla sentezlenir. Apo
B-100 ise graniillii endoplazmik retikulumda sentezlenir. Apo B-100 ve bir miktar
apo E, diiz endoplazmik retikuluma dogru goger, graniillii ve diiz endolplazmik
retikulumun birlestigi bdlgede lipid bilesenleriyle birleserek VLDL tanecikleri
halinde birikir. Daha sonra sekresyon vezikiillerin golgi cisimciginden kopmastyla
hiicrenin ylizeyine dogru gocerler ve hiicre membranina karisarak dolasima girerler.
Dolagima giren yeni sentezlenmis oOncii VLDL, silomikron Onciisiine benzer.
Plazmada HDL’den apo C ve apo E alarak olgun VLDL haline doner. VLDL
dolasimda HDL’den kolesterol ester transfer protein (KETP) araciligiyla kolesterol
alir ve karsilifinda HDL’ye TAG verir. Boylece VLDL’in ¢ekirdegi kolesteril
esterlerinden (KE) zengin hale doner. VLDL ekstra hepatik dokularin kapillerlerinin
endotelinde bulunan lipoprotein lipazin (LPL) kataliziyle TAG’lerinin bir kismini
kaybeder ve VLDL remnant haline (IDL) doniisiir. Bu arada apo C’lerini de HDL’ye
geri verir. VLDL artiginin bir kism1 karaciger tarafindan LDL reseptorii (apo B, E
reseptorii) yoluyla alinir. Geri kalami ise dolasimda kalir. Dolagimdaki VLDL
artiklarinin (IDL) yogunlugu 1.0006-1.019 arasindadir. IDL’nin iki akibeti vardir: (1)
% 60-70’1 LDL reseptorii araciligiyla karacigere girer ve yikilir. Bu giristen apo E
sorumludur. % 30-40’1 LDL’ye doniisiir (8).

2.1.3. Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (LDL)

LDL  (B-lipoprotein): LDL, plazmanin kolesterol tasiyan baslica
lipoproteinidir. Plazmadaki toplam kolesteroliin yaklasik % 70’1 LDL’de
bulunmaktadir. Caplar1 yaklasik 200 A”dur. LDL yaklasik %75 lipid (% 35
kolesteril esteri, %10 serbest kolesterol, % 10 triacilgliserol ve % 20 fosfolipid) ve
%25 proteinden olusmaktadir (1).

LDL’ler, VLDL’den koken alan lipoproteinlerdir. (4) IDL’nin LDL’ye
dontistimiinden hepatik lipaz (HL) sorumludur. HL hem TAG hem de fosfolipidleri



hidroliz eder. Karaciger endotel hiicrelerinde bulunan bu enzim sayesinde IDL
karaciger endotel hiicrelerinin i¢ine girmeden fosfolipid, TAG ve apo E’lerini
kaybederek LDL haline dontistir. LDL yapisinda apoprotein olarak sadece apo B-100
icerir (8).

LDL’ler bir reseptor bagimli islem yardimiyla karaciger ve oteki dokulara
alimirlar; bu proseste LDL reseptoriiyle tanmnan apoB 100 en 6nemli faktordiir.
Reseptor araciligiyla hiicreye gecen LDL partikiilleri, bu kez hiicrede lizozomal
enzimlerin etkisiyle hidroliz gecirirler. Bu hidrolizlerin sonucunda kolesterol
serbestlesir. Serbestlesen kolesterol; hidroksimetilglutaril koenzim A (HMG-KoA)
rediiktaz1 inhibe eder. Bu basamak kolesterol sentezinde hiz sinirlayic1 basamaktir.
LDL reseptorii sentezini inhibe eder. Ac¢il CoA: kolesteril acil transferaz (ACAT)

enziminin aktivitesini artirarak kolesteroliin esterlesmesini uyarir (7).

Dolasimdaki monositlerden tiireyen makrofajlar, reseptorleriyle LDL’leri
alabilmektedirler. Arteriyel duvarda makrofajlar tarafindan LDL’lerin alinmasi,
aterosklerozisin patogenezisinde 6nemli bir olaydir. Makrofajlar, KE’ler ile fazla
yiiklenince, kopiik hiicrelerine doniistirler. Kopiik hiicreleri, ateromatdz plaklarin

klasik bilesenidir (9).
2.1.4. Cok Yiiksek Yogunluklu Lipoproteinler (HDL)

Caplar1 en kiiclik ve yogunluklar1 en fazla olan lipoprotein partikiiliidiir.
Yaklasik % 50 lipid ( % 25 fosfolipid, % 15 KE, % 5 serbest kolesterol ve % 5
TAG) ve % 50 protein igerir. HDL sentezinde baslica ii¢ kaynak vadir; 1. Karaciger,
olgunlasmamis “HDL” adi verilen bir apolipoprotein A-I fosfolipid plagt (diski)
salgilar. 2. Bagwrsaklar da kiiclik bir apolipoprotein A-1 “HDL” partikiiliinii dogrudan
sentez edebilir. 3. “HDL” silomikronlardan ve VLDL’den gelen yiizey maddesinden
iretilir. HDL, anti-aterojen bir lipoprotendir. Yapilan ¢esitli arastrmalar HDL
kolesterol diizeyleri ile koroner kalp hastaligi insidans1 oraninda ters bir korelasyon
oldugunu ortaya koymustur HDL c¢evre dokulardaki asir1 kolesteroliin karacigere

taginarak uzaklastirilmasindan sorumlu ters kolesterol transportunda rol alir (1).



2.1.5. Lipoprotein (a)

Lp (a) , LDL’ye kiyasla daha biyiiktiir ve yogundur. Ancak, yapisinda her
apo B-100 molekiilii basina bir molekiil apo(a) bulundurmasi disinda LDL’ye
kompozisyon olarak benzerdir. Lp(a) lipoproteininin, miyokard infarktiisii
vakalarinda, plazma diizeyleri her zaman yiiksek bulunmustur. Daha sonraki yillarda,
koroner arter hastaligiyla direkt iligkili oldugu ve kalp hastaliklar1 i¢in bagimsiz bir
risk faktorii olabilecegi bildirilmistir. Lp(a) molekiiliindeki yapi, diisiik yogunluklu
lipoproteinlerle olduk¢a benzerlik gostermektedir: Lp(a), apo(a) ve apoB-100

proteinini tasir (9).
2.2. Apolipoproteinler

Apolipoproteinler, enzim aktivitesinin diizenlenmesi, lipoproteinlerin yapisal
bileseni olmak veya lipoprotein reseptorlerince tanman bolgeleri bulundurmak gibi

farkli fonksiyonlara sahiptir.

Appoprotein A: Lipoproteinlerin yapisinda Apo A-I, A-II ve A-IV olmak

iizere {i¢ tip apoprotein A bulunur (8).

2.2.1. Apoprotein A-I1 (Apo A-I): Apo A-I insan HDL ’sinin temel yapisal
proteinidir. Silomikron yapisinda da bulunur. Lesitin kolesterol agil transferazin
(LCAT) aktivatoridiir. Lipoprotein metabolizmasinda HDL’nin en 6nemli roli,
tersine kolesterol transportudur ve apo A-I, HDL’nin bu anti-aterojenik aktivitesinde

LCAT 1n kofaktorii olarak rol oynamaktadir (8).

2.2.2. Apoprotein A-II (Apo A-II): Insan Apo A-II’si HDL nin yapisinda en
cok bulunan ikinci proteindir ve karacigerde sentezlenir. Apo A-II, HDL’de apo A-I

ile yer degistirerek HDL nin hiicrelerle, diger lipoproteinlerle olan iligkisini diizenler

(8).

2.2.3. Apolipoprotein A-IV (Apo A-1V): Silomikronun major, HDL nin ise
mindr bileseni olan apo A-IV bagirsakta sentezlenir. Plazmada lipoproteinler
arasinda aktarilabilen bir proteindir. Lipoprotein metabolizmasindaki rolii heniiz

aciklik kazanmamakla birlikte apo A-I’le ileri derecedeki yapisal benzerligi HDL



metabolizmasinda ve tersine kolesterol transportunda apo A-I ile sinerjik etkiye sahip

oldugunu diistindiirmektedir (8).

2.2.4. Apoprotein B-100 (Apo B-100) : Sentez yeri esas olarak karacigerdir.
LDL’deki proteinin %95°1 apoB-100’diir. VLDL ve IDL’deki proteinlerin yapisinda

da 6nemli miktarda bulunur. LDL reseptoriiniin ligantidir (1,9).

2.2.5. Apoprotein B-48 (Apo B-48) : Bagirsaklarda sentezlenir. Sadece
silomikron ve silomikron remnantlarinda bulunur. Bu proteini tasiyan biiytlik
lipoprotein partikiilleri monosit, makrofaj ve endotel hiicresi yiizeyinde tanimlanmis
olan apoB-48 reseptoriine baglanarak bu hiicrelerin kopiik hiicre seklinde

degismesine sebep olabilir. (9).

2.2.6. Apoprotein C-I, C-II, C-III (Apo C-1, C-II, C-III) : Her ¢t de
karacigerde sentezlenir. Yine licii de silomikron, VLDL, IDL ve HDL’nin mindr
komponentidir. Apo C-1, lesitin kolesterol acil transferazin aktivatoriidiir. Apo C-1I
lipoprotein lipaz aktivitesi i¢in gereklidir. Apo C-III, VLDL’in major proteinidir.
Hem lipoprotein lipazin aktivitesini baskilar hem de silomikron ve VLDL artiklarinin

karaciger tarafindan alinmasimni engeller (9).

2.2.7. Apoprotein E (Apo E) : Karacigerde sentezlenen bu protein LDL harig
tim lipoproteinlerin yapisinda bulunur. Silomikron ve VLDL’in protein yapitasidir.
Apo E bu lipoproteinlere HDL’den saglanir. Plazmadaki apo E’nin yaklasik yarisini
tastyan HDL ayn1 zamanda apo E’nin 6nemli fonksiyonlarindan biri olan lipidlerin

ihtiya¢ fazlasi oldugu yerlerden ihtiya¢ duyulan hiicrelere taginmasini saglar (9).
2.3. Besinsel Lipitlerin Sindirimi

Besinsel lipidlerin temel bileseni triagilgliserollerdir. Insanda besinsel
TAG’lerin sindirimi asid lipaz enzimi ile midede baslar. Bu enzim kemirgenlerde,
tiikkiirtikte salgilanir. Hayvanlar asid lipazin dominant formlarindan  (lingual lipaz
ve gastrik lipaz) yalniz birine sahiptir. Dilin arkasindaki bezlerden koken aldigi
diisiiniilen lingual lipaz midede sindirimi baslatir. Ancak midede emiilsifikasyon
olmadig1 i¢in sindirim yavastir. Kisa ve orta zincirli TAG’ler, gastrik lipazla yikilir.

Yeni dogan ve bebeklerde, pankreatik lipaz sistemi heniiz tam olarak olugsmadigi i¢in



gastrik lipazin etkisi onemlidir. Eriskinlerde besinsel lipitlerin agiz ya da midede pek
degisiklige ugramadan bagirsaga gectigi belirtilmektedir. Midede TAG’lerin yaklagik
% 30’u sindirilir (2,10).

Besinsel lipidler mideden sonra duodenuma gegerler ve duodenal mukozadan
pek cok hormonun salgilanmasma neden olurlar. Ust ince bagirsak liimenine ulasan
ve kismen sindirilmis olarak gelen proteinler, hepatokinin salgilanmasina neden
olurlar bu hormon karacigerde safra yapimini uyarir. Sindirim swrasinda salgilanan
diger bir hormon kolesistokinindir. Kolesistokinin safra kesesinin kasilmasina ve
safra salgilamasina, pankreasin ekzokrin hiicrelerinin = sindirim enzimleri
salgilamasina neden olur. Ayrica mide hareketlerini azaltir, boylece mide igerigi
yavas yavas bagirsaga gecer. Sonrasinda gastrik HCl’nin bagirsaga gelmesiyle
sekretin hormonu salgilanir. Bu hormon mideden bagirsaga akan sivinin diisiik
pH’sina yanit olarak salgilanir ve pankreasin bikarbonattan zengin bir sivi
salgilamasini saglar. Bu sivi bagirsak igeriginin pH’smin notrallesmesini saglar ve
boylece pH, sindirim sistemi enzimatik aktivitesi i¢cin uygun hale gelir. Lipit
sindirimi swrasinda dueodenuma akan safra asitleri, pankreatik lipazi1 inaktive eder.
Pankreas s1visi i¢cinde bulunan kolipaz, bu inaktivasyonu dnler. Kolipaz hem lipid-su
ara yiizeyine hem de pankreatik lipaza baglanarak lipaz aktivitesini saglar.
Pankreatik lipaz TAG’in 1. ve 3. karbonundaki yag asidlerini hidroliz eder ve 2 mol
yag asidi ve 2-monoagilgliserol (2-MAG) meydana gelir. Bu hidroliz lipid damlacig1
ve onu ¢evreleyen sulu fazin arasindaki yiizeyde meydana gelir. Besinsel lipidlerin
bagirsaga gecmesinin arkasindan safra tuzlari da bagwsaga gecer ve lipidlerin
emiisifiye olmasini saglarlar. Emiilsifikasyon, lipid damlacigmnmn yiizey alanini
arttirir, boylece sindirim enzimleri daha etkin olarak aktivite gosterirler. Kolesteril
esterleri, pankreatik kolesteril ester hidrolaz enzimi ile hidroliz edilir. Kolesterol ve
serbest yag asitleri olusur. Fosfolipidleri ise Fosfolipaz A2 hidroliz eder. Fosfolipidin
ikinci karbonuna bagl yag asidini aymrir bodylece lizofosfolipid olusur. Birinci

karbona bagl yag asidi ise lizofosfolipaz tarafindan koparilir (2,7,10).

Serbest yag asitleri, serbest kolesterol, 2-monoagcilgliserol jejenumdaki
besinsel lipidlerin yikim {irlinleridir. Safra tuzlari ince bagirsagin proksimal

kismidaki bu hidroliz iiriinleri ve su ile etkilesime girerek miselleri olustururlar.
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Misel yapilar ile lipidler ¢oziinebilir hale gelirler. Misel yapida lipidlerin hidrofobik
gruplar1 yapmin i¢ kisminda hidrofilik gruplar1 ise yapmin dis kisminda yer alir.
Ayrica bu misel olusumu ince bagirsaklarda suda ¢oziinen lipazlarmn lipid molekiil
fraksiyonlariyla etkilesimini arttirr. Misel yapilari1 bagirsak mukoza hiicrelerinin
firgams1 kenar membranina yaklasirlar. Bu membran neredeyse kimildamayan ve
limendeki akudz faz ile karigmayan ince bir su tabakasi ile intestinal liimen
iceriginden ayrilmistir. Misellerin hidrofilik yiizeyleri hidrofilik lipidlerin bu su
tabakasindan gecerek fircamsi kenar membranindan daha kolay emilmelerini saglar.
Boylece lipazlarin aktivasyonuyla olusan hidroliz iirlinleri, ince bagirsagin intestinal

mukozasindaki epitel hiicrelerin ER’na ge¢mis olur (2).
2.3.1. Besinsel Yag Asitlerinin Endoplazmik Retikuluma Hareketi

Yag asitlerinin serbest sitozolik konsantrasyonlarinin diisiik kalmasi i¢in
hemen hemen tamaminin yag asidi baglayict proteinlere bagl olmasi gerekir. Aksi
takdirde yag asitleri, hiicre membranina zarar vererek potansiyel hiicre Oliimiine
sebep olurlar. Bunlarin zararli etkilerini azaltma mekanizmalarindan bir tanesi
enterositlerde bulunan yag asidi baglayici proteinlere (Y ABP) baglanmalaridir. Hem
karaciger (KY ABP) hem de bagirsakta biiyiik miktarda bulunan yag asidi baglayici
proteinler (BYABP) bu durumu desteklemektedir. Rat bagirsaginda KYABP ve
BYABP’ler hemen hemen esit miktarlarda bulunurken insan otopsi ¢aligmalarinda
KYABP’lerin daha baskin oldugu rapor edilmistir. Ek olarak her iki YABP’lerin
temel olarak hem insan hem de ratlarda besinsel lipidlerin emilim yeri olan
proksimal bagirsakta bulundugu ve yine her ikisinin de yiiksek yag diyeti ile
beslenmis ratlarda %50 arttig1 gosterilmistir. Farelerde sadece KYABP’ler yagl
beslenme ile artar. Ozet olarak bu bilgiler KYABP ve BYABP’lerin diyet lipid
absorbsiyonunda aktif rol oynadiklar anlasilmaktadir (11,12).

Absorbe edilmis besinsel yag asitlerinin enterositlerin ER’larma iletilmesinde
gorevli diger bir mekanizma, yag asitlerinin Yag Asidi Tastyic1 Protein-4 (YATP-4)
ile acilasyonudur. Bu protein bagirsak limeninden serbest yag asitlerinin %60’ mdan
fazlasinin alinmasindan sorumludur. A¢il KoA-sentetaz olarak gorev yaparak aktive
olmus yag asidinin agil-KoA’ya doniisiimiinde rol alir. Yag asidi-CoA ayni zamanda

misel olusumuna neden olabilir ve kritik misel konsantrasyonunu astiklar1 zaman
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hiicre membranina zarar verirler. Sekil 2.1°de de goriildiigii gibi yag asitleri enterosit
icine apikal membrandan girerlerse yeni olusturulan TAG’lerin daha ¢ok silomikron
olusumuna katildiklar1 eger bazolateral membrandan girerlerse olusan TAG’lerin

sitozoldeki TAG depo havuzuna katildiklar1 rapor edilmistir (12).

YA MAG
| |
MAG-BYABP
Depo TAG Havuzu
= YA-BYABP
YA-KYABP TAG @@

= yvA— YAKoA *\—I @
w

Pre-silomikronlar
/’* 'l'AlG F'1L cl):,
YA
i e
Depo TAG Havuzu
TA

Sekil 2.1. Besinsel lipidlerin absorbsiyonu ve TAG’lere dontistimii (12).

Diyet TAG’lerin pankreatik lipaz ile hidroliz edilmeleri sonucu olusan serbest yag asitleri ve
2-MAG entreositler tarafindan absorbe edilir. MAG, karaciger yag asidi baglayici proteine (KY ABP)
baglanirken, yag asitleri ya bagirsak yag asidi baglayici proteine (BYABP) ya da karaciger yag asidi
baglayici proteine (KYABP) baglanir. Yag asitleri,ayn1 zamanda yag asidi-tasiyici protein 4 (YATP-
4) ile yag asidi-asetil CoA’ya doniistiiriliir. Yag asidi ve MAG’ler, ER’un kompleks lipid sentezleyici
enzimleriyle TAG’lere doniistiiriilirler ve ER liimeninde silomikron olusturmak tizere bulunan
TAG’lere katilirlar. Alternatif olarak enterositlere eger biiyiik lipid damlaciklar1 girerse, bunlar
sitozolde TAG damlaciklar1 olarak TAG depo havuzuna girerler. Yag asitleri enterositlere bazolateral
membrandan girerse, muhtemelen yag asidi baglayici proteinlerle ER’a tasinir ve TAG’e
dondstiiriiliirler. Fakat bu TAG’ler daha ziyade TAG havuzuna girerler ve sonra silomikron
olusturmak iizere bulunan TAG’lere katilirlar. Yag asidleri ayn1 zamanda ya fosfolipidlere katilabilir

ya da mitokondride CO,’ye metabolize edilirler (12).
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Intestinal mukozadaki epitel hiicrelerin ER’una ge¢mis olan hidroliz
iirtinlerinden burada tekrar TAG olusturulur. Enterositlerdeki TAG sentezi 2
metabolik yolla olusur. Monoagil gliserol (MAG) metabolik yolu ve gliserol-3-fosfat

metabolik yolu;
Monoagilgliserol metabolik yolu

1. 2 MAG, monoagilgliserol acil tranferaz (MGAT) enzimi ile
diacilgliserole doniisiir.
2. Diagilgliserol (DAG), diagilgliserol acil transferaz (DGAT) ile TAG’e

doniisiir.
Gliserol 3-fosfat metabolik yolu

1. Gliserol-3-fosfat, gliserol fosfat aciltransferaz ile lizofosfatidik aside
doniisiir.

2. Lizofosfatidik asit, fosfatid fosfohidrolaz ile fosfatidik aside doniistir.

3. Fosfatidik asit, fosfohidrolaz ile DAG’e dOniisir.

4. DAG, diagilgliserol agil transferaz (DGAT) ile TAG’e doniisiir (13).

2.3.2. Silomikronlarin Endoplazmik Retikulum icinde Olusumu

Silomikronlar ER liimeni icerisinde 2 asamali bir islemle olusurlar. ilk
asamada, apolipoprotein B-48, kolesterol, fosfolipid, apolipoprotein A-IV ve az bir
miktar triagilgliserol (TAG) igeren yiiksek yogunluklu bir partikiil olusturulur. Ikinci
asamada bu primordial silomikron, pre-silomikron olusturmak i¢in biiyiik bir TAG-
kolesterol ester kiitlesiyle birlesir (ki bu kiitle apoB-48’e¢ sahip degildir) ve cis-
Golgiye transport edilmeye hazir hale gelir (14).

Sentezin ilk asamast ER limenindeki proteinin aminoterminal kismi ile
apoB-48’in translasyonunu igerir, ancak apoB-48 diger sekretuar proteinlerin aksine
eger ki primordial silomikronla birlesirse normal metabolik yoluna devam edebilir ve
salgilanabilirler. Aksi durumda apoB-48 Ubiquitin-proteosome sistem tarafindan
parcalanir. Mikrozomal transfer protein apoB-48 lipidasyonunu gercgeklestirir ve
boylece apoB-48 parcalanmadan kurtulur. ApoB-48, apo-B100 ile ayni gen

tarafindan kodlanir ve apoB geninin N-terminal kismmin % 48’inin translasyonu
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sonucunda su sekilde olusur; genomik DNA’da mevcut olmayan RNA yazici
mekanizmalar tarafindan olusturulan bir stop kodon translasyonu durdurur. Bu stop
kodon (UAA), apoB-mRNA’nm 6666°nc1 niikleotidinde 2153. amino asid glutamini
kodlayan CAA kodunundaki sitozin bazinin urasil bazi ile degismesiyle olusur. Yeni
olusan apoB-48’de apoB-100’de bulunan 2 B-tabakasinin yalniz ilki ve 2 a-heliks
kalir. Ayn1 zamanda yeni olusan bu apoB-48, translokon yolagini1 yavaslatan veya
durduran bir seri durdurma transfer zincir dizilimine sahiptir. Fakat translokasyon bu
durdurma serisi ile degil B-sheet tarafindan smirlandirilir. ApoB-48, translokonu terk
ederek mikrozomal transfer proteine (MTP) baglanir. Olusan apoB-48 MTP’ye ek
olarak, ayni1 zamanda fosfolipidlere baglanir ki bu olay onun nihayi sekresyonu i¢in
cok Onemlidir. Ayrica kiiglik bir miktar triagilgliserol, olgunlagsmamis yiiksek
yogunluklu bu lipoproteine eklenir. Tiim primordial silomikron HDL’ye benzer bir
yogunluga sahiptir. Yeni olusan bu primordail silomikron igeriginde bulunan suda
coziinmeyen apoB-48 sayesinde ER membranini gecerek ve ER lLimenine gelir.
Liimende bulunan TAG’den zengin partikiill, TAG’leri ER membranmnin sentez
bolgesinden alan MTP araciligi ile alir ve onu yeni olusan partikiile katar. TAG’den
zengin partikiil muhtemelen fosfolipid-kolesterol tabakasi ve apoA-1V eklenmesiyle
stabilize olur ve apoB-48 i¢eren primordial silomikron ile birleserek presilomikronun
olusmasini saglar. Sekil 2.2°de goriildiigii gibi TAG’den zengin partikiil iizerinde
apoB-48 olmadan bu partikiil ER’den ayrilamaz, TAG’den zengin partikiil
iizerindeki apoB-48 pre-silomikronun ER’den ayrilmaya hazir oldugunun

gostergesidir (14,15).
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Serbest YA ve MAG intestinal Limen
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Sekil 2.2. Silomikron olusumu (16).

Yag asidi baglayict protein (YABP), Monoagilgliserol agiltranferaz (MGAT), Diagilgliserol
(DAGT), silomikron (SM), Triagilgliserol (TAG), kolesteril esteri (CE), karaciger yag asidi baglayici
protein (K-YABP), Coat protein kompleks II (COP II), Presilomikron Transport Vezikiil (PCVT)

2.3.3. Pre-silomikronlarin ER’den Ayrilmasi

Pre-silomikronlar ER’den sentezlendikten sonra sekretuar yol boyunca cis-
Golgi’ye tranfer olurlar (Sekil 2.3). Pre-silomikronlarm ER’den golgiye hareketi
kompleks olaylardan meydana gelen 2 ana asamadan olusur. Pre-silomikronlarin
ER’den ayrilmalar1 onlarin enterositlerden itibaren tiim sekresyon asamalarinda hiz
kisitlayic1 basamak olarak tanimlanmistir. Presilomikronlarm boyutlarinin ¢ok biiyiik
olmasi sebebiyle (ortalama 250 nm ¢apinda) ER’den Golgi membranina transferi ¢ok
acik degildir. Bu bilgiler dahilinde yeni sentezlenen proteinler, ER’den Golgiye
membran baglayic1 vezikiiller i¢cinde tasinirlar. Protein transport vezikiillerinin
biyogenizisini diizenlediginden dolay1 bu vezikiiller siklikla Coat protein kompleks 11
(COP 1I) vezikiilleri olarak adlandirilirlar. COPII, 5 farkli sitolozolik proteinden
olusur. Bu vezikiillerin biyogenesisi oldukca organizedir ve ER membraninin ER
¢ikis boliimleri olarak bilinen farkli boliimlerinde olusur. Caplar1 55-70 nm arasinda

degisir. Son yapilan ¢alismalarda cryoelektron mikroskobuyla bu proteinlerin yapisi
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aydmlatilmis ve COPllcoat’nin geometrik yapismin esnek oldugu ortaya
konulmustur. Ancak 100um den daha fazla esneyemedigi bu nedenle de

presilomikronlarin taginmasi i¢in uygun olmadigi rapor edilmistir (12).
2.3.4. Pre-silomikron Transport Vezikiiliiniin Biyogenezisi

Pre-silomikronun ER’dan ¢ikis1 standart COP-II aracili ER-tomurcuklanma
prosesini izlemez. Olgunlasmamis pre-silomikronun ER membranindan nasil
ciktigma dair bir ¢caligmada yapilan in vitro degerlendirmeler yeni bir vezikiiliin
varligin ortaya koydu, pre-silomikron transport vezikiil (PSTV). PSTV’ler TAG’den
zengin igeriklerinden kaynaklanan hafif yogunluklariyla diger vezikiillerden izole
edilebildi. Elektron mikroskobu ve jel kromatografisi sonug¢lar1 PSTV nin ortalama
250 nm c¢apinda oldugunu ve bunun da pre-silomikron partikiillerinin yerlesmesi i¢in
yeterli biiyiikliikte oldugunu gosterdi. Calismalar PSTV’lerin, protein transport
vezikiillerden biiylikliik, yogunluk, igerik ve ER membranindan biyogenesisi ile
ayrildigmi  gostermektedir. COPII  proteinleri PSTV  olusumunda  gerekli
olmamalarina ragmen PSTV’nin Golgi ile birlesmesinde olduk¢a dnemlidir. Golgi
tarafindan taninmasinda bir belirleyici olarak rol aldiklari bildirilmistir. COP II

proteinleri icermeyen PSTV’lerinin Golgi ile birlesmedikleri yapilan ¢alismalarda

gosterilmistir (12).
Yeni senterlenmis protein Pre-gilomikron
;:?-‘-*-: -] ‘L I':h{:- o ER i l—-
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Sekil 2.3. Presilomikronun hiicreler arasi taginimi (12).
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2.3.5.  Presilomikron  Transport Vezikiiliiniin  Biyogenisisinin

Diizenlenmesi

PSTV tomurcuklanmasi, guanozin tri fosfat (GTP)’ye ihtiyagc duymazken
protein transport vezikiil biyogesisi GTP bagimlidir. Oysa PSTV olusumu, ATP
bagimlidir. PSTV biyogensisinde, ATP gereksinimi kinaz ve/veya fosforilasyon
olaylarinda olur. PSTV olusum regiilasyonunda protein kinaz C’nin énemli bir rol
aldig1 yapilan c¢aligmalarda bildirilmistir. Bu proteinin sentezi ig¢in Sar I gereklidir.
Ayrica karaciger yag asidi baglayici protein (KYABP) PSTV’iin sentezinde anahtar

rol oynarken, diger proteinler PSTV’ilin Golgi ile birlesmesinde 6nemli rol oynarlar

(12).
2.3.6. Presilomikron Transport Vezikiiliin Cis-Golgi ile Birlesmesi

PSTV’ler, sitozol igine serbestlestiklerinde bir sonraki basamak Golgi ile
birlesme asamasidir. PSTV’lerin tasmimi morfolojik ve biyokimyasal olarak
transport vezikiil proteinlerinden farkli goriinmektedir. Genel olarak ¢oziinebilir N-
etilmalemid sensitive factor protein reseptor (SNARE) , vezikiiliin hedef membran
ile birlesmesini hizlandirir ve kolaylastirr. SNARE’ler vezikiilerde bulunan
membran proteinleridir. Bu proteinler, PSTV’lerin Golgi ile birlesmesinde 6nemli
gorevler alirlar. SNARE hem vezikiill membraninda (v-SNARE) hem de hedef
membraninda (t-SNARE) bulunur. Vezikiil membraninda bulunanlarin merkezinde
arjinin (R) kalintis1 bulunur R-SNARE, hedef membraninda bulunanlarin merkezinde
glutamin (Q) kalntis1 bulunur Q-SNARE. PSTV-Golgi birlesmesini saglayan
kosullar altinda 112-kDa agirligindaki SNARE kompleks molekiiliinii olusturan
proteinler bir araya gelir. Bu kompleks yapmin iiyelerinden her birinin fonksiyonel
olarak bloke edilmesi sonrast PCTV-Golgi birlesmesinde Onemli bir inhibisyon

meydana gelir (12,13)

2.3.7. Silomikronlarin Golgide Transformasyonu ve Post-Golgi

Transportu

Golgi membrani ile birlesme oldugu zaman PSTV, presilomikron igerigini
Golgi liimenine aktarir. Golgi limeninde iki transformasyon olay1 olur. Birincisi

normalde PSTV ig¢indeki presilomikronda bulunmayan apoA-I'in Golgide
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presilomikron tarafindan kazamlmasidir. ikincisi, apoB-48’in glikolizasyonudur. Bu
olaylar sonucunda silomikron olgunlagmis olur. Silomikronlarin Golgiden ayrildiktan
sonraki akibeti hakkinda az bilgi bulunmakla birlikte morfolojik bilgiler bir
vezikiiliin bunlar1 tasidigini isaret etmektedir. Burada vezikiil, Golginin bazoleteral
membrantyla birlesir ve silomikronlar lamina propiya icine ters ekzositoz ile torasik

kanal yoluyla dolasima katilmak tizere serbestlesirler (12).

2.4. Intestinal VLDL (Kiiciik Silomikron)
Silomikronlar (yunanca: silus, chyle, mikron, cok kiiciik nesne) lipid
absorbsiyonu sirasinda bagirsaklar tarafindan olusturulur, diyet yaglarin1 ve yagda

¢oziinebilen vitaminleri kan dolasimina transport ederler (17).

1622 yilinda Asellius, silomikron sentezi ve transportu sonrasinda mezenterik
lenfte siit beyazliginda bir goériinim olustugunu ortaya koydu (17). Aciklik
durumunda ratlarda endojen lipidlerin, mesenterik lenflerin lipoproteinlerine
tranportu incelendiginde lenfte silomikrona ek olarak 6nemli miktarda daha yogun
triagilgliserolden zengin baska bir fraksiyon (intestinal VLDL veya kiigiik
silomikron) oldugu Ockner ve arkadaslari1 (4) tarafindan gosterilmistir. Hepatik
lipoprotein sekresyonu orotik asit tarafindan bloke edildigi zaman aglik durumundaki
hayvanlarda intestinal mukozal hiicrelerde ve mezenterik lenflerde bu partikiillerin

goriilmesi durumu bu partikiillerin bagirsaktan sentezlendigine isaret etmektedir (18).

Aclik durumunda intestinal lenfteki endojen lipidlerin ¢ogu % 47
triagilgliserol (TAG) ve % 54 kolesterolden olusan intestinal VLDL i¢inde tasinirlar
(19). Ockner, Hughes ve Isselbacher, (20) elektron mikroskobuyla yapilan
calismalarda intestinal VLDL biiyiikligiindeki partikiillerin ayn1 zamanda diisiik yag
absorbsiyonu sirasinda da bagisak tarafindan iiretildigi gosterilmistir. Ince
bagirsaklar tarafindan tiretilen ve salgilanan intestinal VLDL partikiiliiniin sayis1 ve
TAG igeriginin aclik durumunda ve aktif lipid absorbsiyonu sirasinda hemen hemen
sabit kaldigr goriilmistiir. Yine ayni ¢alismalarinda, doymus yag asitlerinin
(palmitat) misel absobsiyonunun VLDL biyiikligiindeki partikiillerin olusumuyla
sonu¢landigini, doymamis yag asitlerinin ise daha biiyiik silomikron partikiilleriyle
sonuglandigimi gosterdiler. Bu bulgular1 bagirsak icine doymamis yaglarin daha

biiyiik konsantrasyonlarmi infiize eden Redgrave (21) tarafindan onaylanmadi. Bu
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celiskinin muhtemelen doymus yag asitlerinin daha yavas absorbe edilmesinden ve
Ockner ve arkdaglarinin (20) daha diisiik misel konsantrasyonunu inflize etmesinden

kaynaklandig1 bildirilmistir.

Intestinal VLDL’in Sf (Svedberg flotasyon orani-santrifugal alanda bir
molekiiliin hareket hizinin bir 6l¢iisiidiir) 20-400 iken silomikronlarin flotasyon orani
400 Svedberg iinitesinden daha biiyiiktiir. Intestinal VLDL, silomikronlardan sadece
flotasyonlar1 bakimindan degil ayn1 zamanda agoroz jeldeki elektroforetik hareketleri
ve lipid kompozisyonu ve metabolizmalar1 bakimindan da farklidir. Her iki fraksiyon
da orjinde kalmalarina ragmen agaroz jeldeki hareketleri bakimmdan 6nemli 6l¢iide
farklilik gosterirler. Bu ortamda silomikron orjinde kalir oysa intestinal VLDL, a,-

globulin bolgesine hareket eder (4).

Intestinal epitel hiicrelerdeki Golgi organeli, partikiillerin iki ayr1
populasyonunun iiretimine katilir. Intestinal Golgi aparatindan elde edilen negatif
boyanan partikiillerin 6l¢timii iki ayr1 populasyonu biiyiikliikk acisindan ortaya
koymustur. Biyiikliikleri 250-800 A° araliginda olan partikiiller intestinal VLDL
olarak yorumlanmistr. 800 A’dan bilyiik olan partikiiller ikinci populasyonu

olustururlar ve bunlar da silomikron olarak yorumlanmistir (22).

Intestinal VLDL’in lipid igerigi plazma VLDL’den ¢ok silomikronlarinkine
benzer. Insan intestinal VLDL’in apoproteinleri; apo B, apoA-IV, apo E, apoE-I,
apoA-II ve C-peptidden olusur. apoA-IV (%20-30) ve apo B icerigi VLDL’de
silomikrondan daha fazladir ve apoC igerigi daha diisiiktiir. Fakat orta molekiil
agirlikli apolipoproteini farklidir. Arjininden zengin protein (apo E) rat plazma
VLDL’inde hemen hemen tiim orta molekiiler agirlikli proteinleri kapsar fakat
bunlarin sadece az bir kismi intestinal VLDL igerir. Ayrica hem silomikronlar hem
de intestinal VLDL’ler apoB-48 igerirler. Intestinal VLDL buna ek olarak apoB100
de icermektedir (23).

Intestinal VLDL, plazma ile inkiibe edildiginde apoE ve C protein kazanir,
apoA-I ve A-IV’ii kaybeder bunun sonucunda agarozda a,’den a,’ye hareketinde bir
degisim meydana gelir. Plazmayla inkiibasyondan sonra intestinal VLDL plazma

VLDL’in 6zelliklerini kazanir. Intestinal VLDL, plazma VLDL’den ¢ok
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silomikronlara daha fazla benzediginden dolayi, kiiciik silomikronlar olarak da
isimlendirilmektedir. Intestinal VLDL’in en azmndan bir kismmin farkli bir
mekanizmayla iiretildigine dair kanitlar vardir. Glickman ve Kirsch (24) silus asidik
stvisindaki  caligmalarinda  silomikron  biiyiikliglindeki azalmayla  birlikte
silomikronun apo B igeriginde bir azalma oldugunu goéstermislerdir. Fakat intestinal
VLDL, kiiciik silomikronlardan daha fazla apoB icermektedir. Bu durum intestinal
VLDL’in tam olarak kiigiik silomikron olmadigini isaret etmektedir. Bu bulgu
Mahley ve arkadaslar1 (22) tarafindan da yaptiklar1 ¢calismada desteklenmistir. Bu
yiizden bir miktar VLDL’in muhtemelen bagirsakta farkli bir yoldan iiretiliyor
olmasi veya silomikron olusumuna katilan farkli bir lokalizasyonun bulunmasi

muhtemeldir (23).

Plazma VLDL’in lipid kompozisyonu %73,3 TAG, %15,5 fosfolipid, %2,3
serbest kolesterol ve %35,8 kolesteril esterden olugsur. Protein toplam kiitlenin %4’linii
olusturur. Daha kiiciik ¢apli VLDL’lerde polar bilesen miktar1 daha fazladir.
VLDL’in kolesterol igerigi silomikrondan fazladir. Serbest kolesterol/kolesteril ester
oran1 VLDL’de 0,4 iken silomikronda 1’°dir. Benzer serbest kolesterol/kolesteril ester
oranlar1 Ockner (18) tarafindan da gozlemlenmistir. VLDL gibi hacimine gore daha
biiylik ylizey alanina sahip daha kii¢iik partikiillerin bu nedenle nispeten daha fazla
protein, fosfolipid, kolesterol ve daha az TAG icermesi beklenir. Eger VLDL basit
olarak kiiciik silomikronlar olarak ifade ediliyorsa hacim oranma gore yiizey
alaninda es zamanl bir artis beklenilir ki bu artis VLDL’deki serbest kolesterol/
kolesteril ester oranindaki artis1 yansitir. Fakat daha diisiik bir oran gézlemlenmistir.
Bu da silomikron olusumundan farkli olarak VLDL fraksiyonunun bir kisminin
bagirsakta bir lokalizasyonda veya farkli bir islemle iiretilmis olabileceginden

kaynaklanmaktadir (25).

Safra diversiyonu veya kolestiramin uygulamasi ratlarda VLDL’in intestinal
mukozal hiicrelerden ve mezenterik lenflerden azalmasina neden olur. Bu durum
aclik durumundaki intestinal VLDL iretiminin, bagirsaktan safra lipidlerinin

reabsorbsiyonu ve sekresyonu icin farkli bir mekanizma gelistirdigini gostermektedir

(17).
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2.4.1. intestinal VLDL metabolizmasi

Intestinal VLDL veya kiiciik silomikronlar muhtemelen silomikronlara benzer
sekilde metabolize edilirler. Rat veya insan intestinal VLDL’in plazma ile inkiibe
edilmesi plazma VLDL’e benzer olarak agarozda a;’dan o,’ye olan hareketlerini
arttirir. Bu muhtemelen apoprotein igergindeki degismeyle ilgilidir. Insan intestinal

VLDL’1 plazma ile inkiibasyonunda apoE ve apoC kazanir (23).

Aclik durumunda plazma lipoprotein havuzuna intestinal VLDL’in katkisini
arastiran bircok c¢alisgma yapilmistr. Bu calismalar plazma triagilgliserol
seviyelerinin  katkist iizerine yogunlagmistir. Ratlara plazma triagilgliserol
seviyesinin % 20’lere diismesiyle sonu¢lanan hepatektomi uygulandiginda bagirsagin
plazma TAG seviyesine % 20 oraninda katkida bulundugu goriilmiistiir. Benzer % 20
oranlar1 hayvanlara orotik asit uygulandiginda da elde edilmistir. Baska bir ¢alismada
total plazma VLDL dongiisiine bagirsagin katkisinin % 40 civarlarinda oldugu
bildirilmistir. Yakin zamanlarda yapilan diger bir calismada Triton WR 1339 enjekte
edildikten sonra intestinal lenf TAG salinim1 ve hepatik ve total VLDL sekresyonu
oranlarmi plazma VLDL’in birikiminin 06lgiilmesiyle hesaplanmis ve aglik
durumunda plazma VLDL’ne bagirsagin katkisinin sadece % 11, lipidle
beslenmeyen ratlarda ise bu oranin % 14-17 arasinda oldugu tespit edilmistir. Triton
WR-1339’un, TAG lipoproteinlerinin uzaklastirilmasi bloke ettigi bilinmektedir.
Fakat yakin zamanda yapilan baska bir ¢aligmada Triton verilmis ratlarda plazma

HDL yapisinda siddetli bir degisim oldugu gosterilmistir (23).

Glildir T. tarafindan kiigiik silomikronlarda orta molekiil agirhikl
apolipoproteinlerin biiyiik silomikronlara benzer oranlarda bulundugu fakat biiyiik
silomikronlarda apo B’nin total apolipoprotein alaninin % 8,5’ini, apo Cnin %
32’sini teskil ederken kiiciik silomikronlarda apo B total alanin %24,6’smn1 apo C’nin
ise % 19,8’ini teskil ettigini ve benzer sonuclari rapor ettiler Green ve arkadaglar1
(26) tarafindan da bulundugu rapor edilmistir. Hepatektomize ratlarda kiigiik
silomikronlarmn ( intestinal VLDL) lipolizi sonrasinda, biiyiik silomikronlarda oldugu
gibi apo A-I, A-IV ve C’nin kayboldugu fakat apo E, B-48 ve B 100

apoproteinlerinin muhafaza edildigi, bliyiik ve kiiciik silomikron remnantlar
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arasindaki apoprotein kompozisyonu acisindan tek farkin kiiciik silomikron

remnantlarda apoB-100’tin varlig1 oldugu Giildiir T. tarafindan bildirilmistir (25).

Chajek-Shaul ve arkadaslar1 intestinal VLDL’in metabolik heterojenitelerini
arastrmuslardir. [H] kolesterol ve ['*C] palmitat-isaretli TAG ile isaretlenmis
intestinal VLDL’ler, achk siiresince rat mezenterik lenflerinden toplanmis ve
lipoprotein lipaz ile lipolize maruz birakilmiglardir. Post-lipoliz silomikronlar zonal
ultrasantrifiigasyonla ayrilmis ve intact ratlardaki biyolojik davranislari igin test
edilmislerdir. Mesenteric lenf intestinal VLDL’ler {iizerinde, lipoprotein lipazin

aktivasyonu sonucunda LDL benzeri partikiiller olustugu goriilmiistiir (27).

Windler ve arkadaglarinin calismalarinda biiyiik silomikron remnantlar ve
intestinal VLDL remnantlarmin karaciger tarafindan alim mekanizmalar1 ve
uzaklastirilmalar1 karsilastirilmig ve her iki tiir remnantin da reseptor aracili
endositoz yolula alindig1 bildirilmistir. Ancak biiyiik silomikron remnantlar karaciger
tarafindan siiratle uzaklastirilip metabolize edilmelerine karsin intestinal VLDL ler
daha yavas bir sekilde uzaklastirildig1 tespit edilmistir. Bu muhtemelen Apo B
kompozisyonlarindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir (28).

Patrick TSO ve ark.lar1 calismalarinda yumurta-lesitin inflizyonunun ince
bagirsaklarda bazi arastirmacilar tarafindan kiiciik silomikron olarak ifadelendirilen
VLDL-biiytikliiklii lipoproteinlerin transportunu uyardigmi gosterdiler. Ayni
zamanda yumurta-lesitin inflizyonu sonrasinda L-81’in lenfe lipid (intetinal VLDL)
transportunu  etkilemedigini  yalnizca silomikron partikiillerinin  birikimini
etkiledigini ortaya koymuslardir. Bu sonuclarin 1s1ginda silomikron ve VLDL’in
enterositler tarafindan ayr1 bir sekilde paketlenmekte oldugunu ileri stirmiislerdir

(29).

Patrick TSO silomikronlarin ve intestinal VLDL’lerin ince bagirsakta
paketlenmesi ile ilgili 2 farkli yol oldugunu gosteren farkli calismalar bulundugunu
ifade etmigler ve bu calismalarin kendi ¢alismalariyla uyumlu oldugunu
gostermislerdir. Ornegin, Ockner Huge ve Isselbacher (19) palmitat inflizyonunun
VLDL transportunda artisa neden oldugu tespit etmislerdir. Oysaki oleat ve linoleat

inflizyonunda lenf VLDL saliniminda bir degisiklik olmadigmi bildirmislerdir.
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Bundan bagka yine c¢alismalarinda VLDL’in triagilgliseroliindeki yag asidi
kompozisyonu silomikronunkinden farkli oldugunu ortaya koymuslar. Bu nedenle
VLDL ve silomikron partikiillerinin farkli 2 yolu oldugunu ileri silirmiiglerdir.
Mahley ve ark.lar1 (22) rat enterositindeki golgi organellerinin silomikron ve VLDL
partikiilerine katildig1 gostermislerdir. Feldman ve ark.lar1 kolesterol ve TAG’iin
intestinal lenf lipoproteinlerinin partikiil biiytkliklerini farkli etkilediklerini
gostermistirlerdir. Kolesterol emilimindeki artisla birlikte daha fazla lipidin
VLDL’de tasindigini, bunun tersine daha fazla TAG emildiginde tercihen

silomikronlarm arttigini gostermislerdir (29).

Ratlara ayr1 ayr1 TAG ve fosfatidil kolin (PC) infiize edildiginde, TAG ve
PC’den tiireyen yag asitleri enterositler tarafindan ayr1 ayr1 alinmaktadir. Sekil 2.4’te
de gorildiigi gibi TAG’den tiireyen yag asitleri silomikron olusumu igin
kullanilrken PC’den tiireyen yag asitleri baskin olarak VLDL olusumunu
uyarmaktadir. VLDL ve silomikron olusumundaki farklilik, silomikronlarin L-81’in
etkisine karst duyarli olmasindan VLDL’in ise duyarlh olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Pre-silomikron ve pre-VLDL partikiilleri golgi kompleksinde ya
pre-silomikron ya da pre- VLDL vezikiillerini igeren vezikiiller icinde

paketlenmektedirler (Sekil 2.5.) (29).

GOLGIDE PAKETLENME

L-81'FE DUYARLI
MAG
TAG < :
- TR

PRE-SILOMIKRONLAR

L-81'E DUYARSIZ
TAG YA
YA~
CPC _t*___} LPC

PRE-VLDL
~/

PORTAL EAN

Sekil 2.4. Pre-SM ve pre-VLDL partikiillerinin ince bagirsagin enterositleri
tarafindan paketlenmesi (29).

TG’lerin temel sindirim {iriinleri olan absorbe MG veYA'’leri, hiicrede MG metabolik yolu ile

TG’lerden tekrar olusturulur ve baslica pre-SM partikiilleri olarak paketlenirler. Bu metabolik yol L-
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81 ile inhibe edilir. Absorbe edilen lizolesitinin hidrolizi sonucu olusan YA ve YA tiirevleri o-
gliserofosfat metabolik yolu ile TG olusturmak i¢in kullanilirlar. Bu metabolik yol pre-SM’larmkinin
tersine L-81°e duyarli degildir (29).

Eger silomikron ve VLDL’in paketlenmesi i¢in yaygin ortak metabolik son
Golgi kompleksinde paketlenme ise L-81 neden Ozellikle silomikron olusumunu
inhibe etmeyi tercih ettigi sorusu aciklanamamistir. Morfolojik ¢alismalar, aclik
durumundaki ratlara yalniz L-81 infilize edildiginde, jejenumun iist kismindan alinan
hiicrelerin golgi sisternasinda VLDL biyiikliigiindeki partikiillerin bulundugunu,
ancak ince bagwrsagmm benzer boélgelerindeki hiicreler elektron mikroskobuyla
incelendiginde, L81’e 1ilaveten trioleinin inflizyonu sonrasinda endoplazmik
retikulumun sisternasinda ¢ok sayida biiyiik lipid damlaciklarinin gozlendigini ortaya
koymaktadir. Bazi ozmofilik lipid damlaciklarinmn 15,000 A” bityiikliiginde oldugu
ve golgi sisternast silomikron biiyiikliglindeki partikiilerden yoksun oldugu
bildirilmistir. Bu morfolojik c¢alisma intestinal VLDL ve silomikronun Golgi
kompleksinde olusmalarma ragmen, paketlenmelerinde farklilik oldugunu

gostermektedir (29).

; /(:;éj PRE-SILOMIKRONLAR
S,

GOLGI KOEENLI VEZIKULLER

e
(S35CS]
< \ @522 S PRE-VLDL
SO

Sekil 2.5. Intestinal VLDL’in ve silomikronun sekresyonu ve paketlenmesi
(29).

Bu figiir golgi tiirevli vezikiillerin ya pre-silomikron ya da pre-VLDL icerdigini resmeder. Bu
vezikiiller i¢erisinde pre-VLDL ve pre-silomikron partikiillerinin ¢ok az bir karisimini da igerir (29).

2.5. Ateroskleroz

Lipid metabolizmas1 aterosklerozun teshis ve tedavisinde son derece
onemlidir. Aterosklerotik lezyon gelisiminin ilk basamagi, makrofajlarda biiytik lipid
damlaciklarinin birikmesi sonrasinda kopiik hiicrelerinin olugmasidir. Aterosklerozun

olusumunda serum lipoproteinlerinin metabolizmasinin  bozuklugunun 6nemi



24

biliytiktiir. Total serum kolesterol seviyesi ateroskleroz olusumu riskinin
degerlendirilmesinde 6nemli bilgi vermesine ragmen son yillarda HDL-kolesteroliin
yiikselmesinin ateroskleroz riski ile ters orantili oldugu bilinmektedir. Bunu tersine
silomikron, IDL ve LDL’nin bozulmus katabolizmasi ve ateroskleroz arasinda pozitif

bir korelasyon vardir (1).

Besinsel kaynakli TAG, kolesterol ve fosfolipdler bagirsakta sindirilip,
emildikten sonra silomikron olarak sistemik dolasima verilirler. Bagirsak mukoza
hiicrelerinin diiz ER’unda yeniden sentezlenen lipidler ile graniilli ER’unda
sentezlenen B-48, A-1 ve A-1V, birlestirilerek golgide paketlendikten sonra
silomikron Onciisii halinde lenfatik sisteme oradanda dolasima aktarilmaktadir.
Silomikronlar daha sonra lipoprotein lipaz etkisiyle TAG’lerinin bir kismini
kaybederek silomikron remnant haline gelirler. Remnantlar ilgili reseptorlerce taninir
ve karaciger tarafindan uzaklastirilirlar. Ancak herhangi bir nedenden dolay:
karaciger tarafindan alinamama durumunda arter duvarlarinda birikir ve aterosklerozise

neden olurlar (8).

Lipoprotein taneciginin kiiresel yapisindan, dis kisminda lipid ve proteinler
arasindaki hidrofilik iligkiler, c¢ekirdege yakin bolgesinde ise hidrofobik iligkiler
sorumludur (30). Hidrofobisite lipid agregatlarinin olusmuna yol agan bir 6zelliktir

(31). Agregasyon, aterosklerozisin altinda yatan en 6nemli nedenlerden biridir.

Besinlerle alinan lipidlerin yag asidi kompozisyonlarindaki farkliliklar onlarin
hidrofobisitesini etkiler. Bu durum yaglarin ateroskleroz iizerindeki etkilerinin de

farkli olmasina neden olmaktadir (5,6).

2.6. Misel Yapilar ve Hidrofobik Etki

Amfipatik molekiiller hem polar hem de nonpolar gruplar tasiyan
molekiillerdir. Bu karisik molekiiller hem su faz1 hem de nonpolar faz icin ¢ekicilige
sahiptir. Bu molekiiller diisiik konsantrasyonda suda ¢oziiniirler. Bununla beraber
herhangi bir kritik konsantrasyonda, ¢oziiniirliik sinirma ulagirlar ve misel yapilari
icinde agrege olmaya baslarlar Miselin yiizeyi polar bas gruplarindan olusur ve suda
¢oziiliir. I¢ kistmda ise hidrofobik kuyruk kismi bulunur. Misel olusumu sayesinde

hidrofobik kistm su fazinin  disina ¢ikar. Dislik amfipatik  stirfaktan
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konsantrasyonunda, molekiiller rastgele dagilir. Kritik misel konsantrasyonunun
(KMK) altinda amfifilik molekiiller, monomer misel olusturmak i¢in agrege olacaktir

ki bu konsantrasyona KMK denmektedir (32).

Kendiliginden misel olusumu iki faktor icerir. Ilki, hidrofobik etki, molekiiliin
nonpolar kisminin sudan ayrilmasma ve yapinmn i¢inde tek basmna kalmasina sebep
olur. Ikincisi, bas gruplar arasindaki iliski, molekiillerin ne kadar yakindan

paketlenebildigini belirler (32).

Miseller ve bilayerlerdeki amfifilik molekiilleri bir arada tutan giicler
kovalent veya iyonik baglar degildir, daha zayif van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimlerdir. Bu yiizden vezikiil veya miseldeki
akiioz stispansiyonu igindeki elektrolit konsantrasyonu ve pH gibi soliisyon sartlar1
degisirse bu durum, sadece agregatlar arasindaki etkilesimi degil ayn1 zamanda her
bir agregat icindeki intermolekiiler giicleri etkileyecektir ve boylece kendi yapilarinin

sekil ve biiyiikliiklerini belirleyeceklerdir (32).

2.7. Silomikronlarin Yag Asidi Kompozisyonlart ve Yag Asitlerinin
Birbilerine Doniisiimii

Besinlerle alman yag asitleri silomikronlarin yag asidi kompozisyonlarmi
belirleyen en Onemli faktordiir Bununla birlikte silomikronlarin yag asidi
kompozisyonlarinin bir kismi endojen bir kismu da eksojen kaynaklardan etkilenir.
Bir kisim yag asitlerinin entorsitlerde birbirlerine doniisiimii de miimkiindir.

Esansiyel tekli doymamis yag asitleri ele alindigindiginda karaciger dahil bir
cok doku bu yag asitlerinin doymus yag asitlerinden sentes edilmesinden
sorumludur. Doymus bir yag asitine eklenilen ilk ¢ift bag hemen hemen diama A’
konumundadir. Endoplazmik retikulumdaki bir enzim sistemi olan A’ desaturaz
(Sekil 2.6) palmitoil KoA veya stearoil KoA’nin sirasiyla palmitoleil veya oleil
KoA’ya doniisiimiinii katalizleyebilir (33).



Stearoil — KoA

Oleoil — KoA

O, + NADH + H*

Cyt b,

NADY+ 2H,0

Sekil 2.6. Stearik asidin oleik aside doniisiimii (33).
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Tekli doymamis yag asitlerine eklenilen c¢ift baglar bakteriler disinda

birbirlerinden daima bir metilen grubu ile ayrilirlar. Hayvanlarda ek cift baglarin

tiimii , var olan ¢ift bag ile karboksil grubu arasina eklenirken, bitkiler bunlar1 var

olan ¢ift bag ile ® karbonu arasma da yerlestirebilir. Yani hayvanlar bir A’

desaturaza sahip olduklarindan zincir uzatma ve doymamis hale gelmeyi esleyerek

doymamis yag asitlerinin @9 ailesini tiimiiyle sentez edebilir (Sekil 2.7) (33).
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Sekil 2.7. Yag asitlerinin birbirine dontistimii (33).
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Tim diinyada ve Tirk toplumunda koroner kalp hastaligi 6nemli bir saglik
sorunu ve baslica 6liim nedenlerinden biridir. Koroner kalp hastaligimin en 6nemli
sebebi de aterosklerozdur. Kandaki lipoprotein miktar1 ve bu lipoproteinlerin
kompozisyonu ateroskleroz olusumuna neden olan en Onemli etkenlerden biridir.
Lipoprotein hidrofobisitesi ise lipoproteinin aterosklerotik o6zelligini belirleyen
unsurlardan biridir ve besinlerle alman lipid kompozisyonu ile ilgisi net degildir.
Lipoproteinlerin (LDL) lipid ve protein komponentlerindeki degisimlerin
agregasyona neden oldugu ve bunun aterojenezin patojenezinde Onemli bir
mekanizma oldugu bilinmesine ragmen besinlerle almnan yaglarin lipoprotein
partikiiliiniin hidrofobik 6zelligini nasil degistirdigi heniiz aydmlatilmamistir. Bu
konuda yapilan c¢alismalar daha c¢ok LDL partikiilii iizerine yogunlagmistir.
Besinlerle alman lipidlerin, lipoprotein hidrofobisitesine etkisinin LDL {izerinde
direk olarak tespit edilmesi miimkiin degildir. Ciinkii LDL, VLDL’in bir hidroliz
irliniidiir ve olusumu sirasinda enzimatik ve/veya kimyasal degisime maruz
kalmaktadir. Oysa torasik lenf intestinal VLDL partikiilleri direk olarak besinsel
yaglardan sentezlenmekte ve daha sirkiileasyona dahil olup degisime ugramadan
orjinal yapismin arastirilabilmesi miimkiin olmaktadir. Dolayisiyla bu g¢aligmada
alman besinsel lipidlerin lipoprotein partikiiliiniin hidrofobik 6zelligi lizerindeki
direk etkisi ortaya konulmaya g¢alisilmistir. Lipoproteinlerin hidrofobik ozellikleri
ateroskleroz patogenezisinde Onemli bir etken oldugundan alman yaglarin
postprandial lipemi ve neticesinde ateroskleroz yoniinden degerlendirilmesi bu
calisma ile miimkiin olmustur. Her ne kadar besinsel yaglarm doymusluk-
doymamislik oranlariyla ateroskleroz arasindaki baglantiya dair ¢esitli ¢alismalar
mevcutsa da direk olarak alinan yaglarla lipoproteinlerin biyofiziksel (hidrofobisite)
ozellikleri arasindaki baglantiya bu ¢alisma sonrasinda 1sik tutulacaktir. Bu ¢calisma
aterosklerozun Onlenmesinde yag secimiyle ilgili bilgiler saglayacaktwr. Ayrica
aterosklerozun Onlenmesinde etkisi olabilecek c¢esitli gida katki maddelerinin
(nutraceuticals) intestinal VLDL’in hidrofobik 6zelliklerini degistirip degistirmedigi

konusunda yapilacak ¢aligmalara temel teskil edecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ratlarin Temini
Bu calisma, Indnii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi, Deneysel
Aragtirmalar Birimi’nde, Indnii Universitesi Hayvan Etigi Komitesi tarafindan

ongoriilen kurallara uygun olarak yapildi (34). Calismada kullanilan 70 adet Sprague

Dawley rat, indnii Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nden temin edildi.
3.2. Ratlarin Muhafaza Kosullan

Ratlar, % 59,8 rh nem ve 20,4 °C sicaklik kosullar1 altinda 12 saat aydinlhik
ve 12 saat karanlikta muhafaza edildi. Ratlara pellet yem ad libitum verildi. Ad

libitum yem kompozisyonu asagidaki gibidir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Ratlarin yem kompozisyonu

Yem icerigi En Cok veya En Az Agirhikea yiizde (w/w)
Su En ¢ok %12
Ham Protein Enaz %24
Ham Seliiloz En ¢ok %7
Ham Kiil En ¢ok %8
HCI’de Coziinmeyen Kiil En ¢ok %2.0
NaCl En ¢ok %1.0
Kalsiyum En az- En ¢ok %1.0-2.8
Fosfor En az %0,9
Sodyum En az- En ¢ok %0,5-0,7
Metabolik Enerji (Kcal/Kg) (En az) 2.650

Pellet yem hazirlanmasinda kullanilan maddeler: Misir, bugday, soya kiispesi, findik
kiispesi, melas mayasi, ayg¢igegi tohumu kiispesi, pamuk tohumu kiispesi, misir
proteini, rasmol, et-kemik unu, balik unu, kan unu, dikalsiyum fosfat (D.C.P.) tuz,
mermer tozu, melas, tapiyoka, sorgum, kolza kiispesi, sentetik lisin, sentetik

methionin, premiksler, kepek, siit tozu.
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3.3. Yaglarin Hazirlanmasi ve Verilmesi

Yaglar ratlara verilmeden once her yaga (10 Ul a-tokoferol asetat/ImL yag) E
vitamini (Alfa Tokoferol Asetat-Aksu Farma Tibbi Uriinler Mejar Ila¢ San. A.S.-
Istanbul, Tiirkiye) eklendi. O giin ¢alisilacak olan E vitamini iceren 1,5 mL yag

ratlara gavaj yolu ile verildi (15).

3.4. Ratlarin Hazirlanmasi ve Anestezisi

Kaniile edilmek iizere 3 rat (250-300gr) diger ratlardan ayr1 kafese konuldu.
Kaniile edilecek olan ratlarin sadece su igcmelerine izin verilerek alt1 saat siireyle ag
birakildi. Kaniilasyondan bir saat 6nce rata serum fizyolojik (%0,9 NaCl — izotonik)
ile 1:10 diliie edilmis olan atropin (8-metil-8-azabisiklo[3.2.1]okt-3-il) 3-hydroksi-2-
fenil-propanoat; 0,004 mg/ 100 gr) intraperitonel olarak enjekte edildi. 10 dakika
sonra 90 mg/kg dozda ketamin (Ketalar, Pfizer Ilaclar1 Limited Sirketi, Istanbul,
Tirkiye) ve 6 mg/kg dozda ksilazin (Rompun, Bayer Tiirk Kimya Sanayi Limited
Sirketi, Istanbul, Tiirkiye) tek enjektdre cekildi intraperitonel olarak rata enjekte
edildi (34).

3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Her birinde 3-5 tane rat bulunan 6 deneysel grup olusturuldu. Bunlar; AY =
aycicegi yagi verilen grup, ZY = zeytin yag1 verilen grup, PLM= palm yag1 verien
grup, TRY= tereyagi verilen grup, MRG= margarin yag1 verilen grup, BLK= balik
yag1 verilen grup. Calismada toplam olarak 23 tane rat kullanildi. Yag verilmeden
torasik lenf sivis1 goriiniir olmadig1 i¢in kaniilasyon islemi miimkiin olmamaktadir.
Bu nedenle kontrol grubu kullanilmadi. Gruplar birbirleri ile karsilastirildi.
Calismada kullanilan ratlarn bir kismi torasik lenf kaniilasyonunu o6grenmek
amaciyla yapilan pratik calismalarinda, bir kismi torasik lenf kaniilasyonu sirasinda
solunum durmasi sebebiyle, diger bir kism1 operasyon sonrasinda kaybedildi. Kaniile

edilen ratlar, yaklasik 18-20 saat sonra servikal dislokasyonla 6tenazi edildi.
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Sekil 3.1. Ratlarin genel karin boslugu anatomisi (35).

3.6. Torasik Lenf Kaniilasyonu ve Lenf Sivisinin Toplanmasi

Anesteziye giren hayvanin refleksleri kontrol edildikten ve dili disariya
alimdiktan sonra sternum alt ucundan son kostaya paralel olacak sekilde vertebraya
dogru insiizyon ile deri, karin duvar1 ve periton agilarak batin i¢ine girildi. Karmn
organlar1 disartya alindi. Diyaframa yaklasik 1-1,5 cm mesafede torasik lenf kanali
abdominal aorttan miimkiin oldugu kadar ayrildi, c¢evresindeki dokulardan
temizlendi. Torasik lenf kanali etrafina bir iplik (usp-4/0 atravmatik) gecirildi, lenf
kanali lizerine iridektomi makasi ile kiiciik bir kesit acildi. Kaniil (silikon tiibing-i¢
cap1 0,3 mm, dis ¢ap1 0,64 mm) kanal igerisine yerlestirildikten sonra gecirilen iple
ligatiire edildi. Kaniil, karin icinde baska bir noktaya ve karm boslugundan ¢iktig1
noktaya da dikis ile tutturulup sabitlendi. Karmn duvari schmieden dikisle, deri ise

basit ayr1 dikisle dikilerek batin kapatildi (4). ( Sekil 3.1), (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Torasik lenf kaniilasyonu sematik gosterim

Operasyon siiresince karin organlar1 viicut sicakligindaki serum fizyolojik ve
% 5’lik dekstroz soliisyonu ile 1slatildi. Kaniile edilen rat dnceden hazirlanmis olan
hareketlerini smirlandiran 6zel bir kafese yerlestirildi. Ratin torasik kanalina
yerlestirilen kaniiliin diger ucu kafesteki bosluktan gecirilerek bir deney tiipiline
parafilmle sabitlendi. Bu deney tiiptine 0,05 mg/ml ampicilin, Immol/l NaEDTA ve
%0,05 Na-Azid eklendi. Rat bu sekilde 1 gece bekletildikten sonra servikal
dislokasyon 6tenazi uygulandi. Lenf sivist analizler i¢in toplandi (27,36). Her yag

icin en az {i¢ torasik lenf kantilasyonu yapildi

3.7. Intestinal VLDL’in Lenf Sivisindan izolasyonu

Ultrasantrifij tiipleri [Beckman (25x86 mm, toplam hacmi 36,2 mL) Optiseal

Polyallomer ultrasantrifiij tiipleri Cat No: 362183 (Beckman Instruments Inc. Spinco
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Division, California, ABD. )] i¢inde dansite ¢ozeltisi (%0,05 Na-EDTA ve %0,02
Na-Azid iceren % 0,85’lik NaCl ¢ozeltisi) bulunan bir enjektdriin uzun uglu ignesi
ile hava kabarcig1 kalmadan tiipiin en alt kismindan itibaren en iistiine kadar yavasca
cikilarak dolduruldu. Ekiivyon g¢ubuguyla karstirilarak toplanan lenf sivisindan
fibrinler uzaklastirildi. Dansite ¢6zeltisi ile agzina kadar doldurulan ultrasantrifiij
tiiplerinin dibine, lenf sivisindan birer mL cekilip tiiplerin en altma dagitilmadan
yavasca tabaka yapildi. Tiipler ultrasantrifiije (Beckman Coulter, Optimal L-90 K
Ultrasantrifuge Class S, California, ABD) yerlestirildi. 5x10° gmin’ de 17 dk 20
%C’de santrifiij edildi. Bu sekilde 300 nm ve 300 nm’den daha bityiik silomikronlar
santrifiij sonrasi tiipiin iist 1,5 cm’lik kisimda toplandi. Silomikronu tiiplerden
ayirdiktan sonra, geride kalan (lenf sivis1 ve dansite soliisyonu karigimi) sivi, kiigiik
bir deney tiipiine bosaltildi. igerisine yogunlugu artirmak i¢in bir spatiil ucu ile tuz
eklenip karistirildi. Yeni ultrasantrifiij tiipleri alinip bunlar da dansite ¢ozeltisi ile
dolduruldu. Deney tiiplerindeki tuz ile karistirilan sivi, dansite c¢ozeltisi ile dolu
ultrasantrifiij tiiplerine tabaka olusturulacak sekilde dolduruldu. Bu yeni hazirlanmig
olan tiipler 1x10” gmin’ de 20 °C’de 6 saat santrifiij edildi. Boylece santrifiij sonunda
tiiplerin {ist kisminda biriken 75 nm ve daha kiigiik intestinal VLDL toplandi. Bu
sekilde elde edilen intestinal VLDL’in bir kismina agregasyon testleri, bir kismina
elektroforez ve diger kismina ise diisiik basingli hidrofobik interaksiyon
kromatografisi yapildi. Geriye kalan intestinal VLDL numunesi ise protein,
fosfolipid, trigliserid ve kolesterol miktar tayinleri igin -70 °C’de dondurucuda

(HERAfreeze/HERAEUS) sakland1 (19,20,27).

3.8. Intestinal VLDL’in Hidrofobik Interaksiyon Kromatografisi ile

Analizleri

3.8.1.Prensibi: Hidrofobik interaksiyon kromatografisi (HIK), proteinleri
hidrofobik yiizeylerindeki farkliliklara gore ayrir. Bunu kolondaki HiK sabit fazinin
(biitil sefaroz) hidrofobik yiizeyi ve proteinler arasindaki tersinir hidrofobik
etkilesimden faydalanarak yapmaktadir. Hidrofobik maddeler su ile etkilesince su
molekiilleri bu hidrofobik maddelerin ylizeyini 1slatamaz, bu molekiillerin
ylizeylerini bir kabuk olusturacak sekilde kaplar. Hidrofobik maddeler, etraflarini

saran bu su molekiilii tabakasindan ayrilarak toplam alanlarin1 azaltmak i¢in bir araya
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gelmeye zorlanirlar. Yani lipoproteinlerin hidrofobik kisimlar1 ile kolondaki sabit
fazinm hidrofobik kisimlar1 bir araya gelir ve aradan su molekiilleri ayrilir. (Sekil
3.3). Bdylece entropi artar. Proteinleri ve hidrofobik ligandlar1 c¢evreleyen su
molekiillerinin yer degistirmesi, sistemin serbest enerjisinde meydana gelen negatif
bir degisimin sonucu olarak entropiyi arttirir. Bu da hidrofobik ligand protein
etkilesiminin, termodinamik olarak uygun oldugunun gostergesidir (37). HIK Sekil

3.4’te sematize edilmistir.

- yluzeyler

e B I W Dizenl su
Rt L i_mcﬂeldiﬂeﬂ

| _1-.\\_ _rf_ = 3 ‘i‘:,r'"_

: ~ - Daha az diizenl

. -—__,_a-_--;x_?("' su molelkiilleri

Sekil 3.3. Hidrofobik interaksiyon kromatografisinde, hidrofobik yiizey (HIK
sabit faz1) ile proteinler arasindaki hidrofobik etkilesim (37).

3.8.2. Kolonun Hazirlanmasi

Kolon 6nce distile su ile daha sonra da % 20’lik etil alkol birka¢ defa yikandi.
Buzdolabinda (+4 °C) bekletilmis olan biitil serpharose (sabit faz) ¢dzeltisinin oda
1s1sma gelmesi beklenildikten sonra iginde bulundugu sise yavasga alt iist edilerek
homojen hale gelmesi saglandi. Biitil sefaroz bir baget yardimiyla kolona yavasaca
bosaltildi. Kolona akmasini kolaylastirmak i¢in bir kisim biitil sefaroz % 20’lik etil
alkol ile sulandirilarak yavasca kolona bosatildi. Kolonun flow adaptori takildi ve
mandali yardimiyla kolon igerisine sabitlendi. Kolonun muslugu agildi. Biiyiik bir
enjektor (60 mL), flow adaptdriin diger iist ucuna takildi ve enjektoriin i¢cindeki hava

kolona birkag¢ defa tatbik edilerek biitil sepharosun tanecikleri arasinda hi¢bir bosluk
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kalmamasi saglandi. Kolon icerisinde sabit faz bulunurken bu sekilde 2-2,5 saat
bekletildi. Sabit fazin tanecikleri arasindaki tiim hava bosluklar1 bu sekilde dolduktan
sonra kolon sisteme baglandi. 20 cm uzunlugundaki kolon yaklagik olarak 16-17 cm
sabit faz ile dolduruldu. Once 2 saat su ile yikand1. Daha sonra 30 dk % 0,1 Triton X-
100 ((p-(1,1,3,3-tetrametilbiiti) fenil poli(etilen glikol)), ile 2 saat % 0,0125 Triton X-
100 ile dengelendikten sonra akis hiz1 0,8 mL/dk’ya ayarlandi. Numune tatbik edildi.
Kromatografi islemi sona erdiginde kolon her defasinda 20 dk distile su, 20 dk da
%20 etil alkol ile yikandi, flow adaptor ¢ikarildi. Kolonun agzi parafilmle kapatilds,
kolon buzdolabma (+4 °C) konuldu (Sekil 3.4). (37).

3.8.3. Numunenin Uygulanmasi

0,75 mL intestinal VLDL numunesi sisteme enjekte edildi. Pik geldigi
dk’larda fraksiyonlar deney tiiplerine toplandi. Diger analizler i¢in derin donduruda

saklandi. Ayni islemler her yag icin tekrarland1.
3.8.4. Pik Alanlarinin Hesaplanmasi

Pik Alani: Kromatografide tutulan madde miktarmin kantitatif 6l¢iisiidiir. Pik
alani, pik yiiksekligi ve bu yiiksekligin yarisindan itibaren tabana paralel ¢izilen

¢izginin uzunlugunun ¢arpimi sonucunda hesaplandi (38).
3.8.5. Kapasite Faktoriiniin Hesaplanmasi:

Kapasite Faktorii (k) : Kolonda analitin go¢ hizlarmin tanimlanmasinda

kullanilan en yaygin parametredir ve void voliimiin ka¢ kat1 hacimde pik geldiginin

de bir ifadesidir (38).
kA =— (3.1)

k* = kapasite faktorii, t*=Retensiyon zamani,

M

t" =Void voliim (kolon tarafindan tutulmayan fraksiyonun) retensiyon

zamani (kaynak)
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Alikonma (retention) Zamani: Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak
maddeye ait bilesenlerin, sabit faz ile etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha
dogrusu yavaslatilmas1 ve boylece daha ge¢ olarak sabit fazi terk etmesi olayidir.

Tutulma zamani olarak da ifade edilir (39).

Olii Hacim (Void Volum) : Kolon tarafindan tutulmayan madde miktarmin

kantitatif 6l¢iisiidiir (39).

(Kolonun Cap:)?.m.0,7.Hidrofobik Sabit Fazin Uzunlugu

Void Volume = (3.2)
4000
Enjektar
(Numune) —
EIj Eolon girigi
F

Kontrol Panel

T
. LEE Nt H

Sekil 3.4. Hidrofobik Interaksiyon Kromatografisi sematik gdsterimi
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3.9. intestinal VLDL’in Elektroforetik Analizleri

Elektroforez, elektriksel bir alanin etkisi altinda likid bir ortamda yiiklii soliit
veya partikiillerin gociidiir. Belirli bir pH’da ve belirli bir elektrik alaninda ytklii
taneciklerin farkli hizlarda yiiriiyerek ayrilmalar1 teknigine dayanir. Elektroforez
yonteminde ortamin pH’s1; tampon ¢6zelti ile, elektrik alan1 ise dogru akim veren bir
glic kaynagindan saglanir. Elektroforezde katedilen mesafe, net yiik ile dogru,

molekiil biiyiikliigii ve elektroforetik ortamin viskozitesi ile ters orantilidir (40).

P - 3 Jel dokiilen hazne

Otoklav bandi m

Numune tatbik Tarak
edilen kuyucuk

UElektrolit

Sekil 3.5. Elektroforez islemi aparatlar1 ve sematik gosterimi (41).

3.9.1.Agaroz Jel Elektroforezi

OH OH o
O
H
HO ©
(2]

OH

Sekil 3.6. Agarozun kimyasal yapis1
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Agar, kirmiz1 bir alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen bir polisakkarittir.
Saf agaroz toz bi¢imindedir, oda sicakliginda suda ya da tampon igerisinde
coziinmez. Ancak sicak suda ¢Oziiniir ve sogutuldugu zaman polimerde karsilikli
hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist olusur. Agaroz jellerde olusan bantlar
dagilmaya meyilli oldugu i¢in ¢oziiniirliigii smirhdir. Agaroz jel kuru toz halindeki
agarozun sivl bir tampon i¢ine konmasi ve sonra karisimin agaroz berrak bir
cozeltiye doniisiinceye kadar kaynatilmasiyla olusur. Daha sonra bu c¢ozelti jel
tepsisine dokiiliir ve katilasincaya kadar sogutulur. Katilastiktan sonra yogunlugu
agaroz konsantrasyonuyla belirlenen bir matriks olusur. Agaroz jel elektroforezi,

molekiilleri partikiil biiylikliigiline ve yliklerine gore ayirmaktadir (42).

3.9.1.1. Kullanilan Ayraclar

%0.,9’luk Agaroz jel : 1,62 gr agaroz (sigma) 100 mL distile suda ¢oziilerek

% 0,9’luk agaroz jel hazrrlandi. Manyetik karitiricinin 1sitici kisminda 3 defa
kaynatildi. Sonra 5-10 dk oda 1sisinda sogumaya birakildi. 17 cm — 25 cm
boyutlarinda 2,5 cm derinligindeki jel dokme tinitesine dokiildii (43).

180 mLL TBEx1 (pH:8.0) : 121,10 mg tris base, 55,55 mg borik asit, 3,80 mg
EDTA karistirild;, hacmi distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Bu TBEx10
cozeltisinden 200 mL almip distile su ile 2000 mL’ye tamamlandi (43).

Tespit Cozeltisi : 70 mL etanol, distile su ile 100 mL’ye seyreltilerek %70’1ik

etanol v/v hazirlandi. 5 mL asetik asit hazirlanmis olan %70’lik etanol ile 100 mL’ye

v/v seyreltildi (43).

Boyama Cozeltisi : 60 mL etanol, distile su ile 100 mL’ye seyreltilerek

%60’lik v/v etanol hazirlandi. Daha sonra i¢inde 0,4 gr oil red O ¢oziildii (43).

Boyadan Arindirma Cozeltisi : 10 mL asetik asit, distile su ile 100 mL’ye

seyreltilerek %10’luk asetik asit v/v ¢ozeltisi hazirlandi (43).

Koruma Cozeltisi : 5 mL asetik asit, distile su ile 100 mL’ye seyreltilerek

%»5’lik asetik asit v/v ¢6zeltisi hazirlandi. (43).
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3.9.1.2. Jellerin Hazirlanmasi ve Numunenin Uygulanmasi:

Boya ¢ozeltist hazirlanip diger islemler yapilincaya kadar manyetik
karistiricida karistirilarak ve 1sitilarak 4 saat siiresince ¢éziinmeye birakildi. 9%0.9’luk
180 mL agaroz jel hazirlandi. Elektroforez haznesine dokiildii. Numune
kuyucuklarmin olusturulmasi i¢in jel dokme iinitesine 10 mm - 1 mm boyutlarindaki
tarak yerlestirildi. Otoklav bandi ile jel dokme {initesinin etrafi bantlandi. Daha sonra
stre¢ filmle saritlip (jelin kurumasini Onlemek i¢in) buzdolabmna (+4 0C)
(polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in) konuldu. Ertesi giin dolaptan c¢ikarilip

kuyucuklara numune tatbiki yapildi (43).

3.9.1.3. Elektroforezin Yapihsi:

Jel dokme {initesinden tarak ¢ikartildi. Elektroforez tanki 1600 mL TBE ile
dolduruldu. Jelin etrafindaki otoklav bandi ¢ikartildi. Jel tanka yerlestirildi. Pipetle
30-50 pL hacimdeki numune, kuyucuklar igerisine bir pipetle yerlestirildi. Agzi
kapatilip ¢alistirildi. 130 V’ta 2 saat elektroforeze tabi tutulan jel, %70’lik etanolde
hazirlanmis %5°lik asetik asit (tespit) c¢ozeltisine konuldu. 90 °C’de 40 dk bu
soliisyonda bekletilen jel daha sonra oil red O boya ¢ozeltisine birakildi. 50 °C’de 24
saat bu c¢ozeltide bekletildi. Jel ertesi giin 1 saat i¢in boyadan armdirma ¢ozeltisine

konuldu. Sonra koruma ¢6zeltisine birakildi (43).
3.10. intestinal VLDL’in Tiirbidite Analizleri

Intestinal VLDL, agregasyon analizi i¢in vortexlendiler. Her yaga ait
intestinal VLDL (750 pL-distile su ile diliie edilmis) 1’er dk vortekslenerek 400 nm

de absorbanslar1 okundu.

Oncelikle toplam 14 dk boyunca okuma yapild. Her 1 dk vortekslenme

sonras1 absorbanslar1 okundu.
3.10.1. Sogugun Intestinal VLDL Agregasyonu Uzerine Etkisi

intestinal VLDL, +4 °C’de ve buzlukta 1 gece bekletilip ertesi giin oda
sicakligina geldikten sonra 1’er dk araliklarla vortekslendi 400 nm de absorbanslar1

okundu.
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3.10.2. Farkh Yaglar Verilerek Elde Edilen intestinal VLDL’in Misel
Yapilarinin, Misel Yapisina Etki Eden Faktorler Acisindan Karsilastirilmasi

Miselin yiizeyi polar bas gruplardan olusur ve suda ¢oziiliir. I¢ kisimda ise
hidrofobik kuyruk kismi bulunur. Misel olusumu sirasinda hidrofobik kisim su
fazinin disma ¢ikar. Diisiik amphifilik surfaktan konsantrasyonunda, molekiiller
rastgele dagilir. Bu yapiya misel denir (44). Calismada degerlendirilen, misel

yapisina etki eden faktorler: a) tuz eklenmesi b) sulandirma c) asit-baz eklenmesi

Intestinal VLDL, iizerine 58,5 mg/mL NaCl eklenildikten sonra 1’er dk

araliklarla vortekslenerek 400 nm de absorbanslart okundu.

Intestinal VLDL, 1/3, 1/5 ve 1/7 sulandirildiktan sonra vortekslenerek

absorbanslar1 okundu.

Ayrica sulandirilmis 2mL intestinal VLDL numunesi iizerine 250 pL su
eklenip vortekslenerek okundu. Su ile yapilan bu analiz ayni1 miktar asit ve baz ile de

yapilarak absorbanslar1 okundu.

3.10.3. intestinal VLDL’in Jel Filtrasyon (Size Exclusion) Kromatografisi

ile Analizleri

Prensip: Karisimdaki molekiillerin, molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilmasi
esasina dayanir. Kolon, jel boncuklar (belli biiyiikliige sahip ve karisimdaki
bilesenlerle etkilesmeyen bir madde) ile doldurulur. Biyomolekiil karigimini igeren
tampon, kolondan gecirilir. Kii¢iik molekiiller, jel boncuklar arasindaki bosluklara
girer, bu nedenle kolondan ge¢ ¢ikarlar. Biiylik molekiiller ise jel boncuklar
arasindaki bosluklara giremez bu sebeple kolondan hizli bir bi¢imde siiriiklenerek

once cikarlar.

Numunedeki molekiiller boyutlarina gore ayirilmaktadir. Bu islem i¢in ¢ok
degisik por caplar1 igeren dolgu maddesiyle doldurulmus kolonlar kullanilmaktadir.
Boylece degisik caplardaki porlar birer elek gibi davranarak maddeleri boyut-
caplarina gore alikoymaktadir (45).



40

Jel honcuk u‘.lai::-m;

kilciik
molekiiller

bilvilk
molekiiller

el i
boncuklar

Sekil 3.7. Jel Filtrasyon (Size Exclusion) Kromatografisinde molekiillerin
ayrilmasi (46).

Sefaroz CL-4B: Sefaroz 4B, dayanikli eter baglar1 (O-eter) araciligiyla biitil
ve oktil ligand c¢iftleriyle % 4 agaroza ¢apraz baghdir. Bu sabit fazin porlar1 sefaroz

CL-2B’nin porlarindan kiiciik ancak sefaroz CL-6B’nin porlarindan biiytktiir (37).

Sefaroz CL-6B: Sefaroz 6B, dayanikli eter baglar1 (O-eter ya da S-eter)
aracilifiyla biitil ve oktil ligand ciftleriyle % 6 agaroza capraz baghdir. Bu sabit
fazinporlar1 sefaroz CL-2B ve sefaroz CL-4B’nin porlarindan kiictiktiir (37).

Bu kromatografi i¢in tek bir yagin yeterli miktarda intestinal VLDL’1
olmadig1 i¢in aycicek yagi ve palm yagindan elde edilen silomikronlar karistirilarak
bir havuz olusturuldu ve analiz edildi. Bu karisimmdan 0,75 mL lik {i¢ hacim
ayrilarak jel filtrasyon kromatografisi seferasyonu yapildi. Ik seferasyonda kolona
medium olarak sefaroz CL-4B dolduruldu, mobil faz olarak fosfat tamponu, ikinci
sepharasyonda medium olarak sefaroz CL-6B mobil faz olarak % 0,0125 Triton X-
100, ticlincti sepharasyonda ise medium olarak sefaroz CL-6B ve mobil faz olarak
fosfat tamponu kullanildi. Her ii¢ analiz i¢in akis hiz1 0,5 mL/dk ayarlandi ve 0,75
mL intestinal VLDL (AYIV+PLMIV karisimi) sisteme enjekte edildi.
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3.11. Lipid ve Protein Analizleri
3.11.1. Triacilgliserol Miktar Tayini

Numune trigliserid diizeyinin O6l¢limii, bir seri reaksiyon iceren enzimatik
kolorimetrik metod ile kit ( Biolabo Reagents - Trigliserides GPO Method, Version:
AT 80019 20 06 2007, 02160, Maizy, France) kullanilarak gerceklestirildi.
Numundeki trigliserid lipaz tarafindan gliserol ve yag asitlerine hidroliz edilir. Daha
sonra gliserol, gliserol kinaz (GK) tarafindan kataliz edilen bir reaksiyonla,
adenozin-5-trifosfat (ATP) tarafindan gliserol-3-fosfata ve adenozin-5-difosfata
(ADP) fosforile edilir. Gliserol-3-fosfat daha sonra gliserol fosfat oksidaz (GPO)
tarafindan dihidroksiaseton fosfata ve hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Daha sonra
hidrojen peroksit, peroksidaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla kirmizi renkli
kinon boyasi elde etmek {izere 4-amino-antiprin (PAP) varliginda, 4-aminofenazon
(4-AP) ve 4-klorofenol ile reaksiyona girer. Olusan pembe rengin yogunlugu 500
nm’de okundugunda numune igerisindeki triagilgliserol konsantrasyonu ile dogru

orantilidir (47).
oo .o Lipaz I
Trigliseridler —— Gliserol + Serbest Yag Asitleri

GK
Gliserol + ATP <——= Gliserol-3-Fosfat + ADP

GPO
Gliserol-3-fosfat + O, = Dihidroksiaseton fosfat + H,O,

POD
H,0,+4-aminofenazon+4- kolorofenol + PAP <———= Kinonimin (pembe) + H,O

3.11.1.1. Kullamlan Ayiraclar:

Tampon 1: PIPES, magnezyum klorid, kloro-4-fenol, prezervatif karigimi
(47).

Tampon 2: Lipaz, peroksidaz (POD), gliserol-3-fosfat-oksidaz (GPO),
gliserol kinaz (GK), 4-amino-antiprin (PAP), Adenozin trifosfat Na (ATP) karisimi
(47).
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Standart Cozeltileri : 200 mg/dl konsantrasyondaki trigliserid stok-standart

cozeltisinden 50, 100, 200, 400 , 600 , 800 pg/ml konsantrasyonda c¢ozeltiler
hazirlandi. (47).

3.11.1.2 Deneyin Yapilsi:

Test tiiplerine 10 pL siipernatant, kor tiipiine 10 pL distile su ve standart
tiiptine de 10 puL standart soliisyonu konuldu. Tiim tiiplere 1 mL reagent soliisyonu
eklendi. 10 dk sonra 500 nm’de spektrofotometrede kore karsi sifirlanarak okuma

yapildi. Elde edilen verilerden kalibrasyon grafigi hazirland1 (Sekil 3.11.1.) (47)

0,6 -
y = 0,0009x + 0,0035
0,5 R2=0,9993

0,4 -

0,2 -

Absorbans (Aq,)
o
w

0,1 -

0 200 400 600 800

TAG (pg/ml)

Sekil 3.8. Triacilgliserol kalibrasyon grafigi

3.11.2. Fosfolipid Miktar Tayini

Bu yontem malachite yesili ve fosfomolibden arasindaki reaksiyon sonucu
renkli bir kompleks olusumuna dayanir. 50-200 pL HCIO ve 0,01-1,5pg fosfolipid
miktar1 arali§inda ¢alisan hassas bir yontemdir. Kullanilan ayiraglar Zhou X.’nin

literatiirtine gore hazirland1 (48).

3.11.2.1. Kullanmilan Ayiracglar

% 70’lik perklorik asit ¢ozeltisi: %70’lik perklorik asit ¢ézeltisinden direkt

olarak kullanildi.
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% 1’lik HNOs_ c¢ozeltisi: Yaklasik 50 ml distile su lizerine 1 ml % 65 ‘lik

HNO:s; yavasca eklendi. 65 ml’ye distile su ile tamamlandi.

A Cozeltisi : % 0,4’liik Malasit yesili (0,4 gr malasit yesili boya tartilip 100
ml distile su i¢inde ¢oziildii) 30 dk manyetik karistiricida siddetlice karistirildi.

B Cozeltisi : SM HCI (%37’lik d=1,19 g/ml HCL’den 41,44 ml alinip 100
ml’ye distile su ile seyreltilerek 5 M 100 ml HCI hazirland1) i¢inde % 4,2’lik
Amonyum molibdat (4,2 gr amonyum molibdat tartilip 100 SM HCI i¢inde ¢oziildii)
hazirlanilip manyetik karisitiricida 30 dk siddetlice karistirildi.

C Cozeltisi : 1,5 ml Tween 20, distile su ile 100 mI’ye seyreltilerek % 1,5’lik
Tween 20 hazirlandi. 30 dk manyetik karistiricida siddetlice karistirildi.

D Cozeltisi: 1 hacim A ¢ozeltisinden 3 hacim B ¢ozeltisinden alinip
karistirildi. Bu karigim manyetik karisitiricida 30 dk siddetlice karistirildi. Berrak bir

sar1 renk elde etmek i¢in siiziildii.

Calisma Cozeltisi: 1ml C ¢ozeltisi ile 32 ml D c¢ozeltisi karistirildi. Bu

karisim manyetik karisitiricida 30 dk siddetlice karistirildi.

KH,PO,_ Standart Cozeltisi: 100 pgP/ml konsantrasyondaki stok KH,POj4
¢ozeltisinden 0,08, 0,10, 0,17, 0,33, 0,67, 1,33 pg/0,4 ml konsantrasyonda

cozeltiler hazirland1 (48).
3.11.2.2. Deneyin Yapihisi:

Cam tiipler kullanilmadan 6nce %1°lik HNOj; ¢zeltisi ile yikanip 100 °C de

kurutuldu.
3.11.2.3. Numunenin Ekstraksiyonu:

2 hacim kloroform 1 hacim etanol karigimi hazirlandi. Test tiiplerine 0,5 ml
slipernatan, standart tiiplerine 0,5 ml standart ve kor tiiplerine 0,5 ml su dolduruldu.
Her tiipe kloroform-metanol karisimindan 10 ml eklenip 30 dk beklenildi. Tiiplere,
kloroform-metanol karisimmin 2/5°1 kadar 0,03 M HCI eklenip ¢alkalandi, 4 saat
bekletildi. Ustteki faz atild1. Alttaki fazdan 2 ml alind1. Bir gece bekletildi (48).
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Ertesi giin tiiplere 0,2 ml %70’lik HCIO4 eklenip, 180 °C etiivde 30 dk
bekletildi. Sonra tiiplere 0,2 ml distile su ve 2 ml c¢alisma soliisyonu eklenip
vortekslendi. 20 dk sonra 660 nm’de spektrofotometrede kore karsi sifirlanarak

okuma yapildi. Elde edilen verilerden kalibrasyon grafigi hazirlandi (Sekil 3.9) (48).

07 -
y=0,516x-0,046
06

05 -
04
03

0,2 -

Absorbans (A660)

0,1 -

01 ¢ 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Fosfor (ng/0,4ml)

Sekil 3.9. Fosfor kalibrasyon grafigi

3.11.3. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayininde Lowry metodu, protein standart1 olarak da Bovine
Serum Albumin (BSA) kullanildi. Bu metoda kullanilan sodyum dodesil siilfat (SDS)
lowry aywracma ek olarak  ¢O6ziinmez  lipoproteinlerin  ¢dziinmesini
kolaylastirmaktadir. Alkali kuprik tartarat ayiraci peptid baglar1 ile kompleks
yapmakta ve fenol ayiraci eklenmesi ile de mavi bir renk meydana gelmektedir.
Olusan rengin koyulugu numunede bulunan protein konsantrasyonu ile orantilidir

(49). Kullanilan ayraglar Markwell M. A’nin literatiiriine (50) gore hazirlanda.

3.11.3.1. Kullamlan Ayirac¢lar

1.Ayirac A :

% 2’lik Na,COs ¢ozeltisi: 2 gr Na,COs tartilip 100 ml distile suda ¢oziilerek
% 2’lik Na,COj ¢ozeltisi (w/v) hazirlandi.

% 0,4’liikk NaOH c¢o6zeltisi: 0,4 gr NaOH tartilip 100 ml distile suda ¢oziilerek
%0,4’lik NaOH ¢6zeltisi (w/v) hazirlandi.
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% 0,16’lik Sodyum tartarat ¢ozeltisi: 0,16 gr sodym tartarat tartilip 100 ml
distile suda coziilerek % 0,16’lik Sodyum tartarat ¢cézeltisi (w/v) hazirlandi.

% 1’lik SDS ¢o6zeltisi: 1 gr SDS tartilip 100 ml distile suda ¢oziilerek %1°lik
SDS ¢ozeltisi (w/v) hazirlandi.

Bu dort ¢ozelti 1:1:1:1 oranlarinda karistirildi.

2. Ayrrag B:

% 4’liikk CuS0O4.5H,0 ¢ozeltisi: 4 gr CuSO4.5H,0 tartilip 100 ml distile suda

coziildii.
3. Ayirag C:
100 hacim ayirag A ile 1 hacim ayirag B karistirildi.

4. Folin Ciocalteu Phenol Aviraci :

1 hacim Folin Ciocalteu Phenol ayraci ile 1 hacim distile su karistirildi.

5. Bovin Serum Albumin (BSA) Standardi : 100 mg/ml konsantrasyondaki
stok BSA ¢ozeltisinden 20, 40, 60, 80 mg/1I’lik ¢ozeltiler hazirland.

3.11.3.2. Deneyin Yapihsi:

Test tiiplerine 1 ml supernatant, standart ve kor tiiplerine 1 ml su konuldu.
Test, standart ve kor tiiplerine 3’er ml ayirag C eklendi. Oda sicakliginda 30 dk
inkiibasyon yapildi. Sonra diliie Folin Ciocalteu Phenol ayiraci eklenip hizlica
vortekslendi. 45 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 4 ml
kloroform eklenip vortekslendi. Daha sonra 3000 RPM’de 20 dk santrifiij yapilip,
istteki kisim atilip, alttaki kisim 660 nm’de spektrofotometrede kore Kkarsi
sifirlanarak okuma yapildi. Elde edilen verilerden kalibrasyon grafigi hazirlandi

(Sekil 3.10) ve konsantrasyonlar bu egrilerden hesaplandi (50).
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3.12. Verilen Yaglarda Yag Asidi Analizleri

Yag asidi analizleri Mersin 11 Kontrol Laboratuvarinda yaptirildi. 0,1 gr yag
deney tiiptine alindi, 10 ml Hegzan ilave edildi ve vorteksle karistirildi. 0,5 ml 2 N
KOH ilave edildi ve vorteksle karistirilarak metillendirme yapildi. Gaz
kromatografisine (GC) enjekte edilerek analizi yapild.

Ornek iyice karistirilarak homojen hale getirildi. Yaklasik 60 mg deney
numunesi deney tiipiine hassas terazide tartildi. 10 ml n-Heptan ilave edildi. Uzerine
0.5 ml metanollii KOH ¢o6zeltisi ilave edildi. Tiiplin kapagi kapatilarak 30 sn
siiresince kuvvetlice ¢alkalandi. Bir saat bekletildikten sonra {istteki berrak kisim
almdi. 10 ml’lik viallere konularak enjeksiyona hazir hale getirildi. Gaz
kromatografisi cthazina (Agilent 6890N) enjeksiyon yapildi. Ayni numunede oldugu

gibi mix standart da cihaza enjekte edilerek, numunedeki pikler tanimlandi.

3.13. istatistiksel Degerlendirme

Aragtirma verilerimizin Istatistiksel degerlendirilmesinde, SPSS for Windows
Version 16.0 (SPPS Inc., Chicago, IL) programu kullanildi. Arastirmamizda
Olgtilebilir degiskenlere ilgikin veriler ortalama (mean) + standart sapma (SD) olarak
verildi. Olgiilebilir degiskenlere iliskin verilerin normal dagilim gdsterip
gostermedigi Shapiro Wilk testi ile saptandi (P<0.05). Veriler normal dagilim
gostermedigi i¢cin gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis Varyans analizi ve
ikili Bonferronili Mann-Whitney U testi kullanildi. P< 0,05 degeri istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yaglarn ve Silomikronlarin Yag Asidi Kompozisyonlar

Tablo 4.1a ve Tablo 4.1b’de goriildiigii gibi, aygicek yagindan elde edilen
silomikronlarda (AYS) bulunan palmitik ve stearik asit % oranlari, aygicek yaginda
bulunan palmitik asit, stearik asit ve a-linoleik asit % oranlarmma gore goreceli olarak
bir yiikselme gdstermistir. AYS’larda bulunan a-linoleik asit % oranlar1 ise aygigek
yaginda bulunan a-linoleik asit % oranlarina gore goreceli bir azalma gostermistir.
AYS’larda aycicegi yagina gore doymus yag asidinden zenginlesme, coklu

doymamis yag asidinden fakirlesme goriilmektedir.

Zeytinyag1 verilerek elde edilen silomikronlarda (ZYS) bulunan oleik asit %
orani, zeytinyaginda bulunan oleik asit % oranma gore goreceli olarak daha diisiik ve
a-linoleik asit % oram ise ZYS’larda, zeytinyaginda bulunan a-linoleik asit %
oranina gore goreceli olarak daha yiiksektir. ZY$’larda, zeytinyaginda bulunan tekli
doymamis yag asidi (oleik asit) oran1 % 25 goreceli bir azalma gosterirken, ikili
doymamis yag asidi (linoleik asit) yaklasik %175 goreceli bir artis gostermistir
(Tablo 4.1a, Tablo 4.1b).

Palm yaginda bulunan yag asitleri % oranlarinin, palm yag: verilerek elde
edilen silomikronlarda (PLMS) bulunan yag asitlerinin % oranlar ile yaklasik olarak
ayni oldugu goriilmiistiir. Palm yagma gore PLMS’larda bulunan doymamis yag

asitlerinde ¢ok az bir miktar goreceli bir artma goriilmiistiir (Tablo 4.1a, Tablo 4.1b).

Tereyagindan elde edilen silomikronlarda (TRYS) bulunan a-linoleik asit ve
stearik asit % oranlari, tereyaginda bulunan o-linoleik asit ve stearik asit %
oranlarma gore, goreceli olarak daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.1a, Tablo 4.1b).
Bu yag asitlerinden daha kisa zincirli yag asitleri ise Tablo 4.1b’de de goriildigi
iizere tereyaginin kendisinde bulunurken TRYS’larda bulunmamaktadir. Ciinkii kisa
zincirli yag asitleri, silomikron yapisina dahil olmadan portal venaya gecerler. a-

Linoleik asit esansiyel yag asidi olup viicutta sentezi miimkiin degildir ancak
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TRYS’ larda miktarmnimn arttig1 goriilmektedir. Bu durum da muhtemelen hiicrelerdeki

mevcut depodan alindigini diistindiirmektedir.

Margarin yaginda bulunan yag asitlerinin kompozisyonunun, margarin yagi
verilerek elde edilen silomikronlarda (MRGS) bulunan yag asitlerinin kompozisyonu
ile hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir. MGRS’larda agirlikli olarak doymus

yag asitleri bulunmustur ( Tablo 4.1, Tablo 4.1b).

Balik yag1 verilerek elde edilen silomikronlarda (BLKS) bulunan oleik asit %
orani, balikk yaginda bulunan oleik asit % oranindan daha fazladir. Stearik asidin
viicutta oleik aside doniistiigli bilinmektedir. Oleik asitteki bu artis, stearik asidin
oleik aside doniismesinden kaynaklaniyor olabilir (Sekil 2.1). Ayrica BLKS’larda a-
linoleik asit % orani da yine balik yaginda bulunan a-linoleik asit % oranindan daha
fazladir. Bu durum da oleik asidin viicutta linoleik aside doniisiiyor olmasindan
kaynaklaniyor olmast muhtemeldir (Sekil 4.2). Balikk yaginda bulunan
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosahekzaenoik asit (DHA), yag asitlerinin her
ikisinin de BLKS’larda bulunmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4.1b). Ancak bu durum pek
miikiin degildir ve besinsel yaglarla alinan yaglarin yag asidi kompozisyonunun
silomikron yapisinda hemen hemen benzer miktarlarda bulundugunu goésteren
mevcut literatiir ile uyumlu degildir. Bu nedenle bu durumun analiz hatas1 nedeniyle

gerceklesmis olmast muhtemeldir.

Sonugta, silomikronlarin yag asidi kompozisyonunun, besinlerle alinan
yaglarin yag asiti kompozisyonu ile biiyiik Olclide paralellik gdosterdigi teyit
edilmistir.

Yukarida belirtilen alt1 farkl yagdan elde edilen torasik lenf silomikronlarinin
yag asitlerinin % kompozisyonlar1 Tablo 4.1.a ve Tablo 4.1b’de verilmistir.

Tablo 4.2°de yine bu farkli yaglardan elde edilen torasik lenf
silomikronlarinin yag asidi kompozisyonlar1 karsilastirilmistir. Buna gore siralama su
sekildedir:

Tekli Doymamis YA/Coklu Doymamis YA Orani Siralamasi BLKS> PLMS>
TRYS >ZYS$> MRGS> AYS.

Doymamis YA/Tekli Doymamis YA Orani Siralamast AYS> TRYS >MRGS
>7ZYS >BLKS >PLMS.



Tablo 4.1a. Alt1 Farkli Yagm Ve Bu Yaglardan Elde Edilen Torasik Lenf
Silomikronlarinin Yag Asitlerinin % Kompozisyonlari
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Aycicek Zeytin Palm Tere Ma.rgar
AYS ZY$ PLMS TRys | Bk | giks| ™ | MRG
Yag Asitleri Vas Vas Yag ; Yag $
ag1 ag1 ag1 yagi Yag
Biitirik Asit - - - - - - 1,22 - - - - -
Kaproik Asit - - - - - 1,31 - - - - -
Kaprilik Asit - - - - - - 1,05 - - - 0,61 -
Kaprik Asit - - - - - - 2,83 - - - 0,65 -
Undek?n01k . _ . _ . _ 0.06 _ . _ ) _
Asit
Laurik Asit - - - - 0,23 - 3,65 4,08 0,11 - 11,53 12,86
Th -
ndek?n01k . _ . _ . _ 0.18 _ . _ ) _
Asit
Miristik Asit 0,06 - - 0,80 1,00 1,69 12,71 11,66 7,96 - 4,53 5,25
Mll‘lstf)lelk ) _ ) _ ) _ 1,09 ) ) ) ) )
Asit
Pentadelfano1k . _ . _ . _ 1.64 _ ) _ ) _
Asit
CIS-10
Pentadekanoik - - - - - - 0,38 - - - - -
Asit
Palmitik Asit 6,31 21,57 12,14 14,41 39,24 | 32,93 37,82 35,81 18,04 | 31,84 34,92 31,02
Palmitoleik 0.11 - 098 | 135 | 020 = 1,82 = 9,04 - 0,11 -
Asit
Heptadekanoik
CPIACERANON | 0,04 : 0,08 - | ooo | - 0,89 - 186 | - 0,07 .
Asit
Cis-10
Heptadekanoik 0,02 - 0,14 - 0,03 - 0,43 - 2,01 - - -
Asit
Stearik Asit 3,83 13,91 2,81 3,95 431 3,76 - 10,87 3,34 13,24 5,69 5,43
Oleik Asit 27,95 28,03 73,99 56,42 | 43,39 | 47,30 26,73 27,98 13,95 | 33,30 28,94 32
Elaidik Asit - - - - - - 0,19 - - - - -
Llnoléldlk ) _ ) _ ) _ 051 ) 0.20 ) ) )
Asit
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Tablo 4.1b. Alt1 Farkli Yagin Ve Bu Yaglardan Elde Edilen Torasik Lenf
Silomikronlarinin Yag Asitlerinin % Kompozisyonlar1

Aygicek Zeytin Palm Tere Bahk
Margar | MRG
e AYS ZY$S PLMS TRYS BLKS | | .
Yag Asitleri . . N N N in Yag S
Yag Yag Yag yagi Yag
o-Linoleik
Asit 60,13 36,48 8,18 22,45 | 10,59 14,33 3,023 9,60 1,19 21,82 11,80 13,44
Gamma-
Linolenik Asit ) : ) : ) : 0,60 : ) : ) :
Linolenik Asit 0,05 - 0,64 0,66 0,23 - 0,67 - 3,84 - 0,81 -
Arasidik Asit 0,28 - 0,48 - 0,39 - 0,23 - 0,30 - 0,24 -
1lc-
Eikosenoik 0,17 - 0,36 - 0,16 - 0,30 - 1,50 - 0,10 -
Asit
11c,14c-
Eikosadienoik - - - - - - 0,07 - 1,07 - Yok -
Asit
8c,11c,14¢c-
Eikosatrienoik - - - - - - - - - - Yok -
Asit
11c,14c,17¢c-
Eikosatrienoik - - - - - - 0,25 - - - Yok -
Asit
Arasidonik - - - - - - - - | 015 | 016 | Yok .
Asit
E1k0§apeﬂtaen ) _ ) _ ) _ ) _ ) _ Yok _
oik Asit
EPA 0,77 - 0,14 - 0,06 - 0,13 - 20,65 - Yok -
Erusik Asit - - - - - - 0,04 - - - Yok -
Dokosahexaen
- - - - - - Yok - - - Yok -
oik Asit o ol
Tnkos;'mmk ) _ _ - - - Yok - - - Yok =
Asit
Li ik
rgnosert 0,26 = 0,04 - | o006 = 0,14 - | s3] - Yok -
Asit
DHA - - - - - Yok - 0,83 - Yok -

AYS=Aygcicek yagindan elde edilen silomikron, ZYS= Zeytin yagindan elde edilen silomikron,
PLMS=Palmyagindan elde edilen silomikron, TRYS=Tereyagindan elde edilen silomikron,
MRGS=Margarinden elde edilen silomikron, BLKS=Balik yagindan elde edilen silomikron
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Tablo 4.2. Farkli Yaglardan Elde Edilen Torasik Lenf Silomikronlarmin Yag

Asidi Kompozisyonlarmin Karsilagtirilmasi

%AYS | %ZYS | %PLMYS | %TRYS | %MRGS | %BLKS
Yag Asidi (YA)
35,48 19.16 38.37 62,42 54,38 56,50
Doymus YA
28,32 57,8 47,29 27,97 31,99 38,72
Tekli Doymamis
YA
36.48 23,11 14,32 9,60 13,44 4,87
Coklu Doymamis
YA
Doymus 0,50 0,20 0,60 1,60 1,10 1,20

YA/Doymamis YA
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4.2. Farkh Yaglardan Elde Edilen Intestinal VLDL’e Ait Tiirbidimetrik

Analizler

Alt1 farkli yagdan elde edilen intestinal VLDL’in 14 dk vortekslendikten
sonraki absorbanslarmin (A4p) vortekslenmeden Onceki absorbanslarina oranlari
hesaplanmis ve farkli yaglarin intestinal VLDL’1 (IV) arasinda ve ayni yagin
intestinal VLDL’inin vortekslenme sonrasi birbirini takip eden As/0.dk.A400
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. Ancak her bir
yag i¢in 14.dk/0.dk orani ile 0.dk/0.dk orani1 ve 14.dk/0.dk orani ile 5.dk/0.dk orani
arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edildi ve zeytinyagi ve palm yagmnin
14.dk/0.dk oranlar1 ile 0.dk/0.dk oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunurken, sadece margarinin 0.dk/0.dk oranlar1 ile 5.dk/0.dk oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Doymus yag asitlerinden zengin
yaglardan elde edilen (palm yag1 ve tereyagi) intestinal VLDL’in absorbanslar1 14 dk
vortekslensleme sonrasinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiikselme gosterdi.
Yine istatistiksel olarak anlamli olmasa da margarin yagi intestinal VLDL’nin
absorbanslar1 nispeten sabit kalirken, doymamis yag asitlerinden elde edilen

intestinal VLDL’in absorbansiin ise azaldig1 goriildii (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Farkli yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in vorteksleme sonrasi A4oo/0. dk A4 oranlarmin ortalamalar1

Numune 0dk/0dk 1dk/0dk 2dk/0dk 3dk/0dk 4dk/0dk 5dk/0dk 6dk/0dk 7dk/0dk 8dk/0dk 9dk/0dk | 10dk/0dk | 11dk/0dk | 12dk/0dk | 13dk/0dk | 14dk/0dk

AYIV 1,00+0,00 | 0,86+0,14 | 0,82+0,22 | 0,81+0,28 | 0,79+0,29 | 0,75+0,33 | 0,72+0,32 | 0,74+0,35 | 0,75+0,73 | 0,74+0,35 | 0,72+0,38 | 0,71+0,39 | 0,71+0,41 | 0,72+0,41 | 0,73+0,41
n=7

ZYIV 1,00+0,00 | 0,92+0,14 | 0,86+0,20 | 0,84+0,28 | 0,82+0,24 | 0,81+0,23 | 0,80+0,29 | 0,82+0,28 | 0,80+0,27 | 0,82+0,28 | 0,75+0,26 | 0,73+0,27 | 0,69+0,29 | 0,75+0,26 0,7110,26*

n=:

PLMIV 1,00+£0,00 | 1,37+0,38 | 1,25+0,52 | 1,00+0,62 | 1,05+0,66 | 1,06+0,69 | 1,20+0,63 | 1,33+£0,56 | 1,36+0,62 | 1,33+0,56 | 1,47+0,51 | 0,80+0,58 | 1,58+0,60 | 1,56+0,59 174910741*
n=3

TRYIV 1,00+£0,00 | 1,04+0,18 | 0,91£0,11 | 0,90+0,07 | 1,04+0,27 | 0,99+0,19 | 1,03+0,29 | 1,15+£0,39 | 1,22+0,46 | 1,15+0,39 | 1,20+0,40 | 1,04+0,17 | 1,23+0,51 | 1,36+0,56 | 1,37+0,58
n=4

MRGIV 1,00+0,00 | 0,89+0,07 | 0,78+0,06 | 0,78+0,08 | 0,83+0,11 | 0,79+0,16* | 0,87+0,16 | 0,89+0,11 | 0,92+0,14 | 0,89+0,11 | 0,97+0,16 | 0,96+0,13 | 0,97+0,17 | 0,96+0,16 | 0,98+0,16
n=3

BLKIV 1,00+0,00 | 0,84+0,094 | 0,70+0,14 | 0,77+0,03 | 0,73+0,14 | 0,79+0,24 | 0,77+0,07 | 0,77+0,16 | 0,75+0,12 | 0,77+0,16 | 0,72+0,32 | 0,70+0,35 | 0,64+0,34 | 0,63+£0,44 | 0,62+0,43
n=3

AYIV=Aycigek yagindan elde edilen intestinal VLDL, ZYIV= Zeytin yagindan elde edilen intestinal VLDL, PLMIV=Palmyagindan elde edilen intestinal VLDL,
TRYIV=Tereyagindan elde edilen intestinal VLDL, MRGIV=Margarinden elde edilen intestinal VLDL, BLKIV=Balik yagindan elde edilen intestinal VLDL *: 0.dk/0.dk ile
arasidaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)

Rat torasik lenf intestinal VLDL oda 1sisinda 14 dk boyunca vortekslenmistir. Her 1 dk sonrasi okunan absorbanslari 0. dk absorbansina béliinerek, oranlari hesaplanmaistir.
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4.3. Sicakhgmm Farkh Yaglardan Elde Edilen Intestinal VLDL’nin
Vorteksle Agregasyonuna Etkilerinin Karsilastirilmasi

4.3.1. intestinal VLDL’nin Vorteksle Agregasyonuna +4 ‘C’nin
Etkilerinin Karsilastirilmasi

+4 °C’de 12 saat bekletilen rat torasik lenf intestinal VLDL’i 400 nm’de
vortekslenmistir. Tablo 4.4’te goriildigli gibi intestinal VLDL’in vortekslendikten
sonraki absorbanslarinin (A4g) vortekslenmeden Onceki (0.dk) absorbanslarma
oranlar1 hesaplanmis, farkli yaglarin intestinal VLDL’i arasinda ve ayni yagin
intestinal VLDL ’nin vortekslenme sonrasi birbirini takip eden A4o/0.dk.A400 oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak her bir yag icin
5.dk/0.dk orani ile 0.dk/0.dk orani arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edildi ve
ayc¢icek yagi, palm yagi ve tereyagiin 5.dk/0.dk oranlari ile 0.dk/0.dk oranlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu.

Tablo 4.4. + 4 °C’de Bekletilen intestinal VLDL’in Vorteksleme Sonrasi
A400/0. dk A4gp Oranlarmin Ortalamalari

Numune | 0.dk/0.dk | 1.dk/0.dk |2.dk/0.dk |3.dk/0.dk |4.dk/0.dk |5.dk/0.dk

AYTV 1,00£0,00 | 0,88+0,10 | 0,84+0,11 | 0,85+0,14 |0,82+0,17 | 0,78+0,19*
(n=6)

ZYIV

(a=d) 1,00£0,00 | 0,84+0,24  [0,80+0,33 | 0,77+0,34 |0,72+0,32  |0,72+0,28

FnL—?)IV 1,00£0,00 |0,92+0,19  [0,82£0,21 | 0,82£0,24 [0,81+0,24 | 0,85+0,23*
&EZ)IV 1,00£0,00 |0,7120,16 ~ [0,57+0,18 | 0,52£0,23 | 0,54£0,25 | 0,54+0,25*
1(\14153()}IV 1,00£0,00  |0,90£0,06  |0,91£0,17 | 1,010,19 |0,99+0,22 | 1,01%0,26

EIL_I;IV 100000 |0,98+0,06 |0,9540.05 | 1,01+0.08 |0.88£0.20 | 0.88+035

* 1 0.dk/0.dk ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
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4.3.2. intestinal VLDL’in Vorteksle Agregasyonuna — 20 "C’nin
Etkilerinin Karsilastirilmasi

Rat torasik lenf intestinal VLDL’i on iki saat siireyle dondurulmasinin
ardindan oda 1sisma geldikten sonra vorteklenmislerdir. Intestinal VLDL’in
vortekslendikten sonraki absorbanslarmin (Asp) vortekslenmeden Onceki (0.dk)
absorbanslarma oranlar1 hesaplanmis ve ne farkli yaglarin intestinal VLDL’1 arasinda
ve ne de ayni yagin intestinal VLDL nin vortekslenme sonrasi birbirini takip eden
A400/0.dk.A4gp oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.
Ancak her bir yag i¢in 5.dk/0.dk oran1 ile 0.dk/0.dk orani arasindaki fark istatistiksel
olarak analiz edildi margarin ve tereyaginin 5.dk/0.dk oranlar1 ile 0.dk/0.dk oranlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu. Tereyagi ve margarin verilerek
elde edilen intestinal VLDL’in 5 dk vortekslenme sonrasi 0.dk’ya gore
absorbansindaki azalma diger yaglardan elde edilen intestinal VLDL’e gore daha
belirgin goriilmektedir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5 -20 °C’de Dondurulan intestinal VLDL’in Coziildiikten Sonra

Vorteksleme sonrasi A4po/0. dk Ao Oranlarinin Ortalamalar
* 1 0.dk/0.dk ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml (p<0,05)

Numune 0.dk/0.dk | 1.dk/0.dk | 2.dk/0.dk | 3.dk/0.dk 4.dk/0.dk 5.dk/0.dk
AYIV
(n=4) 1,00£0,00 | 0,88+0,14 | 0,84+0,13 | 0,85+0,23 0,82+0,21 0,80+0,22
Y1V
(n=4) 1,00£0,00 | 0,84+0,16 | 0,72+0,24 | 0,68+0,23 0,64+0,23 0,72+0,24
P(I;lli/[;)V 1,00£0,00 | 0,91+0,22 | 0,82+0,27 | 0,79+0,23 0,77+0,33 0,82+0,25
T(I;Z“I)V 1,00£0,00 | 0,62+0,24 | 0,50+0,27 | 0,42+0,28 0,42+0,30 | 0,44+0,35*
NEE_(;I)V 1,00£0,00 | 0,72+0,05 | 0,63+0,03 | 0,61+0,06 0,67+0,06 | 0,74+0,04*
B(EIf;)V 1,00£0,00 | 0,91+0,15 | 0,79+0,25 | 0,76+0,27 0,85+0,30 0,94+0,47
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4.4. Farkh Yaglardan Elde Edilen Rat Torasik Lenf intestinal VLDL’nin
Yiizey Hidrofobisitelerinin  Biitil  Sefaroz  Hidrofobik  Interaksiyon

Kromatografisi ile Karsilastiriimalar

4.4.1. Intestinal VLDL’in Hidrofobik Interaksiyon Kromatografisi (HiK)

ile Yiizey Hidrofobisitelerine Gore Fraksiyonlar

Aycicek yagi, zeytin yagi, palm yagi, tereyagi, margarin yagi ve balik
yagindan elde edilen torasik lenf intestinal VLDL ’nin Biitil Sefaroz HIK sonras1 elde
edilen kromatogramlar1 Sekil 4.1°te verilmistir. Aycicegi yaglt ve margarinden elde
edilen intestinal VLDL, yilizey hidrofobik dereceleri birbirinden farkli 2 fraksiyona
ayrildi. Diger yaglardan elde edilen intestinal VLDL ise ylizey hidrofobik dereceleri
birbirinden farkli 3 fraksiyona ayrildi (Sekil 4.1).

4.4.2. Intestinal VLDL’in Hidrofobik Interaksiyon Kromatogram Pik
Alanlarimin Birbirlerine Oranlan

Her yagm hidrofobik dereceleri farkli fraksiyonlarma ait pik alanlar:
birbirlerine oranlandi. 1. pik/3.pik, 1. pik/2.pik ve 2.pik/3.pik alan oranlar1 Tablo
4.6°da verilmistir.

Torasik lenf intestinal VLDL’in, Biitil Sefaroz Hidrofobik Interaksiyon
sonucu olusan pik alanlar1 ve alanlarin birbirlerine oranlar1 hesaplandi. Pik alanlari
oranlar1 biiyiikten kiiclige gore swralandiginda 1.pik/3.pik oranindaki siralama,
TRYIV>MRGIV>ZYIV>PLMIV>AYIV>BLKIV, 1.pik/2.pik oranindaki siralama,
MRGIV>ZYIV>BLKIV> PLMIV, 2.pik/3.pik oranindaki siralama, PLMIV,

>ZYIV>MRGIV>BLKIV seklindedir (Tablo 4.6).

Pik alan oranlarmna genel olarak bakildiginda, doymus yag asitlerinden zengin
yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in HIK sabit faz1 ile daha az miktarda
etkilesime girdikleri oysa balik yagindan elde edilen intestinal VLDL’in sabit fazla
daha fazla miktarda etkilesime girdikleri goriilmektedir (Tablo 4.6).

1.pik/3.pik alan oranlar1 dikkate alindiginda BLKIV, ay¢icek yagi ve palm
yag1 hari¢ diger yag intestinal VLDL’inden sabit fazla istatistiksel olarak daha fazla
hidrofobik etkilesim gdsterir. AYIV ise palm yag1 ve balik yagi intestinal VLDL’1
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hari¢ digerilerine gore istatistiksel olarak sabit fazla daha fazla etkilesim gosterir

(Tablo 4.6).

1.pik/2.pik alan oranlar1 agisindan ise MRGIV, balik ve palm yag: intestinal

VLDL’ne gore sabit fazla istatistiksel olarak daha az hidrofobik etkilesim gosterir.

ZYIV, margarin yag1 intestinal VLDL nden sabit fazla istatistiksel olarak daha fazla,

palm yag1 intestinal VLDL’nden ise sabit fazla istatistiksel olarak daha az etkilesim

gosterir (Tablo 4.6).

2.pik/3.pik alan oranlarina bakildiginda ise yaglardan elde edilen intestinal

VLDL arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Alt1 Farkli Yagdan Elde Edilen Rat Torasik Lenf Intestinal

VLDL’in Hidrofobik Interaksiyon Kromatografisi Sonrasinda Olusan Piklerinin

Alanlarmin Birbirlerine Oranlari.

BLKIV | AYIV | PLMIV ZYIV | MRGIV | TRYIV
1. pik/3.pik | 0,17+0,07 | 0,26+0,18 | 1,04+1,2 |1,65+1,40"" | 1,66+0,59%" | 1,93+1,52™"
1.pik/2.pik | 1,19+1,10° : 0,75+0,18*°| 1,96+1,14 | 7,57+6,70° -
2. pik/3.pik | 0,36+0,40 - 1,35+1,5 | 1,13+1,27 | 0,54+0,45 -

#: AYIVM’dan istatistiksel olarak anlamli bir fark olanlar ,* : BLKIV ‘dan istatistiksel olarak anlamli
bir fark olanlar, a: ZYTV’ dan istatistiksel olarak anlamli bir fark olanlar, b: MRGIV’ dan istatistiksel

olarak anlamli bir fark olanlar (p<0,05).

4.4.3. Intestinal VLDL’in Hidrofobik Interaksiyon Kromatografisi

Sonuncunda Ayrilan Fraksiyonlarinin Kapasite Faktorii (k) Degerleri

Farkli yaglardan elde edilen torasik lenf intestinal VLDL’nin 2. ve 3.pik

kapasite faktorii degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.

Torasik lenf intestinal VLDL’in Biitil Sefaroz Hidrofobik Interaksiyon

Kromatografisi sonucunda olusan piklerin kapasite faktorii degerleri ve birbirlerine

oranlar1 hesaplandi. Farkli yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in k degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Kapasite faktorii

degerleri

arasidaki

siralama

PLMIV>BLKIV>ZYIV>MRGIV,

3.
AYIV>PLMIV>TRYIV>BLKIV>ZYIV>MRGIV seklindedir (Tablo 4.7.).

pik k

degerleri

pik  k degerleri

arasindaki

arasidaki

siralama,

siralama,
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k degerleri, void voliimiin (hi¢ tutulmadan ¢ikan fraksiyon) kag¢ kat1 hacimde

pik geldiginin gostergesidir. 3. pik k degerleri arasindaki siralama dikkate

alimdiginda, torasik lenf kaniilasyonu sonrasi elde edilen intestinal VLDL’nin

HIK’nde sabit faz ile etkilesimleri arasinda 6nemli bir fark yoktur. Tiim yaglarin

intestinal VLDL fraksiyonlari, hidrofobik sabit faza yaklasik olarak birbilerine esit

kuvvetle tutunmaktadirlar (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Alt1 Farkhh Yagdan Elde Edilen Rat Torasik Lenf Intestinal

VLDL’in Hidrofobik Interaksiyon Kromatografisi Sonrasinda Olusan Kapasite

Faktorii (k) Degerlerinin Birbirlerine Oranlari

k DEGERLERI
MRGIV ZYIV | BLKIV | TRYIV | PLMIV | AYIV
2.pik k 0,30+0,08 | 0,48+0,210,61+0,08 - 0,75+0,22 -
3.pik k 1,34+0,02  |1,3940,50| 1,53+0,12 | 1,54+0,14 | 1,59+0,08 | 1,66+0,19
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Sekil 4.1 Aycicek yagi (A), zeytinyagr (B), palm yagi (C), tereyagi (D), margarin
(E), balik yag1 (F) verilerek elde elde edilen rat torasik lenf intestinal VLDL nin
hidrofobik interaksiyon kromatografisi analizine ait kromatogramlar.
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4.5.Misel Yapisina Etki Eden Faktorlerin Alti Farkh Yagdan Elde
Edilen Intestinal VLDL Uzerine Etkisi

Yaglardan elde edilen intestinal VLDL’ler tizerine 1’er mmol NaCl eklenmis

elde edilen sonuglar tablo 4.8.’de verilmistir.
4.5.1. 1mmol NaCP’nin EtKkisi

Alt1 farklh yagdan elde edilen rat torasik lenf intestinal VLDL’nin 1 mmol
NaCl eklenip, vortekslendikten sonraki absorbanslarinin (Asg) vortekslenmeden
onceki absorbanslarina oranlar1 hesaplanmis ve ne farkli yaglarin intestinal VLDL’1
arasinda ve ne de ayni yagin intestinal VLDL’inin vortekslenme sonrasi birbirini
takip eden A4p0/0.dk.A4p0 oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamaistir. Ancak her bir yag i¢in 5.dk/0.dk orani ile 0.dk/0.dk orani arasindaki
fark istatistiksel olarak analiz edildi ve margarin ve balik yaginin 5.dk/0.dk oranlar1
ile 0.dk/0.dk oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (Tablo

4.8).

Tablo 4.8. 1mmol NaCl Eklenilen Intestinal VLDL’in Vorteksleme Sonrasi
A400/0. dk Ao Oranlarmin Ortalamalari

Numune 0.dk/0.dk 1.dk/0.dk 2.dk/0.dk 3.dk/0.dk 4.dk/0.dk
?I?LIS\), 1,00+0,00 0,91+0,22 0,90+0,20 0,81+0,13 0,83+0,14*
%1?114\), 1,00+0,00 1,18+0,20 1,21+0,20 1,17+0,19 1,16+0,14
P(I;lll/[;)V 1,00+0,00 1,54+0,48 1,5140,52 1,43+0,66 1,29+0,69
T(I;Z:)V 1,00+0,00 1,33+0,47 1,42+0,47 1,50+0,39 1,43+0,33

M(}I?S’I)V 1,00+0,00 1,15+0,35 1,08+0,31 1,08+0,31 1,06+0,32
B(I;II:;)V 1,00+0,00 0,94+0,07 0,92+0,07 0,92+0,0,9 0,89+0,10%*

* 1 0.dk/0.dk ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
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4.5.2. 0,1 N HCPnin Etki

Yaglardan elde edilen intestinal VLDL’ler iizerine 0,1 N HCI eklenmis elde
edilen sonuglar Tablo 4.9.’de verilmistir.

Torasik lenf intestinal VLDL’ine 250 pl 0,1 N HCV2 ml intestinal VLDL
eklendi ve 1’er dk araliklarla vortekslenerek 400 nm de absorbanslar1 Olciildii.
sonraki absorbanslarmin

Vortekslendikten (A400) vortekslenmeden Onceki

absorbanslarmma oranlar1 hesaplandi. Asit eklenmesinin absorbans T{izerindeki
diliisyon etkisi ayn1 deney distile su ile tekrarlanarak ortadan kaldirildi. Ne farkh
yaglarm intestinal VLDL’i arasinda ve ne de ayni yagin intestinal VLDL’nin
vortekslenme sonrasi birbirini takip eden A400/0.dk.A4o0 oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. Ancak her bir yag i¢in 4.dk/0.dk oram ile
0.dk/0.dk oranm1 arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edildi, ay¢igegi yag1 ve balik

yaginin 4.dk/0.dk oranlar1 ile 0.dk/0.dk oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulundu (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. 0,1 N HCI Eklenilen Intaestinal VLDL’in Vorteksleme Sonrast.
Au00/0. dk A4gp Oranlarmin Ortalamalari

Numune |0.dk0.dk | Ldk0.dk |2.dk0.dk  |3.dk0.dk  |4.dk0.dk | 5.dk/0.dk
AYIV
gy | 100000 | 0915012 | 092017 | 0882020 | 091019 | 095:0.23
ZYIV
ooy | 100000 | 096:0.13 | 0100:0,18 | 1025013 | 0.99£022 | 1,00:0,17
P(I;llf;)v 1,00£0,00 | 087031 | 0742024 | 0,79+032 | 0,78£033 | 0,78£028
T(IEZ:)V 1,00£0,00 | 0,98:023 | 0995040 | 0,83:022 | 0,77%0,19 | 0,76x0,24
M(Eg)v 1,00£0,00 | 0794005 | 0,77£0,12 | 0,7740,13 | 0,74£0,07 | 0,820,06*
E’(ﬁg)v 1,00£0,00 | 0,86£0,10 | 0755021 | 0,81£0,13 | 0,76£0,16 | 0,730,24*

* . 0.dk/0.dk ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) .
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4.5.3. 0,1 N NaOH’nin Etkisi

Yaglardan elde edilen intestinal VLDL’ler iizerine 0,1 N NaOH eklenmis

edilen sonuglar tablo 4.10.’de verilmistir.

Torasik lenf intestinal VLDL’ine 250 ul 0,1 N NaOH /2 ml KSM eklendi ve
I’er dk araliklarla 400 nm de absorbanslar1 6lgiildii. Her 1 dk sonrasindaki absorbans
degerinin 0. dk absorbans degerine oranlar1 hesaplandi. Baz eklenmesinin absorbans
iizerindeki diliisyon etkisi ayn1 deney distile su ile tekrarlanarak ortadan kaldirildi. .
Ne farkli intestinal VLDL arasinda ve ne de ayni intestinal VLDL’in vortekslenme
sonras1 birbirini takip eden A400/0.dk.A4po oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmustur. Ancak her bir yag i¢in 4.dk/0.dk orani ile 0.dk/0.dk
oran1 arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edildi ve aycicek yagimnin, zeytin
yagmin, tereyaginin, margarinin ve balik yaginin 4.dk/0.dk oranlar1 ile 0.dk/0.dk

oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. 0,1 N NaOH Eklenilen Intestinal VLDL’in Vorteksleme Sonrasi
Au00/0. dk A4gp Oranlarmin Ortalamalari

Numune 0.dK/0.dK 1.dk/0.dk 2.dK/0.dK 3.dK/0.dK 4.dk/0.dk
f(‘l?gs‘)’ 1,00:£0,00 0,78+0,08 0,74+0,12 0,68+0,16 0,68+0,17*
%1?24‘)’ 1,00£0,00 | 0,65:0,10 | 055:0,10 | 051:0,11 | 0,49+0,12*

P(‘;ff;)v 1,00£0,00 086024 | 0,79£034 | 0,76+0,39 0,710,40

T(EZ:)V 1,00+0,00 0,83+0,08 0,7520,14 0712013 | 0,71%0,12*

M(Eg)v 1,00£0,00 | 0,82:0,013 | 0,74£0,15 0712013 | 0,69+0,08*

B(ES)V 1,00:£0,00 0,86+0,07 0,75+0,09 0,69+0,08 0,66+0,07*

* 1 0.dk/0.dk ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) .
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4.5.4. 1/3, 1/5 ve 1/7 Oranlarinda Sulandirmanin EtKisi

Intestinal VLDL, 1/3 orainda diliie edildikten sonra vorteklenerek 400 nm de

I’er dk araliklarla absorbanslar1  Olgiilmiistiir.  Vortekslendikten  sonraki

absorbanslarmin (A400) vortekslenmeden Onceki absorbanslarina oranlari
hesaplanmis ve farkli intestinal VLDL arasinda ve ayni intestinal VLDL’in
vortekslenme sonrasi birbirini takip eden A400/0.dk.A4o0 oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak her bir yag i¢cin 5.dk/0.dk orani ile
0.dk/0.dk orani arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edildi ve bu oranlar arasinda

anlaml bir fark bulunamadi. (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Distile Su ile 1/3 Oraninda Sulandirilan Rat Torasik Lenf

Intestinal VLDL’in  Vortekslendikten ~— Sonraki ~ Absorbanslarmin  (A4go)
Vortekslenmeden Onceki (0.dk) Absorbanslarma Oranlari.

Numune | 0.dk/0.dk | 1.dk/0.dk 2.dk/0.dk | 3.dk/0.dk | 4.dk/0.dk | S.dk/0.dk
?1334‘)] 1,00+£0,00 | 0,95+0,15 1,01+0,37 | 1,08+0,48 | 1,15+0,57 | 1,21+0,75
i?il‘:)] 1,00+£0,00 | 0,09+0,03 0,08+0,11 | 0,85+0,03 | 0,77+0,10 | 0,81+0,15

P(I;lzgl)v 1,00+£0,00 | 1,10+0,47 1,02+0,11 | 0,92+0,47 | 0,80%0,18 | 0,94+0,44
T(l::;l)V 1,00+£0,00 | 0,98+0,19 0,89+0,12 | 0,87+0,06 | 0,88+0,12 | 0,93+0,23

NI(I::;I)V 1,00+£0,00 | 0,89+0,07 0,78+0,06 | 0,78+0,08 | 0,84+0,11 | 0,79+0,16
B(II;E;)V 1,00+£0,00 | 0,84+0,09 0,70+0,14 | 0,78+0,04 | 0,73%+0,14 | 0,80+0,24

* 1 0.dk/0.dk ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) .
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Intestinal VLDL, 1/5 orainda diliie edildikten sonra vorteklenerek 400 nm de
I’er dk araliklarla absorbanslari Ol¢iilmiistiir. Her 1dk vorteks sonrasi Olgiilen
absorbans degerlerinin (A4p9) vortekslenmeden oOnceki (0.dk) absorbanslarina
oranlar1 hesaplanmis ve ne farkli intestinal VLDL (IV) arasinda ve ne de ayni
intestinal VLDL’in vortekslenme sonrasi birbirini takip eden A400/0.dk.A4qo oranlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Ancak her bir yag
icin5.dk/0.dk oram1 ile 0.dk/0.dk oranmi arasindaki fark istatistiksel olarak analiz

edildi ve bu oranlar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Distile Su ile 1/5 Oraninda Sulandirilan Rat Torasik Lenf
Intestinal VLDL’inin  Vortekslendikten =~ Sonraki  Absorbanslarmin  (A4op)
Vortekslenmeden Onceki (0.dk) Absorbanslarina Oranlari

Numune | 0.dk/0.dk | 1.dk/0.dk | 2.dk/0.dk | 3.dk/0.dk | 4.dk/0.dk | 5.dk/0.dk
?1334‘)] 1,00+0,00 | 0,86+0,14 | 0,76+0,19 | 0,79+0,33 | 2,01+2,34 | 0,74+0,44
i?f:)] 1,00+0,00 | 0,80+0,06 | 0,74+0,10 | 0,71+0,11 | 0,66+0,13 | 0,64+0,14

P(I;lll/l:;l)V 1,00+0,00 | 0,84+0,40 | 0,75+0,54 | 0,56+0,46 | 0,46+0,42 | 0,42+0,42
T(l;:;l)V 1,00+0,00 | 1,07+0,15 | 0,92+0,10 | 0,93+0,07 | 0,90+0,13 | 0,91+0,17

M(IILC;I)V 1,00+0,00 | 0,73+0,06 | 0,61+0,09 | 0,56+0,12 | 0,54+0,14 | 0,50+0,15
B(II;E;)V 1,00+0,00 | 0,60+0,09 | 0,48+0,11 | 0,38+0,25 | 0,30+0,15 | 0,25+0,18
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Intestinal VLDL, 1/7 orainda diliie edildikten sonra vorteklenerek 400 nm de
I’er dk araliklarla absorbanslari Ol¢tilmiistiir. Her 1dk vorteks sonrasi Olgiilen
absorbans degerlerinin (A409) vortekslenmeden onceki (0.dk) absorbanslarina
oranlar1 hesaplanmis ve ne farkli intestinal VLDL (IV) arasinda ve ne de ayni
intestinal VLDL’in vortekslenme sonrasi birbirini takip eden A400/0.dk.A4qo oranlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak her bir yag icin
5.dk/0.dk oran1 ile 0.dk/0.dk orani arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edildi ve

bu oranlar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Distile Su ile 1/7 Oraninda Sulandirilan Rat Torasik Lenf
Intestinal VLDL’in  Vortekslendikten ~— Sonraki ~ Absorbanslarmin  (A4go)
Vortekslenmeden Onceki (0.dk) Absorbanslarma Oranlari.

Numune | 0.dk/0.dk | 1.dk/0.dk | 2.dk/0.dk | 3.dk/0.dk | 4.dk/0.dk | 5.dk/0.dk
?1?34‘)] 1,00+0,00 | 0,87+0,26 | 0,84+0,33 | 0,90+0,54 | 0,85+0,49 | 0,84+0,54
%1?24‘)] 1,00+0,00 | 0,87+0,15 | 0,79+0,19 | 0,76+0,23 | 0,73+0,24 | 0,71+0,22

P(I;IIL/I?,I)V 1,00+0,00 | 0,77+0,29 | 0,78+0,65 | 0,63+0,62 | 0,45+0,65 | 0,44+0,54
"l"(l::;l)V 1,00£0,00 | 1,08+0,24 | 1,03+0,19 | 0,89+0,02 | 0,87+0,08 | 0,79+0,15

M(l::;l)V 1,00+0,00 | 0,71+0,02 | 0,60+0,05 | 0,57+0,08 | 0,51+0,12 | 0,49+0,12
B(Il;i(;)V 1,00+0,00 | 0,65+0,09 | 0,48+0,23 | 0,31+0,26 | 0,22+0,25 | 0,25+0,16
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Sekil 4.2 Alt1 farkli yag verilerek elde edilen rat torasik lenf intestinal VLDL’ ’inin
1/3, 1/5 ve 1/7 oranlarinda distile su ile sulandmilarak vortekslendikten sonraki

absorbanslarinin vortekslenmeden onceki absorbanslarina oranlari.

Torasik lenf intestinal VLDL’1 1/3, 1/5 ve 1/7 oranlarinda distile su ile
sulandirildi. Birer dk araliklarla vortekslendi. 400 nm de absorbanslar1 6lgtildii. 5.dk
absorbans degerlerinin 0. dk absorbans degerlerine oranlar1 hesaplandi, ortalamalar1
alindi. Intestinal VLDL’in 1/3, 1/5 ve 1/7 oranlarinda distile su ile sulandirilmalari

sonucunda yaglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmamistir (Sekil

42).

4.6. Torasik Lenf Intestinal VLDL’nin ve HIK Fraksiyonlarinn

Elektroforetogramlar

Farkli yaglardan elde edilen rat torasik lenf intestinal VLDL’1 agaroz jel
elektroforezi ile analiz edildi. %0,9’luk agaroz jel torasik lenf kaniilasyonu ile elde
edilen torasik lenf sivisi, kaniilasyon sonrasi ultrasantrifiij ile elde edilen intestinal
VLDL, insan serumu, kaniile edilmis ratin serumu, kaniile olmayan ratin serumu ve
hidrofobik interaksiyon kromatografisi yapilan intestinal VLDL’den elde edilen
fraksiyonlar tatbik edilerek gozlenilen elektroforetik mobiliteleri Sekil 4.3, Sekil 4.4,
Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’da goriilmektedir. Elektroforetogramlarin
timiinde de gorildigi tlizere c¢ok diliie olduklar1 i¢in fraksiyonlara ait band

gozlemlenmemistir.
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Sekil 4.3. Aycicek Yagmndan Elde Edilen intestinal VLDL’lere Ait
Elektroforetogram
1.insan serum; 2. Rat serum; 3. AYIV; 4. AYIV, 5. AYIV; 6. Fraksiyon; 7. Fraksiyon; 8. Rat serum;

9. Insan serum; 10. Torasik lenf sivist

Sekil 4.4 Zeytinyagindan FElde Edilen Intestinal VLDL’lere Ait
Elektroforetogram

l.insan serum; 2.ZYIV1; 3. ZYIV2; 4. Fraksiyon 5.Fraksiyon; 6.Fraksiyon; 7. Fraksiyon; 8.
ZYIV2; 9. ZYIV1; 10. Insan serum



Sekil 4.5. Palm Yagmdan Elde Edilen intestinal VLDL’lere Ait

Elektroforetogram
1. Insan serum; 2. Rat serum; 3. Torasik lenf sivist; 4. PLMIV; 5.Fraksiyon; 6.Fraksiyon; 7. PLMIV;

8. Torasik lenf s1vist; 9. Rat serum; 10. Insan serum

Sekil 4.6 Tereyagmdan Elde Edilen Intestinal VLDL’lere Ait

Elektroforetogram
1.Insan serum; 2.Rat serum; 3. Rat serum; 4. Torasik lenf sivist; 5.Torasik lenf sivis;; 6. TRYIV; 7.

TRYIV; 8. Fraksiyon; 9. Fraksiyon 10. Insan serum



Sekil 4.7. Margarinden Elde Edilen Intestinal VLDL’lere Ait Elektroforetogram

l.insan serum; 2.Rat serum (Kaniile olan); 3. Rat serum (Kaniile olmayan); 4. Torasik lenf stvisi,
5.MRGIV; 6. Fraksiyon; 7. Fraksiyon; 8. Rat serum (Kaniile olmayan); 9. Rat serum (Kaniile olan)

10. insan serum

Sekil 4.8 Balik Yagmdan Elde Edilen Intestinal VLDL’lere Ait
Elektroforetogram

l.insan serum; 2. Rat serum; 3.Torasik lenf sivisi; 4. BLKIV, 5.Fraksiyon; 6. Fraksiyon; 7.
Fraksiyon; 8. BLKIV; 9. Rat serum 10. Insan serum
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Sekil 4.9. Aycicek yagindan elde edilen biri Silomikron (A) digeri Intestinal VLDL’e
(B) ait birlestirilmis iki elektroforetogram

1. Insan serum; 2. Rat serum; 3. Silomikron; 4. Silomikron; 5. Silomikron Fraksiyon; 6.Insan serum;
7. Rat serum; 8. AYIV; 9. AYIV, 10. AYIV

4.7. intestinal VLDL’in Lipid-Protein Oranlar

Farkli yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in trigliserid miktarlari
enzimatik olarak, protein miktarlar1 Lowry metoduyla, fosfolipid miktarlar1 ise
biyokimyasal meytodla hesaplanmistir. Triagilgliserol/Fosfolipid oranlar1 Tablo

4.14’te, Fosfor/Triagilgliserol oranlar1 Tablo 4.15°te verilmistir.

Tablo 4.14. intestinal VLDL’in Triagilgliserol/Protein oranlari

TRIACILGLISEROL (ug/ml)/PROTEIN (ug/ml)

BLKIV MRGIV AYIV TRYIV PLMIV Y1V

3,2020,11%*° | 2,64+0,35% | 2,39+1,53% | 2,24+0,42*" 1,32+0,88" 0,69+0,5

*: ZYIV’den istatistiksel olarak farkli olanlar, a: MRGIV’den istatistiksel olarak farkli olanlar, b.
TYKS’den istatistiksel olarak farkli olanlar (p<0,05)

Bu oran biiyiikten kii¢iige siralandiginda;

ZYIV> PLMIV> TRYIV> AYIV>MRGIV>BLKIV oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.15. Intestinal VLDL’in Fosfor/Triagilgliserol Oranlari

FOSFOR.(ng/ml)/TRIACILGLISEROL (ng/ml)

ZYIV PLMIV BLKIV AYIV MRGIV TRYIV

0,02+0,015 | 0,008+0,005 | 0,008+0,017 | 0,007+0,006 | 0,005+0,001 | 0,004+0,0006

Yaglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
Buna gore biiyiikliik olarak siralandiginda
ZYIV>PLMIV>BLKIV>AYIV>MRGIV>TRYIV oldugu goriilmektedir.

4.8. lintestinal VLDL’in Jel Filtrasyon Kromatografisine Ait
Kromatogramlar

Aycicek yagi ve palm yagindan elde edilen intestinal VLDL karistirilarak
numune havuzu olusturuldu. Bu numunelerin sefaroz 4B ve sefaroz 6B kullanilarak

yapilan jel kromatografisi sonucunda olusan kromatogramlar Sekil 4.10 A, B ve C’de

goriilmektedir.
A 950 500
0,40; 400
o 0.30: ;i 200 5
2t o] @ - @
0.20_ ) 000 B
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Sekil 4.10. Intestinal VLDL’in Jel (Size Exclusion) Kromatografisi
Kromatogramlari

Olusturulan numune, sabit faz olarak sefaroz 6B, mobil faz olarak %0,0125
Triton X-100 kullanilarak (A); sabit faz olarak sefaroz 4B, mobil faz olarak fosfat
tampon (pH 7,4) kullanilarak (B); sabit faz olarak sefaroz 6B, mobil faz olarak

fosfat tampon kullanilarak (C) jel kromatografisi ile analiz edildi.

Bu durum gosteriyor ki Triton X-100 bir parcalama yapmiyor.



74

5.TARTISMA

Lipoproteinlerin  hidrofobisitesi, onun aterojenitesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Caligmamizda yag asidi kompozisyonu, doymusluk-doymamislik
ozellikleri ve mikronutrient icerikleri farkli yaglarla beslenen ratlardan elde edilen
intestinal VLDL, hidrofobik 06zellikleri yoniinden incelenerek besinlerle alinan
lipitlerin, intestinal VLDL hidrofobisitesini nasil etkiledigini ortaya koymaya ve
aterogenezis ile baglantilar1 degerlendirilmeye calisiimistir. Bu baglamda, alt1 farkl
yag ile beslenmis olan ratlardan torasik lenf kaniilasyonu ile elde edilen intestinal
VLDL, farkli kosullar altinda vortekslenilerek agregasyonlari, hidrofobik
interaksiyon kromatografisi (HIK) sonrasi pik alanlar1 ve kapasite faktorleri
degerlendirilerek yiizey hidrofobisiteleri ve agaroz jel elektroforezi ile de

elektroforetik 6zellikleri karsilastirildi.

Khoo ve ark.nin ¢alismalarinda, LDL’in vortekslenme sonrasinda spesifik
dalga boyundaki artis, agregasyonun derecesi olarak ifade edilmis ve vortekslenmeye
maruz kalan LDL’in kendi kendine agrege oldugu gosterilmistir. Bu LDL agregatlar1
makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir. Bu fagositik alim, LDL reseptorleri

tarafindan diizenlenmektedir (51).

Lipoproteinler ¢ekirdekte hidrofob lipidler (triagilgliserol ve kolesteril esteri)
ve ylizey tabakasinda amfipatik lipidlerin (serbest kolesterol ve fosfolipidler)
bulundugu kiiresel bir partikiil seklindedir (6). Lipoproteinlerin hidrofilik dogasi,
suda c¢Oziinlip birbirlerinden uzaklasmalarina sebep olurken hidrofobik dogasi,
onlarin bir araya gelmelerine sebep olur. Onlarm bu hidrofobik o6zellikleri lipid
agregatlarinin olusumuna katkida bulunur (30). Agregasyonun, aterosklerozisin
altinda yatan nedenlerden biri oldugu diisiiniilmektedir (31). O6rni K. ve ark.
aterosklerozun baglangicinin kiigiik lipid damlaciklarinin ve arteriyel intimanin
ekstraseliiler matriksindeki, vezikiillerin kiimelenmesiyle karekterize edildigini
bildirdiler (52). LDL’in arterlerin intimal boslugu i¢inde kiimelenmesi ve okside

olmas1 (muhtemelen bu alanda bulunan makrofajlarla temas sonrasi) ile ilgili
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kuvvetli kamitlar vardrr. Intimada bulunan makrofajlar igindeki LDL’den
kaynaklanan, hiicre i¢i kolesteril esterlerin kiimelenmesi insan aterosklerozisinin
karekteristik bir Ozelligidir. Diger pek c¢ok kanit LDL’in biyokimyasal
modifikasyonunun ve onun agregasyonunun, makrofajlar tarafindan alimi ig¢in
onemli oldugunu gostermektedir (53). Hiicre i¢inde kiimelenen lipidlerin kaynaginin,
dolasimdaki LDL oldugu diisiiniilmektedir. Fakat hiicre i¢i lipidlerin, LDL aracili
kiimelenme mekanizmast belirsizdir. Birgok yazar gdstermistir ki saglhikl kisilerin
kanlarindan izole edilen dogal LDL, diiz kas hiicrelerindeki ve makrofajlardaki lipid
seviyelerinin yiikselmesini indiiklemede basarisiz olmustur. Birikme, sadece
asetilasyonla, asetoasetilasyonla, karbamilasyonla, maleilasyonla, malonilaldehit
veya gluteraldehitle muamelesiyle oksidasyon ve decialilasyon gibi islemlerle,
LDL’in kimyasal olarak modifiye edilmesi durumunda gozlenmistir (31). LDL’in
kiimelenmesi sonucu olusan agregatlar, ¢opcii reseptorler tarafindan alinmaz bunun
yerine fagositozla alinirlar. Son calismalar lipoprotein agregasyonunun, hiicre ici
lipid akiimiilasyonu i¢in temel kosul oldugunu gostermektedir. Vorteksleme ile
iretilen agrege olmus LDL, fagositozla alinmaktadir. Non-spesifik endositoz da
makrofa; alimi i¢in Onemli olabilir. Vorteksleme ile agrege olmus LDL’in
ultrayapisal goriiniimii aterosklerozdaki hiicre dis1 lipid depozitlerinin gériiniimiiyle
kaydadeger bir sekilde benzerlik gostermektedir (53). Ateroma ig¢inde LDL
kolesteroliin birikimi i¢in hem hiicre dist hem de hiicresel yollar oldugu
varsayilmakta ve in vitro deneylerdeki bulgular, hiicresel ¢alismalar ve ayn1 zamanda
hastalikli dokulardaki histolojik bulgularla desteklenmektedir. Aterom olusumunun,
LDL’in glikozaminoglikan, elastin ve proteoglikanlara baglanmasiyla basladigi,
LDL’in agregasyonu ve fiizyonu sonrasinda lipid damaciklarinin olusumu ve
kolesteroliin, kolesteril esterin, serbest kolesterolden zengin lipozomlarn ve
lipoproteinden zengin kolesteril esterlerinin depositlerinin intima i¢inde birikmesi ile
sonuglandig1 ileri siirtilmiistiir. Lezyonlarin yukaridaki siirecini aterom c¢ekirdegi
icinde kolesteroliin birikimi izler ve sonug olarak onlarin yirtilmasiyla sonuglanir. Bu
gibi yirtiklar koroner arterlerde olusursa trombiis olusumuna ve kalp krizine neden

olur (54).

LDL’in agregasyonunun incelendigi pek ¢ok ¢alismada LDL’in votekslenme

sonras1 absorbansinda artis meydana geldigi, ki bu durumun bir ifadesi olarak da
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LDL’in agrege oldugu ve LDL’in oksidasyon, glikolizasyon, deagilasyon,
malondialdehit ve hipoklorit ile muamele gibi prosesler sonucu olusan kimyasal
modifikasyonlarin da agregasyon olusumunu indiikledigi rapor edilmistir (52). Bizim
calismamizda ise vortekslenme sonrasinda intestinal VLDL’in agrege olmadigi,

vortekslemenin pargalanmaya sebep oldugu goriildii.

Calismamizda doymus yag asitlerinden zengin yaglarin (palm yagi ve
tereyagl) intestinal VLDL’nin absorbanslarinda, vorteksleme sonrasi yiikselme
goriiliirken balik yagi intestinal VLDL’nin absorbansi diistii ve margarinyagi
intestinal VLDL’nin absorbansi ise nispeten sabit kaldi. Bu fark her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli degilse de doymus yaglarin (palm yagi ve tereyagi)
intestinal VLDL nin absorbanslarindaki artis, diger arastirmalarla paralel olarak bu
yaglarin intestinal VLDL’ ’nin agrege oldugunu, dolayisiyla doymus yaglarda sivi

yaglara gore bir araya gelme egiliminin daha fazla oldugunu gostermektedir.

Intestinal VLDL ile bu konuda yapilan ¢alisma olmadig: icin karsilastirma
yapilamamistir. Ancak LDL ile yapilan caligmalar ¢ok daha belirgindir. Talbot ve
ark. nin ¢aligmalarinda vorteksleme sonras1 LDL’in agrege odugu ifade edilmektedir

(55).

Lipoprotein yiizeyinin hidrofobisitesinin nereden kaynaklandigina cevap
olarak sunlar soOylenebilir; Lipoproteinler c¢ekirdekte hidrofobik lipidler olan
trigliserid ve kolesteril esterlerinin bulundugu yiizeyde ise amfipatik lipidler olan
fosfolipid ve serbest kolesteroliin bulundugu kiiresel partikiillerdir (6). Bir miselin
yapisma baktigimizda ise hidrofobik kuyruklar onlarin su ile temasini en aza
indirmek i¢in i¢ kisimda toplanirken, hidrofilik bas kisim ise su ile temasi
maksimuma c¢ikarmak i¢in dis yiizeyde kalir (44). Lipoproteinlerin ve misellerin
yapilarmin, hidrofobik kisimlarin i¢ bdlgede, hidrofilik kisimlarin ise dis bdlgede
yerlesmeleri agisindan bir benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bir deterjan olan oktil
glikozitin bilgisayar simiilasyonlari, misellerin siiratli bir sekilde fluktiiasyona tabi
olduklarmi, hidrofobik oktil gruplarnin diizensiz bir sekilde paketlendigini ve
hidrofobik kuyrugun kisimlarmin misel ylizeyinde herhangi bir anda agiga
cikabilecegini gostermistir (56).
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Kiiciik kiiresel misellerde bas gruplari1 arasinda, su ve hidrokarbon arasinda
temast saglayan acik bosluklar oldugu bildirilmistir (57). Ayrica yine hidrokarbon
zincirlerinin bir kismmin, misel yiizeyinde kac¢milmaz bir sekilde disa dogru
yoneldikleri bildirilmistir (58). Akudz fazin misel igerisine, hidrofobik bas
gruplarmin da ilerisinde, bir ka¢ metilen grup mesafesi boyunca niifuz ettigi
bilinmektedir (59). Tiim bunlar yapilari, misel yapisina benzeyen lipoproteinlerin,

hidrofobik 6zelliklerinin nereden kaynakladigimi gostermektedir.

HIK proteinleri, yiizeylerindeki hidrofobisite farkliliklarma gére ayirir. Bunu
HIK sabit fazinin hidrofobik yiizeyi ve bu proteinler arasindaki geri doniisiimlii bir
etkilesimi kullanarak yapar. Hidrofobik proteinler ve hidrofobik sabit faz arasindaki
etkilesim, uygulanan tampon icindeki belirli tuzlarin varligindan onemli 6lgiide
etkilenir. Diisiik tuz konsantrasyonu etkilesimi zayiflatirken, yiiksek tuz
konsatrasyonu etkilesimi arttirir. Protein veya hidrofobik ligand gibi bir hidrofobik
madde, suya daldirildiginda yiizey gerilimi fenomenine benzer bir analog olusur

(37).

Su molekiilleri, hidrofobik maddenin yiizeyini i1slatamaz, bunun yerine tiim
yonlerde hidrojen baglarini olusturma yetenekleri olmadigi i¢in, maddenin etrafinda
oldukca diizenli bir kabuk olustururlar. Bu kabugun genisliginin azaltilmasi, diizenli
su molekiillerinin sayisinda azalamaya yol acar. Bu durum, termodinamik olarak
daha tercih edilebilen bir durumdur ki bu durumda entropi artar. Entropiy1 arttirmak
icin hidrofobik maddeler, bu kabuklarin total alanin1 minimize etmek iizere bir araya
gelmeye zorlanirlar. Bu yiizden hidrofobik interaksiyon, hidrofobik molekiiller

arasindaki direk ¢ekimden ziyade su molekiillerinin davranisina baghdir (37).

Proteinler yiizeylerinde hem hidrofilik hem de hidrofobik alanlar
tasidiklarindan dolay1 belirli tuzlarin yiiksek konsantrasyonlarinda c¢okebilirler. Bu
duruma temelde zorunlu hidrofobik etkilesim sebep olur. Iyonik giicteki degisimler,
organik ¢oziiciilerin varligi, sicaklik ve pH, proteinin yapisini ve ¢oziniirligiini
etkileyebilir ve sonugta HIK ortamindaki diger hidrofobik yiizeylerle etkilesimi de
etkileyebilir (37).
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Calismamizda intestinal VLDL’in yapilan ilk kromatografisinde mobil faz
olarak fosfat tampon (20 mM, pH: 7,4) kullanildi. Intestinal VLDL’in kolona ¢ok
sik1 bir sekilde absorbe oldugu, su ile bile eliie olmadigi mobil faza % 20 etanol

eklendiginde ise ancak bir kisminin desorbe oldugu goriildii.

Bir HIK sabit fazinin performansi birgok parametreden etkilenir: protein
ozellikleri, ligand tipi, ligand ikamenin derecesi, 6rnek uygulama sirasinda kullanilan
tuzun tipi ve konsantrasyonu, deterjan varligi ve sicaklik, pH ve matriksin tipi. Katk1

maddeleri ise seciciligi ve ¢coziiniirliigi gelistirmek i¢in kullanilmaktadirlar (37).

Lipoproteinlerin yiizeylerinin hidrofobik derecelerini karsilastirmak ig¢in
gerek lipoprotein yiizeyinde gerekse sabit fazdaki (biitil sefaroz) hidrofobik alanlar1
azaltmak i¢in mobil fazi1 modifiye edici ajan olarak bir deterjan olan Triton X-100
kullanildi. Ayn1 sekilde Wichman da insan HDL ve LDL lipoproteinleri ile sefaroz
jel kromatografisinde, denatiire edici ajanlar kullanmadik¢a bu lipoproteinlerin eliie
olmadigmi bildirmektedir. Yine Wichman da Triton X-100 ve SDS kullanarak kismi
desorpsiyon saglamistir (60).

Ar1 Helenius ve Kai1 Simons ¢alismalarinda, deoksikolat ve Triton X-100’{in
misel soliisyonlarinda lipofilik proteinlerin, bu deterjanlarin biiylik miktarlarini
bagladiklarini, bunun tersine hidrofilik proteinlerin ise deterjanlara ¢ok az
baglandigini ya da hi¢c baglanmadigini gosterdiler. Bu arastiricilar triton X-100’{in
iyonik baglarla bagli olamayacagmi, hem deoksikolat hem de Triton X-100’in,
membranda ya da lipoproteinlerde, lipidler tarafindan isgal edilen proteinler
iizerindeki hidrofobik bolgelere baglandiklarini ileri siirdiiler. Deterjan muamelesi ile
uzaklastirilan lipid, deterjan baglanmasi, lipid baglanmasi ile yer degistirerek protein
ylizeyinde misel benzeri bdlgeleri olusturabilir. Bu 1limli deterjanlar, goriinebilir

olarak kalan bu proteinlerin konformasyonunu degistirmeksizin degisim yapabilirler.

(61).

Deterjanlar amfifilik yapiya sahiptir. Hidrofobik kuyruk kisimlariyla
hidrofobik yapilara baglanirlar (62).

Calismamizda Biitil Sefaroz HiK’ye, deterjan Triton X-100 mobil faza

katilarak tatbik edildi. Ilki void voliim olmak iizere retensiyon zamanlar birbirinden
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farkli olarak AYIV’nin ve MRGIV ’nin iki, diger yaglarin intestinal VLDL nin ise {i¢
fraksiyona ayrildig1 goriildi. AYIV’nin ve MRIV nin neden iki fraksiyona ayrilirken
digerlerinin neden ii¢ fraksiyona ayrildigini, doymusluk-doymamishk o6zellikleri ile
aciklamak miimkiin degildir. Bu farkliklik, bu yaglarin silomikron sentezi sirasinda
izledikleri yollarin farkliligindan veya igerdikleri minor bilesenlerden kaynaklaniyor

olabilir.

Fraksiyonlar ¢ok seyreltik oldugu icin elektroforetik analizde bu fraksiyonlara
ait band goriilmedi. TAG/protein yonteminin deteksiyon limitleri icerisinde tespit
yapilamadi. Bu nedenle yaglardan elde edilen intestinal VLDL nin, HIK sonucunda

ayrilan fraksiyonlar1 analiz edilememistir.

Daha once lipoproteinlerin hidrofobik ayrimi yapilmadigi icin baska
arastirmalarla kargilastrma yapmak mimkiin degildir. Fakat mevcut sonugclar,
intestinal VLDL’nin hidrofobik dereceleri biribirinden farkli fraksiyonlar

icerebilecegini ve bu agcidan homojen olmadigina isaret etmektedir.

Siddiki yaptig1 calismada, silomikron sentezi swrasinda, endoplazmik
retikulumda {iretilen triagilgliserollerin, endoplazmik retikulumda daha 6nceden
sentezlenmis olan apoB-48 igeren pre-silomikronlarla birlestigini ve muhtemelen bir
miktar triagilgliseroliin de golgide eklendigini belirtmektedir (12). Bu baglamda,
sentez sirasinda apoB-48’e eklenen bu lipid damlaciklarinin, intestinal VLDL nin
hidrofobik yiizeyle karsilastiklar1 zaman eklendikleri gibi ayni sekilde ayrildiklari
diisiiniilebilir. Ancak bunu sdyleyebilmek icin fraksiyonlarm daha fazla caligmalarla

detayl1 analiz edilmesi gerekmektedir.

Yeterli miktarda surfaktan madde (6rn. deterjan) suda ¢oziildiiglinde, ylizey
gerilimi azalir ve hidrokarbonlardaki ¢oziiniirliik gibi ¢ozelti 6zelliklerinden bazilari
onemli derecede degisir. Bu degisimler minimum bir surfaktan derisimine ulasincaya
kadar gozlenmez. Iste bu degisimlerin gdzlenmeye basladigt minimum
konsatrasyona “kritik misel konsatrasyonu” denir (63). Bu konsantrasyondan sonra

surfaktan konsatrasyonunun arttirilmasi sonucu miseller teskil eder.

KMK’y1 etkileyen faktorlerden en 6nemlisi surfaktanin yapisidir. KMK’yi

etkileyen faktorler: 1) Hidrofobik gruplardir; hidrokarbon zincirini uzunlugu
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belirleyicidir. KMK karbon sayisiyla logaritmik olarak azalir. 2)Hidrofilik grup
(iyonik yapidan non-iyonik yapilara kadar pek ¢ok yap1) da KMK’yi etkiler. 3)
Kars1 yiiklii 1iyonlarin etkisi ; tek degerlikli, iki ya da ii¢ degerlikli iyonlara degisme,
KMK’de keskin bir diisiise neden olur. 4) Tuz eklenmesi: elektrolitler cogu
surfaktanin KMK’nin diigmesine neden olur. 5) Misel lizerinde sicakligm etkisi genel

olarak azdir (64).

Kullandigimiz Triton X-100’iin KMK yaklasik 0,24 mM’dir (65). HIK’de
modifiye edici ajan olarak kullandigimiz Triton X-100, % 0,0125 konsantrasyonda
ve KMK’nin altindadir. Dolayisiyla Triton X-100 misellerinin olugmasi s6z konusu
olamaz. O nedenledir ki ¢alismamizda HIK sonras1 goriilen piklerin Triton X-100
misellerinin olmast bu ylizden s6z konusu degildir. Cesitli deterjanlarla,
lipoproteinlerin etkilesimine dair calismalar mevcuttur. Ornegin HDL’nin Triton X-
100 ile muamelesi sonucunda KMK’nin iistiinde, HDL’nin daha kiiciik parcalara
boliindiigli verilmektedir (60). Her ne kadar ¢alismamizda KMK’de kullanmamis
olmamiza ragmen HIK sonrasinda elde edilen fraksiyonlarm Triton X-100 miselleri
olup olmadigini arastrimak i¢in PMIV ve AYIV karistirilip bir havuz olusturuldu ve
intestinal VLDL hem Triton X-100 hem de fosfat tamponu kullanilarak yapilan jel
filtrasyon kromatografisinde hem % 4 hem de % 6 agarozda her iki kromatografi
sonucunda da tek pikin goriilmesi, mevcut ¢alisma sartlarinda deterjanin HDL’de

oldugu gibi intestinal VLDL’1 daha kii¢iik pargalara ayirmadig1 anlasilmaktadir.

Deterjanlarm, insan plazma liporotein ile muameleleri tizerindeki etkileri,
Pownall tarafindan arastirilmistir. Buna goére deterjanla LDL muamelesi, onun
biiyiikliigiinde herhangi bir degisiklik yapmazken, HDL ile deterjanlarin (sodyum-
kolat) muamelesi sonucunda HDL, iki farkli fraksiyona ayrilmistir. Deterjan
perturbasyonunda, anahtar basamagin karigik misellerin olusumu oldugu ileri

stirtilmiistiir (66).

Non-iyonik deterjanlarin genel olarak daha ilimli oldugu ve denaturasyona
sebep olmadig: bildirilmistir. Bu tiir deterjanlarin KMK, deterjanin alkil zincirinin
uzunlugu ile azalmakta, ¢ift baglarin ve dallanma noktalarinin ilavesi ile artmaktadir.
Bu tiir deterjanlarin, amfipatik yapilar1 geregi hidrofobik yiizeylerle olan
etkilesimleri, onlarin hidrofobik kuyruklar1 ile olmaktadir (62).



81

Yine bir non-iyonik deterjan olan Triton WR-1339 ile normolipidemik
Rhesus maymunlarindan elde edilen plazma LDL ve HDL’nin, in vitro ve in vivo
etkilesimleri incelenmistir. Burada da Triton’un tercihen HDL ile etkilesim
gosterdigi, bu lipoproteinin biiylikliik ve dansitesini degistirdigi ve apoE, apoA-I ve
apoA-II gibi lipoproteinleri HDL’den uzaklastirdigi oysa LDL ile en az etkilesime
girdigi ve LDL’de olusan yapisal degisimin minimum oldugu, apoB’yi yapidan
uzaklastrmadigi  gosterilmistir.  Fakat bu calismada kullanilan  deterjan
konsantrasyonu (1-2 mg Triton/mg HDL protein) bizim ¢alismamizda kullanilanin

cok iizerinde bir konsantrasyondur (67).

Yamamoto, kopek plazma HDL ile Triton WR-1339 etkilesimini, in vitro
olarak incelendiginde, KMK’nin iistiinde konsatrasyona bagimli olarak HDL’de
yapisal degisimler oldugunu gdostermistir. Bunun sonucunda apoA-I, HDL
ylizeyinden progresif olarak ayrilmistir. Ancak KMK’nin altinda, HDL kiiresel
seklini muhafaza etmistir. Boylece Triton WR-1339’un dozuna bagimli olarak ya
HDL’nin ylizeyini stabilize ettigi ya da HDL patikiiline niifuz ederek

parcalanmasina sebep oldugu ifade edilmistir (68).

HDL’nin diskoidal yapismi bir arada tutan en onemli faktdr elektrostatik

etkilesimlerdir (69).

Plazma lipoproteinlerinin yiizey ozelliklerini agiklamak icin lipoprotein
modelleri lizerinde ¢aligmalar yapilmis ve lipoproteinlerin yiizey tek katmanlarinin
fiziksel Ozellikleri, ara-ylizey polaritesi, yiizey lateral diflizyon ve yiizey lipid
akiskanliklarinin, yilizeye lokalize probun floresans davraniglariyla iligkili oldugunu
gosteren pek ¢ok ¢alismada rapor edilmistir. Calismalarin cogunda dogal lipoprotein
ve model lipoproteinlerdeki ylizey ozellikleri ve enzimatik reaktivitenin tek katli

ylizey protein ve kolesterol igerikleri ile ilgili oldugu vurgulanmistir.

Yaglarm sahip olduklar1 yag asidi kompozisyonlarmin onlarm akigkanligini
etkileyip etkilemedigini tespit edebilmek amaciyla da bazi caligmalar yapilmistir.
Buna gore genel olarak akigkanlhigin, besinsel yaglarin yag asidi
kompozisyonlarimdan daha ¢ok triagilgliserol ve kolesterol iceriklerine bagli oldugu

goriilmektedir. Caligmalarin genelinde, kolesterol ile beslenmenin LDL ve VLDL’de
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akiskanligr azaltignt HDL’de ise minimum degisikliklere sebep oldugu

vurgulanmustir.

Motta ve ark. (70) bakir eksikligi bulunan farelerden ve kontrol grubu
farelerinden, triacilgliserolden zengin lipoproteinler (TGRLP), izole etmislerdir.
Floresans polarizasyonunu, 1,6-difenil-1-3-5-hekzatrien (DPH)’nin floresans
anizotropisi ile belirlemislerdir. Bakir eksikligi olan farelerden elde edilen
TGRLP’nin kontrol grubu farelerinden elde edilen TGRLP’ye gore daha akigkan
oldugunu bulmuglar. Akiskanliktaki bu yiiksekligin, diisiik kolesterol ile iliskili
oldugunu: peroksidasyonun indiikledigi hasarin 6zellikle bakir eksikligi bulunan
farelerden elde edilen lipoproteinlerde, lipid fraksiyonunun daha diizenli bir durumda

olmasiyla sonuglandigini ileri stirmiiglerdir.

Sola ve ark. (71) insan HDL’sinin akiskanlig1 iizerinde besinsel yaglarin
etkisi ¢aligmalarinda, HDL floresans anizotropisini, floresans polarizasyonla, DPH
ile dlcerek, HDL’ nin fosfolipidlerindeki oleik asit ve triacilgliserol yiizdesinin, bu

lipoproteinler iizerinde akiskanlig1 arttirict bir etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.

Taus ve ark. (72) karaciger sirozu hastalarindan elde edilen LDL akiskanlig1
calismalarinda; DPH floresans probu kullanilarak LDL’in kimyasal kompozisyonmu
ve karaciger sirozundaki akiskanlig1 arastirmiglardir. Sonugta sirozlu hastalarda LDL
akiskanliginda yiikselme gozlenmistir. Bu yiikselmenin artmug trigliserid igerikleri

yiiziinden olabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Berlin ve ark. (73) domuz lipoproteinlerinin akiskanlig1 ve kompozisyonunu
diyet yaglar1 ve kolesterol ile indiikledikleri calismalarinda, kolesterol ile
beslenmenin VLDL akiskanligini azalttigini, LDL akigkanligint minimum derecede

azalltigini, HDL akigkanligi lizerine etkisinin olmadigini ileri siirdiirler.

Bizim c¢alismamizda, TAG/protein yonteminin deteksiyon limiti igerisinde
tespit yapilamadigi i¢in kolesterol analiz edilememistir. Ayrica floresans
polariasyonu ile de analiz yapilmadigi i¢in intestinal VLDL’in akigkanlig1 {izerine bir

degerlendirme yapmak miimkiin olmamustir.
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Calismamizda tereyag1 ve palm yagindan elde edilen intestinal VLDL, balik
yag1 ve aycicek yagmdan elde edilen intestinal VLDL’ye gdre HIK sabit faz1 ile daha
az etkilesim gOstermistir. Monounsature yag asitlerinden zengin olan zeytinyagindan
elde edilen intestinal VLDL 'nin sabit faz ile etkilesimi ise doymus yaglarmn sabit faz
ile etkilesim derceleri arasindadir. Tereyag1 intestinal VLDL nin, doymus yag asidi/
doymamis yag asidi orani 1,6, margarin yag1 intestinal VLDL nin doymus yag asidi/
doymamis yag asidi orani 1,1, palm yagi intestinal VLDL’ ’nin doymus yag asidi/
doymamis yag asidi oram1 0,6 iken balik yagi intestinal VLDL nin 1,2 ve aycicek
yagmin intestinal VLDL’nin 0,5 dir. Buradan da goriilebilecegi gibi intestinal
VLDL’in doymus yag asidi/doymamis yag asidi oranlar1 ile hidrofobik etkilesimleri
arasinda birebir ortiisme bulunmamakadir. Burada etkili olabilecek diger bir faktor
ise lipoprotein partikiillerinin boyutudur. Genel olarak kiiciik kiiresel misellerin,
termodinamik olarak daha dayaniksiz olduklar1 ve yiizey/hacim oranlar1 daha biiyiik
oldugu icin yiizey molekiillerinin bas gruplar1 arasindaki boslugun daha biiyiik
oldugu, daha biiyiik misellere gore suyla daha ¢ok temas ettikleri bildirilmistir (54).
Buna sebep olabilecek diger bir faktor ise yag asitlerinin alkil zincirlerinin
uzunluklar1 ve cis-trans konfiglirasyonlaridir. Ayrica yaglarm mindr bilesenlerindeki
(alfa tokoferoller, steroller, fenolik bilesenler, hidrokarbonlar, triterpenik alkoller,
alifatik alkoller, renk vericiler, aroma bilesenleri gibi) farklikliklarm da bu
hidrofobik etkilesimlerin farklikliklarinda etkili olabilecegi belirtilmektedir. Ancak
bunlardan hangisinin daha etkili oldugu ileride yapilacak c¢alismalarla

belirlenebilecektir.

Calismamizda yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in kapasite faktorleri

(k) degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamuistir.

Miseller her bir surfaktan monomerlerinin non-kovalent agregasyonuyla
olusan degisken yapilardir. Bu nedenle onlar kiiresel, silindirik veya diiz olabilirler.
Misel sekli ve biiyiikliigii, genel surfaktan konsatrasyonu, surfaktan kompozisyonu
(karigik surfaktan sistemleri durumunda) iyonik gii¢, PH ve sicaklik degisen soliisyon
durumlarinin yanisira degisen surfaktan kimyasal yapisiyla da kontrol edilebilir.
Ozellikle soliisyon kosullarina ya da surfaktan tipine bagl olan kiiresel miseller,

silindirik miseller i¢inde tek boyutlu olarak ya da ¢ift katli ya da diskoidal miseller
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icinde iki boyutlu olarak gelisebilir. Misel gelisimi 6ncelikle surfaktan bas gruplar
tarafindan kontrol edilir ¢linkii hem ¢ift boyutlu hem de tek boyutlu gelisme misel
ylizeyindeki her surfaktan molekiili basina diisen mevcut alani azaltmak ig¢in
surfaktan bas gruplarin birbirlerine yakinlagsmasina ihtiyag duyarlar ve misel

yiizeyinin kavisliligi bu nedenledir (59).

Calismamizda, misel yapisina etki eden faktorlerden NaCl ve pH degisimleri
en fazla BLKIV’ni etkilemektedir. Buna paralel olarak BLKIV’in 14 dk
vortekslenme sonrasi absorbanslarinda meydana gelen azalma ki bu lipoprotein
partikiiliniin daha kii¢lik parcalara ayrildigmnin bir ifadesidir, her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli olmasa da diger yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in
absorbanslarindaki azalmaya oranla en belirgin olandir. Buradan da BLKIV, misel
yapisindaki monomerleri bir arada tutan kuvvetler dikkate alindiginda elektrostatik
etkilesimlerin diger yaglardan elde edilen intestinal VLDL’e gore daha baskin

oldugu sdylenebilir.

PLMIV disinda tiim yaglardan elde edilen intestinal VLDL’in pH’daki artisa

kars1 duyarl olduklar1 gortiilmektedir.

Misel olusumunu saglayan en 6nemli itici giig, hidrofobik zincirler arasindaki
hidrofobik etkilesimdir. Ayrica diger bir giic olarak elektrostatik etkilesimlerin de
etkili oldugu bilinmektedir (69).

Guha ve ark. LDL’deki fosfatidil kolin agil zincirlerinin, zincir uzunluklarinin
azalmasinin veya cis unsaturasyonunun artmasinin, disk seklindeki HDL’1 destablize
ettiklerini ve HDL’nin ayrigsmasina sebep olduklarini ifade etmislerdir. Yine zincir
uzunlugu arttik¢ca hidrofobik etki artmaktadir. Bu nedenle hidrofobik etkilesim disk
stablizesinde en Oonemli unsurdur. Ayrica pH ve tuzun misel yapismna etkilerinden
hareketle elektrostatik etkilesimlerin de HDL yapismin stabilizesine katkida
bulundugunu ifade etmislerdir (69).

Elektroforez analizi sonrasinda ise farkli yaglardan elde edilen intestinal
VLDL’in elektroforetik mobiliteleri arasinda fark bulunamamistir. Elektroforezde
silomikronlar orjinde kalirken, intestinal VLDL jel igerisine niifuz etmis ve

yayilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calisgmamizda, farkli yaglarla beslenen ratlardan elde edilen torasik lenf
intestinal VLDL’nin hidrofobik o6zellikleri, tiirbidite analizleri, elektroforetik
analizler, trigliserit/protein oranlar1 ve hidrofobik interaksiyon kromotografisi ile
degerlendirilmistir. Doymus yag asitlerinden elde edilen intestinal VLDL, doymamis
yag asitlerinden elde edilen intestinal VLDL’e gore vorteksleme sonrasinda daha
fazla agregasyon gosterdiler. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmadi. Doymus yag asitlerinden elde edilen intestinal VLDL, hidrofobik sabit
fazla (biitil sefaroz) daha az etkilesim gosterirken, BLKIV, daha fazla etkilesim
gosterdi. Misel yapisina etki eden faktorler acisindan alt1 farkli yagdan elde edilen
intestinal VLDL karsilastirildiginda, BLKIV nin misel yapisinin digerlerine gore
daha dayaniksiz oldugu gozlendi ve intestinal VLDL’in yiizey hidrofobisitelerinde
icerdikleri yag asidi kompozisyonunun ve/veya lipoproteinlerin misel yapisinda
lipidlerin organizasyonlarmin da rolii olabilecegi sonucuna varildi. Balik yaginda
bulunan baslica eikosapentaenoik asit (EPA) ve dekosapentaenoik asit (DHA) gibi n-
3 poliansature yag asitlerinin, in vivo triagilgliserol biyosentezini azalttigi ve VLDL
yapisindaki triacilgliserol miktarini diistirdiigii (74) EPA ve DHA’nm inflamasyonu
baskilayarak (75) koroner kalp hastalig1 riskini azalttig1 (76), ateroskleroz gelisimini
olumlu etkiledigi bilinmektedir. BLKIV’nin bu olumlu 6zelliklerinin misel yapismin
dayaniksiz olmasmndan kaynaklaniyor olup olmadigmnin belirlenebilmesi i¢in daha

fazla calismaya gerek oldugu kanaatine varilmistir.
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