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OZET

Kitotriozidaz (CHIT) aktive makrofajlardan salinan bir enzimdir ve
Gaucher hastaligi, sarkoidoz, [(-talasemi, malarya, diyabet, norolojik
hastaliklar ve atheroskleroz gibi birgok bozuklugun etyopatogenezinde rol
oynadidi kabul edilmektedir. Kitotirozidaz aktivitesinin makrofaj aktivasyonun
bir gostergesi oldugu 6ne surtlmustur. Prolaktin ireme, gebelik ve laktasyon
olaylarinda o6nemli role sahip olmasinin yaninda buyume-gelisme,
metabolizma, immun regulasyon ve karsinogenez gibi birgcok biyolojik strecte
de etkilidir. Prolaktinin immudn sistem Uzerinde 6nemli etkilerinin oldudu,
gerek humoral gerekse hiicresel immiiniteyi uyardigi kabul ediimektedir. in
vitro olarak prolaktinin CHIT gen ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir. CHIT
ve prolaktinin her ikisinin de atherosklerotik fenotipe katkida bulundugu ve
atherosklerotik lezyonlarda artmis oldugu gosterilmigtir.

Bu calismada bir makrofaj aktivasyon belirteci olarak tanimlanan
CHIT ile immin sistem Uzerinde modulator etkileri olan prolaktinin
inflamatuvar bir slre¢ olan atheroskleroz olusumu Uzerine olasi iligkisinin
incelenmesi amaglandi. Calismada CHIT ve prolaktin duzeylerinin iligkisinin
incelenmesi amaciyla hiperprolaktinemik (H-PRL; 85 kadin, 36 erkek) ve
makroprolaktinemik (M-PRL; 14 kadin, 5 erkek) hastalar kontrol grubu (37
kadin, 17 erkek) ile karsilastirildi. CHIT enzim aktivitesi florometrik yontemle,
CHIT kutle dizeyi ise ELISA ile tayin edildi. Ayrica hiperprolaktinemide
oksidan-antioksidan sistemleri arastirmak amaciyla lipit profili, lipit
peroksidasyon belirteci olarak malondialdehit (MDA) ve total antioksidan
kapasite (TAK) ¢aligildi.

Calismamizda H-PRL grubunda CHIT-kutle dizeyinin kontrol (p
<0.01) ve M-PRL (p<0.05) gruplarindan didsuk oldugu bulundu. CHIT
aktivitesinin gruplar arasinda farkhlik gdstermedigi saptandi. CHIT-kutle ile
CHIT aktivitesi arasinda kontrol ve M-PRL gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif iliski saptandigi halde H-PRL grubunda bu iligkinin olmadigi

goruldu. CHIT-kutle ve aktivitesinin kontrol grubunda yasla pozitif korelasyon



gosterdigi ancak H-PRL ve M-PRL gruplarinda bu korelasyonun bulunmadigi
saptandi. Serum glukoz duzeyinin ve lipit parametrelerinin gruplar arasinda
farkh olmadigi goéruldi. Serum prolaktin ve CHIT-kutle duzeyleri, CHIT
aktivitesi ve lipid parametreleri arasinda galisma gruplarinda anlamli bir iligki
g6zlenmedi. Serum TAK’nin H-PRL ve M-PRL gruplarinda kontrol grubuna
gore anlaml sekilde daha ylksek oldugu saptandi. Serum MDA duzeyi
gruplar arasinda anlamli farklilik géstermedi.

Sonu¢ olarak bu calismada, in vitro sartlarda prolaktinin CHIT
indUksiyonuna yol actigi yonundeki verilerin aksine H-PRL grupta serum
CHIT-kutle dizeyinin M-PRL ve kontrol gruplarindan anlaml olarak daha
dusuk oldugu bulundu. Hiperprolaktinemik gruplarda lipit parametrelerinin ve
atherojenik  indeksin kontrol grubuna  gore  farkli olmamasi
hiperprolaktineminin belirgin dislipidemi ile birlikte olmadigi bulgusunu
destekler nitelikteydi.

Anahtar Kelimeler: Kitotriozidaz, prolaktin, makroprolaktin,
atheroskleroz, oksidan-antioksidan sistem.



SUMMARY

THE RELATIONSHIP OF CHITOTRIOSIDASE WITH
HYPERPROLACTINEMIA

Chitotriosidase (CHIT), an enzyme released from active
macrophages, has been accepted to play role in the pathogenesis of several
disorders, such as Gaucher disease, sarcoidosis, B-thalassemia, malaria,
diabetes, neurological diseases and atherosclerosis. It is also suggested to
be an indicator of macrophage activation. In addition to its pivotal role in
fertility, maternity and lactation, prolactin effects many biological processes
such as growth, metabolism, immune regulation and carcinogenesis. It is
accepted that prolactin has a vital effects on immune system by stimulating
both humoral and cellular immunity. It was observed that prolactin increased
expression of CHIT genes. Moreover, it was suggested that both CHIT and
prolactin contribute to expression of atherosclerotic phenotype and they were
shown to be increased in atherosclerotic lesions.

In this study, CHIT, identified as a macrophage activation indicator,
and prolactin, an immune system modulator, were evaluated in order to
investigate their possible association with atherogenesis which is an
inflammatory process. In order to examine the relation between CHIT and
prolactin levels, hyperprolactinemic (H-PRL) patients (85 female, 36 male; n:
121), macroprolactinemic (M-PRL) patients (14 female, 5 male; n: 19) and
control group (37 female, 17 male; n: 54) were included in this study. CHIT
enzyme activity and mass were determined by a fluorometric assay and
ELISA, respectively. Moreover, lipid profile, malondialdehyde (MDA) a lipid
peroxydation indicator, and total antioxidant capacity (TAC) were evaluated
in order to investigate the oxidative and antioxidative systems in
hyperprolactinemia.



CHIT-mass level of the H-PRL group was significantly less than
those of the control (p<0.01) and M-PRL (p<0.05) groups. It was observed
that CHIT activity did not differ among the study groups. There was a
significant positive correlation between the CHIT-mass and CHIT activity in
both the control and M-PRL groups, but not in the H-PRL group. It is detected
that both CHIT-mass and CHIT activity had a positive correlation with age in
the control group; but not in the H-PRL and M-PRL groups. It was observed
serum glucose and lipid profile parameters dwere not different between the
study groups. There was not any significant correlation between the prolactin
and CHIT-mass levels, CHIT activity and lipid profile parameters in any of the
study groups. Serum TAC levels were significantly higher in both the H-PRL
ve M-PRL groups compared with those of the control group. Serum MDA
levels were not different among the study groups.

In the present study, in contrast with the findings of in vitro studies
which reported that prolactin induced CHIT expression, serum CHIT-mass
concentration was significantly lower in H-PRL group compared with those of
the M-PRL and control groups. Since serum lipid parameters and
atherogenic index were not different between the study groups we conclude
that hyperprolactinemia does not accompany with dyslipidaemia.

Keywords: Chitotriosidase, prolactin, macroprolactin,

atherosclerosis, oxidative-antioxidative system.



KISALTMALAR

GH: Glikozid hidrolaz
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Big PRL: Dimerik form prolaktin

Big-big PRL: Polimerik form prolaktin, makroprolaktin
PEG: Polietilenglikol

G-CSF: Grandilosit- koloni uyarici faktor

IL: interldkin

GM-CSF: Grandilosit-monosit koloni uyarici faktor
PTK: Protein tirozin kinaz

P13-K: Fosfatidil inositol 3 kinaz

MAPK: Mitojen aktive kinazlar

PCOS: Polikistik over sendromu

DMSO: Dimetilsiilfoksit

vii



GiRiS

1. Kitin ve Kitinazlar

Kitin, N-asetilglukozamin monomerlerinin (3-1,4 glikozid bag ile
baglanmasiyla olusan lineer ¢6ziinmez bir polisakkarittir ve bircok kabuklu,
artropod, fungus ve parazitik nematodlarin ortak yapisal elemanidir. Bu
patojenler kitini konakgi olduklari hiicrede kendilerini zor sartlardan korumak
icin kullanirlar. Kitin metabolizmasi primer olarak yapim ve yikim enzimleri
olan kitin sentaz ve kitinaz enzim sistemleri tarafindan kontrol edilir (1).

Genel olarak kitinazlar yapi ve katalitik mekanizma farklihgina gore
glikozid hidrolaz 18 ve 19 (GH18, GH19) olarak 2 gruptur. GH19 daha ¢ok
bitkilerde tanimlanmigtir. Ayrica yakin zamanda yapilan ¢alismalarda GH48
ve GH20 protein ailelerinde de kitinaz aktivitesi saptanmistir (2).

insan viicudunda yapisal eleman olarak kitin bulunmaz ve kitin
sentez veya metabolize edilemez. insan genomunda kitinaz ve benzeri
proteinleri kodlayan GH18 ailesine ait 8 adet gen bulunmustur (2). Bu genler
tarafindan kodlanan 8 proteinden 3 tanesi enzim aktivitesi gostermektedir.
Bunlar; fungustatik etkisi oldugu belirlenen ve aktif makrofajlardan salinan
kitotriozidaz (CHIT) (3), dogal bagisiklik mekanizmasi ve besinlerin
sindiriminde rol aldigi ileri surulen, daha ¢ok gastrointestinal kanal ve
akcigerlerde bulunan asidik memeli kitinaz (2,4), ve Kkitinin yani sira
asparajinle baglanmigs glikoproteinlerin lizozomal yikiminda rol alan di-N-
asetilkitobiazdir. GH18 ailesinin diger proteinleri, hidrolitik enzim aktivitesi
gostermeyen fakat oligosakkarit baglayabilme yetenegi olan, kitolektin olarak
da adlandirilan proteinlerdir (2).

2. Kitotriozidaz

Kitotriozidaz, 6zellikleri ilk tanimlanan memeli kitinazdir. CHIT enzim

yuksekligini ilk kez 1994’de Hollak ve ark. (5) semptomatik Gaucher



hastalarinin plazmalarinda saptamislar ve bu kitinaza, sentetik substrat olan
kitotrioz'a da etki etmesi nedeniyle bu adi vermiglerdir.

Boot ve ark. (6) tarafindan 1995'te insan CHIT  cDNA’si
klonlanmis ve amino asit dizisi belirlenmistir. insan CHIT geni 1q31-q32'de
bulunur ve 12 ekzondan olusan 20 kb’lik dizi igerir. insan dokularinda CHIT
molekuler kutle ve isoelektrik nokta bakimindan heterojeniteye sahiptir. Major
izoform 50 kDa kutlesinde nétrofilik grantlosit dnctilllerinden sentezlenen ve
granillerinde  depolanan formdur. Bir kisim enzim makrofajlarin
lizozomlarinda proteolitik isleme ugrayarak farkli izoelektrik noktaya sahip 39
kDa kiitlesindeki forma déniiserek depolanir (Sekil1). insanlarda kitinaz
protein ailesinin 8 tyesinden 7’sinin genleri CHIT geni gibi 1. kromozomda
bulunmakta, bir tanesinin geni (CHID1) 11. kromozomda (11p15.5) yer
almaktadir (7).
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Sekil-1: Kitotriozidazin genomik yapisi (6).

insanlarda major kitinaz olan CHIT enziminin sentez ve salinimi uyari
sonucunda aktiflenmig (olgun) makrofajlar ve polimorfonukleer notrofillerden

(PMN) olmaktadir (8). Bu nedenle “insan fagosite-6zel kitinaz” olarak da



adlandiriimaktadir. insanlarda aktive olmamis monosit ve lenfositlerde
anlamli sentez ve salinimi yoktur (9).

Degisik etnik gruplarda, CHIT aktivitesinin resesif gecisli eksikligi
tanimlanmistir (CHIT geni 10. ekzon 24 bp duplikasyonu). Homozigot olan
bireylerde enzim tamamen inaktiftr ve bu bireylerde CHIT aktivitesi
saptanamaz. Sadece tek bir mutant allel tasiyan (heterozigot) bireylerde ise,
normal aktivitenin yaklasik yarisi aktivite saptanir (10). Homozigot mutant
allel siklig1 Avrupa’da ortalama %6-8, Afrika’da ise %0 olarak bulunmustur
(11).

Normal
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Sekil-2: Kitotriozidaz aktivitesi eksik bireylerde mRNA’daki bozukluk (6).

2.1. Kitotriozidaz va Klinik Durumlarla iligkisi

2.1.1. Kitotriozidaz ve Gaucher Hastaligi

1994°’de Hollak ve ark. (5), semptomatik Gaucher hastalarinin
plazmalarinda yaklasik 1000 kat artmis CHIT yuksekligi gdstermislerdir.
Gaucher hastaligi, lizozomal bir enzim olan glukoserebrozidaz aktivitesindeki
eksiklige bagl olarak makrofajlarin lizozomlarinda glukozilseramid birikimi ile
karakterizedir. Lipit yukla makrofajlarin birikimi, hepatosplenomegali, kemik
lezyonlari ve daha nadir olarak ndrolojik anormalliklere neden olur (5).
CHITin Gaucher’li hastalarda lipit-yuklti makrofajlar tarafindan sentezlendigi
gOsterilmigtir (6,12). Bu bulgu ayrica Gaucher’li hastalarin dalak kesitlerinde
glukozilseramid ile CHIT aktivitesi arasindaki dogrusal iligki ile de



desteklenmistir. Kultir yapilmis Gaucher hucresi modelinde, salinan
proteinlerin yaklasik %10’'unu CHIT olusturmaktadir (3).

Yapisi  degistiriimis  rekombinant insan  glukoserebrozidazin
(Imiglucerase) intravenoz infuzyonuna dayali enzim yerine koyma tedauvisi,
Gaucher hastalarindaki organomegali ve hematolojik anormalliklerde 6nemli
duzelmeler saglamigtir. Enzim yerine koyma tedavisinin pahali olmasi ve
klinik iyilesmenin yavas olmasi (en az 3-6 haftalik tedavi) nedeni ile tedavi
cevabinin takibinde erken gosterge olabilecek ikincil biyokimyasal belirtegler
arastinimistir. Ayrica enzim yerine koyma tedavisi baslanan hastalarda klinik
iyilesmeye paralel olarak serum CHIT aktivitesi hizla digsmekte, ancak
normal degerlere erisiimemektedir (5).

2.1.2. Kitotriozidaz ve Sarkoidoz

Sarkoidoz, granulom olugsumunda rol oynayan aktive olmus T-
lenfositler ve mononukleer fagositlerin birikimi ile karakterize etyolojisi
bilinmeyen multisistemik grantlomatoéz bir hastaliktir (13). En sik 6zellikle
hiler ve mediastinel lenf nodlari olmak Uzere akcigerleri tutan bir hastalik
olmasina karsin; gozleri, cildi, periferik lenf nodlarini, bobrekleri, eklemleri,
kaslari ve merkezi sinir sistemini tutabilmektedir (14). Genellikle iyi bir
prognoza sahip olmasina karsin, bazi hastalarda ilerleyici interstisyel akciger
hastaligi gelisip fibrozisle sonuclanabilmektedir (15). Prognozu ve klinik
cesitliligi ongodrilemeyen bir hastalik olan sarkoidozda, klinik sonuglar igin de
guvenilir bir gosterge bulunmamaktadir (16).

Aktif sarkoidozlu ¢ogu hastada bronkoalveolar lavaj ve serum
orneklerinde CHIT aktivitesi olduk¢a ylksek bulunmustur. Akciger disinda
diger organ tutulumu olan hastalarda da akcigere izole forma gdre daha
yuksek CHIT aktivitesi saptanmistir (14). Bununla birlikte kortikosteroid
tedavisi alan ve remisyonda olan ¢ogu hastada CHIT aktivitesinde dusus
gorulmustir (15). Ayrica sarkoidozun evreleri ile CHIT aktivitesi arasinda
iliski bulunmus, ileri evrelerde anlamli olarak aktivitenin daha yiksek oldugu
gosterilmigtir (17). Sarkoidoz digi akcigerin grantlomatoz hastaliklarinda ise
(tuberkuloz, interstisyel akciger hastaliklar) serum CHIT aktivitesinde dnemli
bir artis olmadidi bildirilmistir (18,19).



2.1.3. Kitotriozidaz ve B-Talasemi

B-Talasemi, bozulmus eritropoezle sonuglanan, hemoglobinin B-
globin zincir sentezinde genetik defektle karakterize hematotolojik bir
hastaliktir. Bu hastalikta CHIT aktivitesinde artis oldugu saptanmistir (6).
Serum ferritin duzeylerinin yukseldigi ve Uriner demir atiiminin arttigi yogun
bir transfuzyonu takiben, B-talasemi majorlu hastalarin ~% 10’unda, Gaucher
hastalarininki kadar yiuksek plazma CHIT aktiviteleri saptanmistir. Bu
hastalardaki plazma CHIT ylksekligine, makrofajlarda demir ve eritrosit yikim
drtnlerin birikmesinin yol actigi dusunulmektedir (20). CHIT seviyelerinin
hem ferritin dizeyleri ile hem de yil basina dusen kan transflzyonu sayisi ile
anlamli korelasyon gosterdigi bildirilmistir (21).

2.1.4. Kitotriozidaz ve Malarya

Malarya tropikal bolgelerde baslica morbidite ve mortalite
sebeplerinden biridir. Plasmodium falcifarum malaryasi en 6lumcual formdur
ve hem insidansi hem de antimalaryal ilaclara direng giderek artmaktadir.
Malaryal infeksiyonlarda, timor nekrozis faktor-a (TNF-a) gibi makrofaj
bagiml faktorlerin hematolojik anormalliklerin patogenezinde ve makrofaj
disfonksiyonundaki rolti uzun zamandir bilinmektedir (22).

Barone ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada, Afrikali saglikli gocuklarda ve
malaryali ¢ocuklarda, beyaz irkli ¢ocuklara gére CHIT seviyelerinin daha
yuksek oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica Afrikali malaryali gocuklarda CHIT
seviyelerinin Afrikali saghkh cocuklara gore anlamli olarak daha yuUksek
oldugunu gostermiglerdir (22).

2.1.5. Kitotriozidaz ve Diyabet

Diyabet vakalarinin %90-95’ini olugturan tip-2 diyabet, dinya
capinda kardiyovaskuler morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenidir (14).
Diyabet, insilin direnci ve yetersiz insulin sekresyonunun kombinasyonu
sonucu meydana gelen hiperglisemi ile karakterizedir. Kronik hiperglisemi,
uzun ddénemde birgok organ ve dokuda yapisal zarar, disfonksiyon ve
yetmezlige yol agarak kronik ve multipl komplikasyonlara yol agmaktadir. Bu
komplikasyonlar siklikla retinopati, nefropati ve noéropati gibi mikrovaskuler
iskemik degisikliklerle karakterizedir (14).



Diyabette endotelyal disfonksiyon ve bozulmus insulin duyarlliginin
atherosklerotik ilerlemede rol oynadigr dusunulmektedir. CHIT aktivitesi yeni
tani almis, tedavi edilmemis ve komplikasyonsuz tip-2 diyabet hastalarinda
yiksek saptanmistir. Bu yuksekligin yas, plazma glukoz ve asimetrik
dimetilarjinin duzeyleri ile iligkili oldugu dusunulmagtar. Artmis CHIT
aktivitesinin endotelyal disfonksiyonu ©ongormede etkili olabilecegi ileri
surtlmastur (23).

Kabaroglu ve ark. (24) normal kan sekeri ve bozulmus glukoz
toleransi olan obez adolesan gruplarda yaptiklari calismada CHIT aktivitesini
sistemik inflamatuar belirteclerle beraber analiz etmigler ve bozulmus glukoz
toleransi olan obez adelosanlarda anlaml olarak daha yuksek CHIT aktivitesi
saptamislardir.

2.1.6. Kitotriozidaz ve Norolojik Hastaliklar

Plazma CHIT aktivitesi birgok norolojik hastalikta [Alzheimer
hastaligi, multipl skleroz (MS), akut iskemik inme, subaraknoid kanama,
amyotrofik lateral skleroz (ALS)] yuksek bulunmustur (25).

Alzheimer hastaligi  yagh populasyonda en sk gorilen
norodejeneratif hastalik formudur (26). Alzheimer hastaliginin ana patolojik
bulgusu, beyinde ana igerigi ¢ozinmeyen kuguk peptidler (B-amiloid) olan
senil plaklarin olusumudur (25). Alzheimer hastalarinda plazma CHIT
aktivitesi yasl kontrol gruba gore 6nemli oranda ylksek bulunmustur (27).
Ayrica Mattsson ve ark. serebrospinal sivida yaptiklari ¢alismada Alzheimer
hastalarinda CHIT aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamh olarak daha
yuksek oldugunu bulmuslardir (26).

Multipl skleroz merkezi sinir sisteminin kronik inflamatuar bir
hastaligidir (28). MS patofizyolojisinde aktiflenmis T lenfositler ve makrofajlar
onemli rol oynarlar (25). Sotgiu ve ark.’nin galismasinda MS’li hastalarin hem
plazmalarinda hem de serebrospinal sivi érneklerinde kontrol grubuna gore
CHIT aktivitesinin oldukga yuksek oldugu bulunmustur (28).

Amyotrofik lateral skleroz, esas olarak kortikal ndronlar ve spinal
motor noronlarin kaybi ile giden ilerleyici olumcul noérodejeneratif bir

hastaliktir (29). Cogu vakanin sporadik oldugu ALS’ de %5-10'u ise aileseldir



(30). Varghese ve ark. (29) sporadik ALS’li hastalardan elde edilen beyin
omurilik sivisi (BOS)'nda hem ELISA ile olgulen kutlesel CHIT hem de CHIT
aktivitesini tayin etmigler ve kontrol grubuna gére ALS’li hastalarda ELISA ile
Olcllen CHIT degerlerinin 17 kat, aktivite Olgimlerinin de 10 kat yUksek
oldugunu saptamiglardir. Diger birgok norolojik hastalikta CHIT yuksekligi
gorulmesine ragmen en yuksek degerler ALS’de elde edilmigtir.

isman ve ark. (31) anevrizmaya bagh subaraknoid kanamali
hastalarda BOS ve serum CHIT seviyelerinin zaman igerisindeki degisimlerini
incelemiglerdir. Kontrol grubunun duzeyleriyle kargilastirildiginda, ortalama
BOS CHIT seviyelerinin subaraknoid kanamanin 5. ve 7. gunlerinde yuksek
oldugunu; serum seviyelerinin ise 6lgllen tim zamanlarda ylksek oldugunu
saptamiglardir. Bununla birlikte, artmis CHIT seviyeleri ile klinik parametreler
arasinda herhangi bir iliski olmadigini bildirmislerdir.

Yapilan galismalarda CHIT  aktivitesinin  enfeksiyon  ve
inflamasyondan bagimsiz olarak inme ciddiyeti ile pozitif korelasyon
gosterdigi bulunmustur (32). Bu bulgu, CHIT’In, inme esnasinda gorllen
makrofaj aktivasyonunu gosteren TNF-a ve diger pro-enflamatuvar sitokinler

gibi bir makrofaj aktivasyon gostergesi olduguna isaret etmektedir (25).

3. Kitotriozidaz ve Atheroskleroz

3.1. Atheroskleroz Tanim

Atheroskleroz, primer olarak orta ve buyik boydaki elastik arterlerin
intima tabakasini etkileyen, karakteristik lezyonu plak olan ve asemptomatik
yagh cizgilenmelerden damar lumenini daraltan stabil veya komplike
lezyonlara kadar degisik formlari olan, dinya ¢apinda artarak insan saghgini
tehdit eden yogun immunolojik aktivite ile karakterize ilerleyici inflamatuar,
multisistemik arteryel bir hastaliktir (33,34).

3.2. Atherogenez

3.2.1. Normal Arter Duvari

Normal arter duvari intima, medya ve adventisya olmak Uzere Ug

tabakadan olusur. intima tabakasi limene bakan yiizde tek sira halinde



dizilmis endotel hucreleri, bunu destekleyen subendoteliyal matriks ve bazal
membran intimayi olusturur. intima tabakasi elastik lifciklerin yogunlagmasi
ile meydana gelen membrana elastika interna ile medya tabakasindan ayrilir.
Arteriyel agacin dallanma bdlgelerinde, duz kas hucrelerinin ¢godalmasina
bagh olarak intima kalinligi ve endotel gecirgenligi artar, medya hucrelerinin
tabakasal yapilanmasi bozulur. Atheroskleroz en ¢ok intimal kalinhgin en
fazla oldugu bu dallanma bodlgelerinde gelismektedir. Medya tabakasi, arter
duvarinin orta ve en kalin tabakasidir. Kollajen elastik lifler ve
glikozaminoglikanlardan olusan matriks i¢cinde konsantrik olarak dizilmis diz
kas hucrelerinden olusur (34,35).

3.2.2. Atherogenezde Rol Alan Hucreler

Endotel, arter duvari ile kan elemanlari arasinda dizgin ve kesintisiz
bir sinir olusturan tek sira dizilmis hucrelerden olusan bir tabakadir.
Lipoproteinler, normal endotelden buyukliklerinden dolayr ancak transsitoz
ile gecebilir. Bu mekanizma lipoprotein reseptorlerinden bagimsizdir ve
kandaki lipoprotein duzeyi ile iligkilidir. Endotel zedelendiginde, bu bariyer
Ozelliginin  kayboldugu ve lipoproteinlerin  subendotelyuma gegisinin
hizlandigi ileri surulmektedir (35). Atheroskleroz sirecinde diiz kas hucreleri
medyadan intimaya go¢ eder ve lezyonun fibroproliferatif sirecinde gorev
alirlar. Plak kapsullu icerigini sentezleyerek atherosklerotik lezyona stabilite
kazandirir ve trombojenik olan lipitten zengin plak ¢ekirdegini trombositlerden
ve pihtilasma kaskadi proteinlerinden ayirir (34,35).

Makrofajlar, dolagimdaki monositlerden tureyen fagositik hicrelerdir.
Her inflamatuar olayda oldugu gibi, atherosklerotik plakta da yogunlukla
bulunurlar. Makrofajlar bir kez lezyona yerlestikten sonra kendileri de pek ¢ok
madde salgilayarak yeni makrofajlarin gelmesini, diiz kas hucreleri, fibroblast
ve monositlerin gogalmasini ve bag dokusu sentezini uyarirlar. Ayrica kopuk
hicre olusturan asil hdcreler makrofajlardir (35). Atherogenezin her
asamasinda lezyon uzerinde trombosit kimeleri veya mural trombositler
gorulebilir. Endotel hasari sonucu trombosit aktivasyonu ve agregasyonu
tetiklenir. Endotel disfonksiyonu ile birlikte monositler ve T lenfositler igin

reseptor gorevi yapan adezyon molekilleri endotel hicresinde belirmeye



baglar. Atherosklerotik lezyonlarda hem CD4+ hem de CD8+ hicrelerin
bulunmasi, atherosklerozun patogenezinde bagisiklik sistemine, hatta belki
de otoimmuniteye iliskin bilesenlerin de rol oynayabilecegi fikrini
dogurmaktadir (34,35)

3.2.3. Atherogenenezde Temel Basamaklar

Atherogenezde temel basamaklar;

- Endotel disfonksiyonu

- DusUk dansiteli lipoproteinler (LDL)’in oksidasyonu

- Kbpuk hucre olusumu

- Lipit ¢cekirdeginin (lipid core) olusumu

- Fibréz kihf olusumunu igerir.

Endotel disfonksiyonu atheroskleroz patogenezindeki ilk temel
basamagi olusturur. Plak olusumunda gozlenen ilk olay, subendotelyal
intimada kan kaynakli lipitlerin ve endotelyum Uzerinde I6kosit adezyon
molekdillerinin gorulmesidir. Endotel disfonksiyonu sonucunda nitrik oksit
azalir ve fizyolojik antagonisti olan endotelin-1’in salinimi artar. Endotelinin
damar duz kas hucreleri icin mitojenik oldugu ve plak olusumuna katkida
bulundugu dusunulmektedir. Anjiotensin Il endotel fonksiyonlarini bozar ve
damar duz kas hucrelerinin proinflamatuvar bir tipe donismesine yol agar.
Nukleer faktor kappa B'’yi aktive eder ve vaskiler hiicre adezyon molekuli
(VCAM) ekspresyonunu uyarir, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin salinimina
neden olur.

LDL Oksidasyonu: Endotelde disfonksiyon gelismesinden sonra
dolagsimda bulunan LDL, subendotelyal dokuya gecerler. Endotel tabakasini
gecerek intimaya yerlesen LDL molekulleri, burada matriks yapisina
baglanarak birikir. LDL’'nin ilk oksidasyonu endotel hucreleri tarafindan
yapilir. Bu asamada LDL'nin yapisindaki apolipoprotein B100 (apoB-100)
degismediginden minimal modifiye LDL (mmLDL) adi verilir. mmLDL daha
sonra makrofajlardan salgilanan lipooksijenaz, reaktif oksijen radikalleri ve
malondialdehitin (MDA) etkisi ile tekrar oksitlenir. MDA, apo B’nin lizin birimini
degistirir. Okside LDL’nin atherogenezdeki etkileri gsu sekilde siralanabilir (35-
37):



Copcu reseptorlerce taninarak makrofajlar ve diz kas hucrelerince

fagosite edilir.

e Endotel hiicreleri ve diz kas hiicrelerine sitotoksik etki gosterir.

e Dolasimdaki monositler igin kemotaktiktir.

e Endotel adezyon molekdllerinin  (ICAM-1, VCAM-1) {retimini
uyararak monosit ve T-lenfositlerin damar duvarina yapigsmasini
kolaylagtirir.

e Plak igerisindeki makrofajlarin motilitesini inhibe ederek, lezyondaki
makrofaj sayisinin artmasina yardimci olur.

e Bazi bluyume faktorleri ve sitokinlerin salgilanmasini uyarir.

e immiinojeniktir, antikor olusumunu tetikler.

Kopiik hiicre olugsumu: Okside LDL'yi fagosite eden ve kolesterol
esterlerine donustiren makrofajlar, kdépuk hlcrelerine dénusur (yagl ¢izgi).
Makrofajlar bir kez lezyona yerlestikten sonra, TNF-a ve metalloproteinazlar
gibi inflamatuar sitokinler ve prokoagulan faktorler salgilarlar. Ayrica duz kas
hucreleri ve fibroblastlarin gcogalmasini ve bag dokusu sentezini uyarirlar
(38).

Lipit Cekirdegin Olusumu: Lezyon ilerledikce hicre diginda da
lipitler birikmeye baglar. Bu birikimin daha ¢ok kopuk hucrelerinin 6lmesi
sonucu depolanmis olan kolesterol esterlerinin  agiga c¢ikmasindan
kaynaklandigi dusunulmektedir. Makrofajlarin  atherosklerotik plaklarda
cogaldiklari ve dolagsimdaki monositlerin de stirekli olarak plak icine girdikleri
bilinmektedir. Bu yuzden plaktaki makrofaj sayisinin kontrolsuz olarak
artmasini engelleyen faktoran hicre 6luma oldugui ileri surdimektedir. Nitekim
ilerlemis atherosklerozda hicre olimandn yaygin  bir 6zellik oldugu
gOsterilmigtir. Makrofajlarin 6lumunde, LDL oksidasyonu sonucunda olusan
peroksitlerin de etkisi olmakla beraber asil mekanizma apopitozdur. Aktif
plakta lipit cekirdek cevresinde metalloproteinaz treten makrofaj kiimeleri
vardir. Metalloproteinazlar bag dokusunun yikimindan sorumludur. Sonugta
olusan lipit ¢ekirdek, intima tabakasinin bag dokusu yapisi iginde kolesterol
ve hucre yikim Urlnleri ile dolu bosluklardir. Bu asamada lipit gekirdegin

Uzerinde heniz fibrotik bir tabaka yoktur (35).
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Fibroz Baslik Olusumu: Olgunlagsmis atherom plaginda lipit
cekirdeginin Ustu fibroz bir baglikla ortaladar. Fibroz baglk yogunlukla duz
kas hucreleri ve onlarin Urettigi bag dokusundan olusur. Fibréz bashgin
dinamik bir yapi oldugu bilinmektedir. Bir yandan duz kas hucreleri tarafindan
kollajen yapimi surerken, diger yandan proteazlar tarafindan surekli bag
dokusu yikimi olmaktadir. Lipit ¢cekirdek ve etrafindaki fibroz bagliktan olusan
ilerlemis lezyona "fibroatherom" adi verilir. Lipit ¢cekirdek ve fibréz tabakanin
lezyondaki miktari, plagin komplikasyon gelisimine ne kadar acgik oldugunu
belirleyen esas etkendir. Fibroz baglk ne kadar inceyse, yirtimaya o kadar
yatkin ve dolayisiyla plak da komplikasyona o kadar agiktir (35).

3.3. Atherogenez Hipotezleri

Uzun vyillardir atheroskleroz gelisimi ile ilgili kompleks olaylari
aciklamak igin ¢esitli cabalar gosterilmistir. Bu ¢aba iginde ug¢ farkl hipotez
ortaya konulmustur. Bu hipotezler birbirini dislayan degil destekleyen
hipotezlerdir. Bunlar; 1) hasara yanit, 2) tutulmaya yanit ve 3) oksidatif
modifikasyon hipotezi olarak bilinmektedir (39).

3.3.1. Hasara Yanit Hipotezi

Atherosklerotik sureci agiklamaya yonelik gelistirilen hipotezler icinde
en yaygin kabulu hasara yanit hipotezi gérmektedir. Ross tarafindan ortaya
atilan bu varsayimda olaylari endotel hasari baglatmaktadir. Ornegin,
zedelenme, |0kositler ve trombositler igin endotelyal yapiskanhgi arttirir ve
lokal vaskuller antikoagulan ortami prokoagulan ortama gevirir. Bir araya
toplanan lokositler ve trombositlerden trombosit kaynakli buyime faktorleri,
sitokinler ve vazoaktif ajanlar saliverilir. Bunlar diz kas hlcrelerinin intimaya
gocu ve proliferasyonu ile karakterize olan bir inflamatuvar yaniti baglatirlar
(39,40).

3.3.2. Tutulmaya Yanit Hipotezi

Bu hipotez, lipoproteinlerin tutulmasinin atherosklerozu baslatan olay
oldugunu ileri surer. Arteriyel duvarda lipoproteinlerin alikonmasi,
ekstraselluler  matriksin ~ komponentleri  ile  iligkili  goriUnmektedir.
Atherosklerozun erken evrelerinde, apo B iceren lipoproteinler arteriyel

proteoglikanlar araciligi ile arter duvarinda tutulmaktadir. Ekstraselller
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matriksteki lipolitik ve lizozomal enzimler de baglanmada rol oynarlar.
Ornegin, lipoprotein lipaz in vitro ortamda LDL’nin yapigkanhgini arttirir ve bu
etki enzimatik aktiviteden bagimsizdir. Arter duvarinda tutulan LDL,
muhtemelen sfingomyelinaz etkisiyle mikroagregatlar olusturur. Agregat
haline gelmis LDL, makrofajlar ve duz kas hucreleri tarafindan alinir ve
boylece kopuk hucre olusumuna neden olur. Atherosklerozun birgok 6zelligi
arteriyel duvar iginde LDL’nin tutulmasinin ve proteoglikanlarla iligkisinin
artisina baghdir (39).

3.3.3. Oksidatif Modifikasyon Hipotezi

Oksidatif stres, okside-olmayan lipoproteinlere nazaran makrofajlar
tarafindan daha kolay alinan LDL oksidasyonuna neden olur. Kimyasal
olarak modifiye edilmis LDL, ¢Opglu reseptor denilen yolla makrofajlar
tarafindan daha hizli ve kontrolsuizce alinir. Oksidatif modifikasyon hipotezine
gore, LDL lipitleri oksidasyona maruz kalir ve apo B-100'deki lizin kalintilari
modifiye edilir, boylece lipoprotein partikilinin negatif yuka artar. Apo B-
100’U4n bu modifikasyonu, LDL’'nin ¢opglu reseptdr yolu araciligiyla
makrofajlar tarafindan alinmasini arttirir ve kolesterol yuklt kopuk hucrelerini
uretir. Kopuk htcrelerinin birikimi, gelismekte olan atherosklerotik lezyonun
temelini olusturur (39).

3.4. Lipitlerin Atherosklerozdaki Yeri

Steroid hormonlarin ve safra asidlerinin 6nctl molekili ve ayrica
hidcre membranlarinin yapisal komponenti olan kolesterol, diyetle alinabildigi
gibi, %10-20’si karacigerde olmak Uzere gesitli vicut hiucreleri tarafindan da
sentezlenebilir. Lipitler, plazmada tasinabilmeleri i¢in baglandiklari hidrofilik
yapidaki apoproteinler ile lipoprotein denilen yapilari olustururlar.
Lipoproteinler ultrasantrifigasyon ile ayrimlarina gore:

1. Silomikronlar,

2. Cok dusuk dansiteli lipoproteinler (VLDL),

3. Ara dansiteli lipoproteinler (IDL),

4. DUsuk dansiteli lipoproteinler (LDL),

5. Yuksek dansiteli lipoproteinler (HDL),

6. Lipoprotein a [Lp(a)]
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seklinde adlandirilirlar. Kolesterolun buyuk bolimi LDL ile
tasinmaktadir; endojen trigliseritler (TG) ise esas olarak VLDL ile tasinirlar.
Kolesterolliin ekstrahepatik dokulardan karacigere tersine nakledilmesi ise
HDL ile gergeklesir (41).

Tum dinyada 6nde gelen mortalite ve morbidite sebeplerinden olan
kardiyovaskuler hastaliklarin patogenezinde atheroskleroz énemli rol oynar.
Plazmada yuksek oranda kolesterol, 6zellikle de LDL ve TG bulunmasi yani
sira, HDL’nin dusUk olmasi, tatin kullanimi, hipertansiyon, diyabet, erkek
cinsiyet, egzersiz eksikligi, obezite ve stres, atherosklerotik kardiyovaskuler
hastaliklar igin dnemli risk faktorleridir (42).

Hipertrigliseridemi, atherosklerozun degistirilebilir risk faktorleri
arasinda sayillmaktadir. Bu faktér basl basina da atherosklerozun geligimini
ve atherosklerotik lezyonlarin ilerlemesini hizlandirabilir (43).

Onemli bir risk faktéri olan major kolesterol tasiyicisi LDL'den fazla
miktarda kolesterolin makrofajlara aktarilmasi, atherosklerotik lezyonun
gostergesi olan kolesterol ester yikli kopuk htcrelerinin olusumuna neden
olur (44). Yapilan anjiografik calismalarda basta LDL kolesterol duzeyinin
azaltiimasi olmak Uzere, lipit dusurtcli/degistirici tedavinin arter duvarina
olan etkisi incelenmis olup bu yaklasimla atherosklerozun geriledigi ya da
ilerlemesinin yavasladigi saptanmistir (45). LDL'nin aksine, iyi kolesterol
olarak da bilinen HDL, atheroskleroza karsi koruyucu 6zelliklere sahiptir. En
onemli roll, tersine kolesterol tasima yoluyla dokulardan kolesterolu
uzaklagtirnp arter duvarini atherosklerozdan korumasidir (46). HDL
dizeylerinde 1 mg/dL’lik artis koroner kalp hastaligi (KKH) riskini erkeklerde
%2, kadinlarda %3 oraninda dugurmektedir (47).

Glikozillenme ve oksidasyon gibi gesitli modifikasyonlara ugrayabilen
LDL, atheroskleroz patogenezinde oOnemli rol oynar. Bu patogenezde
uzerinde en ¢ok calisilan modifiye lipoprotein, okside LDL (oxLDL) dir.
oxLDL sitotoksik etkisi ile vaskuler endotelde hasara yol acabilir, T lenfositler
ve monositler i¢cin kemotaktik etki gosterebilir ve kopuk hucre olusumunu
arttirabilir (48).
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Blyuklik ve yogunluk bakimindan LDL farkh iki fenotipik Ozellik
gosterir. Kuguk yogun LDL (small dense LDL, sdLDL)'nin (LDL boyutunun
25.5 nm ve altinda olmasi) baskin oldugu sekil B paterni, blytk partikillerin
(LDL boyutunun 25.5 nm ve ustinde olmasi) baskin oldugu sekil A paterni
olarak adlandirilir. Capit 25.5 nm ve altinda olan sdLDL’ nin dansitesi 1044-
1063 g/mL’ dir (49).

Klguk yogun LDL, KKH riskini yas, cinsiyet, vicut kitle indeksi,
serum TG, LDL ve HDL kolesterol konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak
artirmaktadir. KKH olan hastalarin yarisindan fazlasinda, LDL kolesterolinun
normal duzeyde olmasi sdLDL igeriginin ¢ok olmasi ile agiklanabilir (50).
Ayrica sdLDL’nin karotis arter atherosklerozu ile de iligkili oldugu bildirilmistir
(51). sdLDL atherojenitesinin nedeni; subintimal bosluk icine girme
yeteneginin artmig olmasina, daha fazla okside olmasina ve intimal
proteoglikanlara baglanmasindaki artisa baghdir. sdLDL’nin LDL reseptorine
afinitesi az, oksidasyona olan yatkinligi ytuksektir. Yari dmria daha uzun olup,
dolasimdan daha gug¢ uzaklastinlir. Plazmada daha uzun suUre kalmasi
nedeniyle oksidasyona ugrama olasiligi artar (52). sdLDL olugsumundaki Kilit
nokta kanda TG duzeyinin yuksekligidir. Hepatik lipaz (HL) ve kolesterol ester
transfer protein (CETP) aktivitesi de sdLDL olusumunda rol oynar. Hafif veya
orta derecede TG yuksekliginde, VLDL orani artar. VLDL yikimi ile olusan
LDL’nin apo B-100 konformasyonu degistiginden LDL reseptdrine baglanma
Ozelligi azalmig, dolasimda kalma suresi uzamigtir. LDL, VLDL'den TG alir;
karsiliginda bu lipoproteinlere kolesterol esterleri ile fosfolipitleri transfer
eder. Bu transfer, CETP araciligi ile gergeklesir. CETP dizeyi yuksek olan
bireylerde LDL'ye TG transferi hizianmistir. TG’ten zengin hale gelen LDL,
HL igcin substrat olur. HLin hidrolizi ile yag asitleri agiga ¢ikar ve
apoprotein/lipit orani yuksek sdLDL partikulleri olusur. B paternindeki kigilerin
plazma TG duzeyleri A paternindeki kisilere gore iki kat daha yuksektir.
sdLDL'nin kandaki diuizeyi, insulin direnci, tip 2 DM, metabolik sendrom, renal
hastallk ve preeklampside artmaktadir. Ayrica yagdan fakir ve
karbonhidrattan zengin beslenme bu fenotipe yatkinhigi olan kisilerde
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sdLDL’nin artmasina zemin hazirlar. Yine, ailesel kombine hiperlipidemide B
fenotipinin sikhi@i artar (52).

Tip 2 DM ve metabolik sendrom’da insulin direncine eslik eden
etkenler ve sdLDL pargaciklarinda artma kardiyovaskuiler hastalik riskini
yukseltmektedir. Bu durumla birlikte riski tek basina énemli dlgude arttiran,
atherojen lipoprotein fenotipini sayisal olarak yansitan bir gosterge olarak
atherojenik indeks (log TG/HDL-K) gelistiriimistir. Bu indeks lipoprotein
parcaciklarinin buyukligu ile yakindan ilgilidir. Atherojen indeks, HDL igcindeki
serbest kolesterolin esterlesme hizina ve HDL pargaciklarinin kigulmesine
paralel gider. Dusuk HDL-K ve yuksek TG duzeyleri sdLDL pargacik
sayisinin yukselmesini indikler (53). Hermans ve ark.’lar yaptiklari
calismada tip 2 DM’lu erkeklerde atherojenik dislipideminin % 35 civarinda
oldugunu gostermisler ve atherojenik indeksin (log TG/HDL-K) insulin
rezistansini ongormede kolay bir ara¢ olabilecegini ve koroner arter hastaligi
riskini gosterebilecegini ortaya koymuslardir (54).

3.5. Atherosklerozda Oksidatif Stres ve Antioksidanlarin Rol

3.5.1. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldirlma hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak
adlandirihir.  Oksidatif denge saglandiyi slUrece organizma serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da
ortadan kaldirilma hizinda bir dugsme dengenin bozulmasina neden olur.
‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum 6zetle: serbest radikal olusumu
ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir (55).

Oksidatif stresin sonucunda DNA, lipitler ve proteinler gibi dnemli
hicresel yapitaglar okside olur. Hucrelerin reaktif oksijen Grunlerine kargi en
hassas komponentleri lipitlerdir. Membran lipitlerindeki doymamis yag
asitlerinin reaktif oksijen urtnleri tarafindan oksidasyonu lipit peroksidasyonu
olarak bilinir (56). Lipit peroksidasyonu sonucunda; konjuge dienler, MDA, 4-
hidroksinonenal, akrolein, izoprostanlar ile etan ve pentan gibi alkanlar

meydana gelir (57). Lipit peroksitleri gegis metalleri katalizi ile yikildiginda
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¢ogu zararli olan aldehitler olusur. Olugsan aldehitler iginde en ¢ok dikkati
MDA ¢ekmistir. MDA olgumu ile lipit peroksidasyonu degerlendiriimektedir.

3.5.2. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tarleri (ROS)'nin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasari Onlemek igin vucutta bazi savunma mekanizmalari
geligtirilmigtir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” olarak bilinirler.
Antioksidan molekuller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekullerin neden oldugu hasari hem hucre i¢ci hem de hicre disi
savunma ile etkisiz hale getirirler. Enzimatik olmayan hiicre ici antioksidanlar;
glutatyon (GSH), membranlara baglanabilen a-tokoferol ve [-karoten,
askorbat, transferin, seruloplazmin ve bilirubindir. Hicre ici serbest
radikallere karsl savasan enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir.
Bu enzimler superoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon reduktaz (GR), katalaz ve sitokrom oksidazdir.
Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari
icin gereklidir (58).

Plazmada antioksidanlar etkilesim icindedir. Bu antioksidanlarin bir
kisminin bir arada etki etmesi sonucu her birinin tek bagina olusturdugundan
daha fazla antioksidan etki ortaya ¢ikar, yani aralarinda sinerijistik etki vardir.
Bu nedenle viicuttaki oksidan-antioksidan dengesinin belirlenmesi icin tek tek
antioksidanlarin  6lcimundense total antioksidan kapasite (TAK)nin
Olcimunun daha yararh olacagi dusunulmektedir (59,60).

3.6. Kitotriozidaz ve Atheroskleroz iligkisi

Boot ve ark. atherosklerotik dokularda CHIT aktivitesinin 55 kat
arttigini saptayarak ilk kez insan atherosklerotik damar duvari igindeki lipit
yukli makrofajlar ile CHIT ekspresyonu arasinda agik bir baglanti oldugunu
goOstermiglerdir (61). Ayrica atherosklerotik hastalarin serumlarinda da CHIT
aktivitesi atherosklerotik lezyonun siddetiyle de orantili olarak anlamli
derecede ylksek bulunmus ve atheroskleroz boyutunun bir belirteci
olabilecegi ileri surulmuastur. Son yapilan galismalar, serum CHIT aktivitesinin
kuvvetli bir inflamatuar belirteg oldugunu ve yeni kardiyovaskuler olaylarin
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gelisme riskini 6nceden o6ngormede etkili olabilecegini dustundurmektedir
(7,62).

Artieda ve ark.’nin (63) yaptiklari 4 yillik gézlem ¢alismasinda, serum
CHIT aktivitesinin yeni kardiyovaskuler olaylarin gelisme riskini dngorebildigi
bildirilmigtir. Arastirmacilar bu yeni kardiyovaskiler risk belirtecinin C-reaktif
proteinden (CRP) bagimsiz oldugunu ve kombine edildiklerinde yeni
kardiyovaskuler olay riskinin 6ngdértulmesinde ve dusuk riskli gruplarin
tanimlanmasinda etkili olabilecegini disunmuglerdir.

Karadag ve ark. (64) anjiografi sonucu bir, iki ve u¢ damari tikali olan
hasta grubu ile damar tikanikhdr olmayan saglikli kigilerde serum CHIT ve
yuksek duyarlilikh CRP (High sensitivity CRP, hsCRP) duzeylerini
kargilastirmiglar ve tikali damar sayisi arttikga serum CHIT ve hsCRP
degerlerinin arttigini tespit etmiglerdir. Tikali damar sayisi arttikga serum
CHIT seviyelerindeki artisin, hsCRP’deki artisa gore daha anlamli dizeyde
oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar koroner arter hastaliginda serum CHIT
aktivitesinin gucli bir inflamatuvar belirte¢ olarak dusunulebilecegini ve

hastaligin ciddiyetinin kantitatif bir gostergesi olabilecegini savunmuslardir.

4. Kitotriozidaz ve Prolaktin

4.1. Prolaktin Yapi, Sentez ve Klinik

Prolaktin, 1970 yilinda tanimlanan yaklasik 200 amino asitten olugsan
polipeptit yapida bir hormondur. Prolaktin geni 6. kromozomun kisa kolu
Uzerindedir. Prolaktin prehormon (26 kDa) olarak sentez edilip ayrilma iglemi
sonrasi monomerik izoforma (23 kDa) déntusmektedir. Bu monomerik form
biyolojik ve immunolojik olarak aktif olan sekildir ve dolagimdaki total
prolaktinin %80-95'ini olusturmaktadir. Diger formlar dimerik form (big PRL,
45-60 kDa) ve polimerik formdur (big-big PRL, >150 kDa, makroprolaktin)
(65).

Prolaktin sekresyonu hipofiz laktotrof hulcrelerde hipotalamik
dopaminin portal vendz yolla D2 reseptdr Uzerine tonik inhibisyonu ile kontrol

edilmektedir (66). Dopamin tanimlanan en énemli prolaktin inhibitdr faktordar.
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Stimulator faktorler de prolaktin sekresyonunu dizenler. Bunlar ya direkt
olarak hipofize etki ederek ya da dopaminerjik blokaj ile bunu saglarlar (67).

Prolaktin Greme, gebelik, laktasyon, blyume-gelisme, metabolizma,
immun dizenlenme, elektrolit transportu, deri regllasyonu, davraniglar ve
karsinogenez gibi birgok biyolojik fonksiyonda rol alan énemli bir hormondur
(68). PRL salinimi pulsatildir ve uyku, stres, egzersiz, gdégus duvarinin ve
meme basinin uyariimasi ile artar. PRL kan seviyesi genel olarak, kadinlarda
15-20 ng/ml ve erkeklerde 10-15 ng/mL’nin altindadir (66).

Hiperprolaktinemi  klinik endokrinolojide en sik karsilasilan
hipotalamik hipofizer bozukluktur. Hiperprolaktineminin klinik bulgulari,
hipogonadizm, galaktore ve tumoérin kitle etkisinden kaynaklanan
semptomlarla karakterizedir. Kadinlarda amenore, galaktore, infertilite,
azalmis libido, habitiel abortusla kendini gdsterebilir (69). Ayrica Kkitle
etkisine bagli olarak, basagrisi, gorme kaybi ve kranial noropati izlenebilir.
Erkeklerde PRL yuksekligi oligospermiye, impotansa veya her ikisine birden
neden olur. Ayrica, PRL salgilayan hipofiz adenomlari olan erkeklerde
siklikla makroadenomlar ve buyuyen tumor kutlesinin optik sinir kesigimine
baski yapmasi sonucu gorme alani bozukluklari ile kendini gosterir.
Erkeklerde, kadinlarda oldugu gibi mikroadenomun varliginin isaretlerini
veren adet dongusu duzensizlikleri gibi bir uyaran yoktur. Klinik olarak sessiz
hipofiz adenomlari olan bireylerin %30 kadar yuksek PRL duzeylerine

sahiptir. PRL yuUksekliginin diger nedenleri Tablo-1'de verilmigtir (70).
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Tablo-1: Prolaktin Yuksekligi Nedenleri (70).

Kronik bobrek yetmezligi

Gebelik, laktasyon

Memenin uyarilmasi, gogus duvari travmasi

Primer hipotiroidizm

Bos sella sendromu

Hipofiz adenomu

idiyopatik

ilaglar

Hipotalamik nedenler

4.2. Makroprolaktin

Makroprolaktin ilk olarak 1974'te Suh ve ark.’lann tarafindan
tanimlanmistir (71). Yapisi ve olusumu tam olarak bilinmemekle birlikte gesitli
gorusler ileri sOralmastur (72). Hattori ve ark.’larinin idiyopatik
hiperprolaktinemisi olan hastalarin bazilarinin serumunda, anti-PRL
antikorlarini gdstermesi ile makroprolaktin molekulindn, immunglobulin G ile
kompleks yapmis monomerik PRL’den olugan bir makromolekul kompleksi
oldugu anlasiimistir (73).

Genel populasyonda kadinlarda %0.2, erkeklerde %0.02 oraninda
makroprolaktin tespit edilmistir (74). Buna karsin yakin zamanda yapilan
caligmada makroprolaktinemi orani %3.68 ve cinsiyetler arasinda fark
olmadigi bildirilmistir (65). Hiperprolaktinemik populasyonda yapilan birgok
calismada ise makroprolaktinemi orani %15-35 arasinda rapor edilmistir
(75,76).

immunglobulin G'ye bagli prolaktinin dolagimdan uzaklagtiriimasi
serbest prolaktine gbre daha yavastir. Muhtemelen molekul buydklagu
ve/veya net yukundeki degisiklikler nedeniyle makroprolaktin  bdbrek
bariyerini gecememekte ve klirensi gecikmekte, ayni nedenle hipotalamusa
gecemediginden yuksek prolaktin dlizeyleri ile tetiklenen hipotalamik negatif
feed back mekanizmasi igslememekte ve sonucgta hiperprolaktinemi ortaya
cikmaktadir (77).
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Makroprolaktinin biyolojik aktivitesi PRL’e gore daha duguktir. Bunun
sebebi molekulin buyuklagu nedeni ile bu kompleksin kapiller membrandan
gecip prolaktin reseptoérlerine ulasilmasinin  gu¢ olmasidir. Boylece
hiperprolaktinemi klinik semptomlarini géstermez.

Prolaktin  6lgimunde kullanilan yontemler normal monomerik
prolaktin 6lgimu i¢in uygun yontemlerdir. Makroprolaktin varliginda ¢apraz
reaksiyon nedeni ile farkli yontemlerde, farkli derecelerde hatali yukseklikler
ortaya cikar (78). Makroprolaktin Olgimu igin altin standart yontem jel
filtrasyon kromatografisidir ancak bu yontem zaman alici ve pahaldir (78).
Gunumuzde siklikla makroprolaktin tayininde spesifikligi duslik olmasina
karsin kolay ve ucuz oldugundan polietilen glikol (PEG) ile ¢okturme yontemi
kullaniimaktadir.

4.3. Prolaktin ve immiin Sistem

Prolaktinin genel olarak laktojenik ve mammotrofik etkilerinin
Uzerinde durulmasina karsin, yapilan ¢alismalarda immun sistem Uzerinde
onemli etkilerinin oldugu, gerek humoral gerekse hucresel immuniteyi
uyardigi kabul edilmektedir (79). HLA antijenlerinin PRL gibi 6. kromozomda
yer almasi PRL'in immun sistem ile baglantisini desteklemektedir. PRL
reseptdrd natural killer hucreleri, B ve T lenfositler Uzerinde gosterilmistir.
PRL reseptor ailesindeki sitokin reseptérleri granilosit- koloni uyarici faktér
(G-CSF), eritropoetin, interlékin (IL)-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, interferon-y, a ve
B reseptorlerdir. Ligandlar arasi degisim nedeni ile bu maddeler birbirlerinin
reseptorlerine baglanabilirler. Bu da ylksek prolaktin duzeylerinin immuniteyi
hem stimile etmesini hem de inhibe etmesini agiklar (80).

Prolaktin fizyolojik Gst sinirlarda grantlosit monosit koloni-uyarici
faktor (GM-CSF) ile birlikte, antijen sunan HLA-DR ekspresyonunu indukler.
Th1 hacre farklilagmasini saglar. Ancak her zaman Th1 hucre profiline yol
acmaz. Gebelikte paradoksal olarak, Th2 sitokin fenotipi ile
hiperprolaktineminin bir arada gérilmesi, immun cevap uzerinde, PRL’in doz
bagimli etkileri oldugunu dusundurmustur. PRL'in hafif yUksekligi veya ust
fizyolojik sinirlart imman cevabi aktive ederken, yuksek konsantrasyonlarinin

ise devam etmekte olan immin cevabi baskiladigi bilinmektedir (81).
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B lenfosit ve antikor dretiminin uyariimasi, T supresor lenfosit
fonksiyonlarinin inhibisyonu, T hucrelerinin makrofaj aktive edici faktor
uretiminin desteklenmesi ile T ve B lenfosit gelisiminin dizenlenmesi PRL’in
bilinen immudnomoddtlator ézellikleri arasindadir (80).

Siganlarda yapilan c¢alismada siklosporin A verildiginde PRL
duzeyinin 4 kat arttigi gorulmus ve ilacin immunsupresif etkisinin T ve B
lenfositler Gzerindeki PRL’in  immunsupresif etkisinden kaynaklandigi
dusundimustar (82,83).

4.4. Prolaktin ve Atheroskleroz

Atheroskleroz kronik inflamatuvar bir siregtir ve prolaktinin de
inflamatuvar cevabin bir komponenti oldugu gosterilmistir. Son c¢alismalar
prolaktinin atherojenik fenotipe katkida bulundugunu goéstermistir (84) Bu da;
hiperprolaktineminin erken evre inflamasyonda oldugu gibi bozulmus
endotelyal disfonksiyon ve azalmis insdlin  duyarlihgr ile birliktelik
gostermesine dayandiriimaktadir (85). Ek olarak hala fizyolojik sinirlar
icerisinde olan yuUksek prolaktin dizeylerinin kardiyovaskuiler hastalik risk
faktora olan arteriyel kan basinci ile korelasyon gosterdigi bulunmustur (86).
En onemlisi de prolaktinin 10 yillik kardiyovaskuler mortaliteyi 6ngérmede
risk skoru ile korele oldugu gosterilmistir (87). Reuwer ve ark.lari (84)
calismalarinda prolaktinin reseptorlerini aktive ederek direkt aterosklerozu
etkileyebilecegi hipotezini 6ne slUrmugler ve prolaktin reseptdr izoform
mRNA’larini  karotid atherosklerotik plakta tespit ederek, 0ozellikle de
atherosklerotik plagin en onemli inflamasyon bdlgesi olan makrofajlarda
mevcut oldugunu gdstermislerdir.

Koroner arter hastaligi gelisme riski ile prolaktin iligkisini aragtiran
Reuwer ve ark.’lar1 (88) diger bir calismalarinda prolaktin diizeylerinin kontrol
grubu ile koroner arter hastaligi gelisen grup arasinda anlaml farklihk
gOstermedigini bulmuslardir. Bu bulgu, atherosklerotik plakta prolaktin
reseptorlerinin - bulunmasina ragmen genel populasyonda prolaktin
yuksekliginin koroner arter hastaligini 6ngérmede yetersiz kaldigi seklinde

yorumlanmigtir.
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Yakin zamanda yapilan bir calismada premenopozal kadinlarda
hiperprolaktinemi ile erken atheroskleroz gelisiminde risk faktorleri olan vicut
kitle indeksinde artig, dislipidemi, sistolik ve diastolik kan basinci arasindaki
iliskiler arastirilmistir. HDL hari¢ tUm parametreler ile prolaktin arasinda
pozitif korelasyon bulunurken, sadece diyastolik kan basinci ile olan iligkinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmigtir (89).

4.5. Kitotriozidaz ve Prolaktin iligkisi

Makrofaj lizozomlarinda gesitli hastaliklarda meydana gelen birikimler
bu hdcrelerin aktivasyonuna yol acgarak, asiri miktarda CHIT sentez ve
salinimina ve sonugta serum CHIT duzeylerinde/aktivitesinde artisa neden
olmaktadir. Benzer olarak TNF-q, lipopolisakkarit ve prolaktin makrofajlardan;
GM-CSF ise hem makrofaj hem de nétrofillerden CHIT salinimini uyarirlar
(25).

Malaguarnera ve ark. yaptiklari galigmada in vitro kosullarda insan
monosit makrofajlarina kultir ortaminda 25 ng prolaktin uygulayarak
maksimum 4 saat icinde CHIT gen ekspresyonunu up-regule ettigini
gostermiglerdir (90). Rosa ve ark. (91) prolaktine cevap olarak CHIT
uyariminin sinyal yolunu tespit etmiglerdir. Prolaktin’in CHIT ekspresyonunu
protein tirozin kinaz (PTK), fosfatidil inositol 3 kinaz (PI3-K), mitojen aktive
kinazlar (MAPK) ve transduksiyon komponentleri sinyalleri ile up-regule
ettigini saptamiglardir. Calismada c¢esitli PTK ve PI3-K inhibitérleri ile
prolaktin aracili CHIT induksiyonunda azalma oldugu da gosterilmigtir.

Prolaktin ve CHIT iligkisi ile ilgili in vivo ¢aligmalar bulunmamaktadir.
Yalnizca yakin zamanda yapilan bir klinik gcalismada Alanbay ve ark.’lari (92)
polikistik over sendrom (PCOS)’ lu hastalarda CHIT aktivitesi ile biyokimyasal
parametreler arasindaki korelasyonu degerlendirmigler ve bu parametreler
icinde prolaktin ile CHIT arasinda anlamli olmayan bir negatif korelasyon
bulmuslardir.

Bu calismada bir makrofaj aktivasyon belirteci olarak tanimlanan
CHIT enzimini yine bir immin sistem lzerinde modilator etkileri olan
prolaktin ile birlikte degerlendirmeyi ve ayni zamanda inflamatuvar bir sure¢

olan atheroskleroz ile olan iligkilerini belirlemeyi amagcladik. in vitro olarak
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prolaktinin CHIT gen ekspresyonunu arttirdigina yonelik ¢alismalar olmasina
kargin in vivo ¢alismalar henlz yapiimamigtir. Calismada CHIT ve prolaktin
iliskisinin incelenmesi amaciyla hiperprolaktinemik hastalar kontrol grubu ve
makroprolaktinemik hastalarla karsilastirildi.  Ayrica hiperprolaktinemide
atheroskleroz ile oksidan-antioksidan mekanizmalarin iligkisini incelemek
amaciyla lipit profili, lipit peroksidasyon belirteci olarak MDA ve TAK

degerlendirildi.

23



GEREC VE YONTEM

1. Gereg

1.1. Olgular ve Ornek Toplanmasi

Bu calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Endokrinoloji Bilim
Dal’'nda takip ve tedavi edilen; hiperprolaktinemik 85 kadin ve 36 erkek
olmak tzere 121 olgu ile kontrol grubu olarak prolaktin degeri normal olan 37
kadin ve 17 erkek olmak Uzere 54 olgu alindi. Etik kurul onayindan sonra
calismaya katilanlar bilgilendirildi ve onamlari alindi (Uludag Universitesi
Tibbi Arastirmalar Etik kurulu, 02.07.2013, karar no: 2013-12/8).

Hiperprolaktinemik grup; kadinlarda referans araligin ust siniri olan
29.93 ng/mL, erkeklerde 18.12 ng/mL ve Uzerinde olanlardan olugturuldu.
121 hiperprolaktinemik olgudan 21 olguda PEG presipitasyonu sonrasi
Olcllen prolaktin orani (Oran hesabi: PEG presipitasyonu sonrasi Olgllen
prolaktin/ PEG presipitasyonu oncesinde Olcllen prolaktin x 100) %40’tan
dusuk bulundu ve bu olgular makroprolaktinemiye bagli hiperprolaktinemi
olarak ayri bir grubu olusturdu.

Hiperprolaktinemik grup 47 prolaktinoma—adenom tanilariyla takipte
olan, 27 prolaktinoma-adenom nedeniyle opere olan ve 47 nonspesifik
hiperprolaktinemik kigilerden olugsmaktaydi. Kontrol grubu 29 adenom-
mikroadenom nedeniyle opere olup takiplerinde normal-stabil olan ve 25
nonspesifik nedenlerle basvuran olgulardan olusmaktaydi. Hipofiz adenomu
disinda malignitesi olan ve gebeligi olan olgular ¢alisma digi birakildi.

Calismaya katilanlardan jelli tiplere (Becton Dickinson, ABD) alinan
kan drnekleri 1800 xg’'de 5 dakika santrifllj edilip serum drnekleri porsiyonlara
ayrildi ve biriktirilerek ¢alisiilmak Uzere - 80 °C’de saklandi.

1.2. Cihazlar

1. Fluoroskan Ascent FL microplate florometre luminometre
(Thermo Scientific, ABD)
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2. Yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC) cihazi (Shimadzu
LC, Almanya) ve C 18 HPLC kolonu (Macherel-Nagel, Almanya)
3. Architecht C8000, C16000 otoanalizérler (Abbott, ABD)
4. Flashscan S12 microplate okuyucu (Analytik Jena, Almanya)
5. NF 1200R Santriftj (Nuve, Turkiye)
6. Karistirici (vorteks) (Heidolph, Almanya)
7. BM 302 Su banyosu (Nuve, Turkiye)
8. EN 400 Etuv (Nuve, Turkiye)
9. Otomatik pipetler (Ependorf, Almanya)
10. Derin dondurucu (-80 °C) (Sanyo, Japonya)
11. PJ 3000 Tarti (Mettler, isvicre)
12. HI8114 pH metre (Hanna Instruments, ABD)
1.3. Ticari Kitler
1. Human Chitinaz-1 (Chitotriosidase ) ELISA kiti (Cusabio, Cin)
2. TAK kiti (Randox, ingiltere)
3. sdLDL kiti (Randox, ingiltere)
4. Total kolesterol kiti (Abbott, ABD)
5. HDL kolesterol kiti (Abbott, ABD)
6. Trigliserit kiti (Abbott, ABD)
7. Glukoz kiti (Abbott, ABD)
1.4. Kimyasal Malzemeler
1. Sitrik asit (CsHsO7.H20) (Merck, Almanya)
. Di-sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4.12H20) (Merck, Almanya)
. Disodyum karbonat (Na2COs) (Merck, Almanya)
. Sodyum hidrojen karbonat (NaHCOs3) (Merck, Almanya)
. 4- methylumbelliferyl-B-D-N,N,N-triacetylchitotriose (Sigma, ABD)
. 4-methylumbelliferone (Sigma, ABD)
. Dimetil sulfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)
. Metanol (HPLC grade) (Merck, Almanya)
. Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)
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12. Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) (Merck, Almanya)
13. Sodyum fosfat dibazik (NazHPO4) (Merck, Almanya)

14. 1,1’,3,3'Tetrametoksipropan (Aldrich Chemistry, Cin)
15. Polietilen glikol 6000 (PEG) (Merck, Almanya)

2. YOntemler

2.1. Florometrik Kitotriozidaz Enzim Aktivitesi Olgtim

Serum CHIT enzim aktivitesi Olgumunde Guo Y. ve ark’'nin (93)
florometrik yontemi referans alinarak modifiye edildi.

2.1.1. Prensip

Bu yontemde, sentetik kitinaz substrati olan 4-metilumbeliferil-B-D-
N,N,N-triasetilkitotriozun serumdaki CHIT ile inkibasyonu sonrasinda
hidrolizi sonucu olugan 4-metilumbelliferonun alkali ortamda verdigi
floresansin siddeti florometrede olculerek (eksitasyon 355 nm, emisyon 460
nm) serum CHIT aktivitesi tayin edildi.

2.1.2. Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) Sitrat-fosfat tamponu: 2.1 g sitrik asit 50 mL deiyonize su ile
coziilerek 0.2 M sitrik asit ¢dzeltisi hazirlandi. ikinci bir temiz kapta 7.16 gr
disodyum hidrojen fosfat 50 mL deiyonize suda ¢ozulerek 0.4 M di-sodyum
hidrojen fosfat ¢ozeltisi hazirlandi. 23.3 mL sitrik asit ¢ozeltisine yaklasik 26.7
mL disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi eklenerek pH 5.2'ye ayarlandi. Son
hacim deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2) Karbonat tamponu: 26.5 g disodyum karbonat 250 mL deiyonize su
ile cozilerek 1 M disodyum karbonat ¢ézeltisi hazirland. ikinci bir kapta 4.2 g
sodyum hidrojen karbonat 50 mL deiyonize suda ¢o6zilerek 1 M sodyum
hidrojen karbonat ¢ozeltisi hazirlandi. 225 mL disodyum karbonat ¢ozeltisine
yaklasik 25 mL sodyum hidrojen karbonat c¢ozeltisi eklenerek pH 10.7'ye
ayarlandi. Son hacim deiyonize su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3) Substrat: 1 mg 4-methylumbelliferyl-B-D-N,N,N-triacetylchitotriose
kendi vialinde 1.284 mL DMSO ile ¢6zuldi ve 0.990 mM stok substrat elde
edildi. Stok substrat 6 porsiyona ayrilarak -20 °C’de saklandi. 0.2 mL stok
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substrata 0.4 mL DMSO ve 8.4 mL sitrat fosfat tampon eklenerek 9 mL 22
MM konsantrasyondaki galisma substrati elde edildi. Calisma substrati da
porsiyonlanarak -20 °C’de saklandi. Substrat hazirlanirken ve saklanirken
Istktan korundu.

4) Standart: 500 mg 4-methylumbelliferon tartiip 100 mL metanolde
¢cozlldu ve stok standart elde edildi (C=28.38 mM). Stok standarttan 1 mL
alip karbonat tampon ile 100 mL’ye tamamlandi (C=283.8 uM). Bu ¢ozeltiden
3.52 mL alinarak karbonat tampon ile 10 mL’ye tamamlandi (C=100 pM). Bu
standarttan seri dilisyonlarla 1000 nM, 500 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 5 nM
ve 1 nM konsantrasyonlarda 7 tane standart hazirlandi. Standartlar
hazirlanirken ve saklanirken isiktan korundu.

2.1.3. Calisma

Standartlar ve serum ornekleri kuyucuklara 10 pL, kor kuyucuguna
da 10 pL distile su pipetlendi, takiben kuyucuklara 100 yL c¢alisma substrati
eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiilbasyondan sonra her bir
kuyucuga 120 pL karbonat tampon ilave edildi ve floresansi o&lguldu
(Eksitasyon 355 nm, emisyon 460 nm). Tablo 2'de calisma protokoll

Ozetlenmigtir.

Tablo-2: Serum kitotriozidaz aktivitesi florometrik dlgiim protokolu.

Numune Standart Kor
10 pL serum 10 pL standart 10 pL distile
su
Calisma substrati | 100 pL 100 pL 100 pL
37 °C’de 1 saat inklbe edilir
Karbonat tampon | 120 pL 120 pL 120 pL

Eksitasyon 355 nm, emisyon 460 nm 25 nm slit araliginda floresans 6lcuimui

Standartlar  kullanilarak olusturulan standart egri grafiginden

orneklerdeki CHIT aktivitesi sonucu agiga c¢ikan 4-metilumbelliferon
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konsantrasyonu tayin edildi ve enzim aktivitesi 1 saatte olusan urin
konsantrasyonu olarak ifade edildi (hmol/mL/saat).

1-1000 nM konsantrasyon araliginda hazirlanan 4-metillumbelliferon
calisma standartlari ile yéntemin dogrusalligi incelendi ve bu aralikta

yontemin dogrusal oldugu tespit edildi (Sekil 3).
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Sekil-3: Serum kitotriozidaz aktivitesi 6lgimu dogrusallik grafigi

Serum CHIT o0lcim yontemine ait tekrarlanabilirlik c¢aligmasi

sonuglari Tablo-3'te gosterilmektedir.
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Tablo-3: Serum kitotriozidaz aktivitesi 6lcim ydntemine ait tekrarlanabilirlik

sonuglari

Olgiim no Aktivite (nmol/mL/saat)

146.7

162.8

164.8

156.7

167.3

171.7

168.9

147.2
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152.5

10 161.7

Ortalama 160

Standart sapma 8.9

% CV 5.55

2.2.  Serum Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimi

Serum MDA dizeyi 6lcimi Young ve ark.nin (94) tanimladidi
yonteme gore yapildi.

2.2.1. Prensip

Yontem tiyobarbitlrik asit (TBA) ile lipit peroksidasyonu son Grinu
olan MDA’nin asidik ortamda ylUksek 1sinin etkisi ile pembe renkli bir
kompleks olusturmasi prensibine dayanir. Analiz yuksek performansli sivi
kromotografisi (HPLC) cihazi ile yapildi. Serum MDA analizinde asagidaki
Ozellikler kullanildi.

2.2.2. Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) TBA: 0.6 g tartihp 100 mL distile suda ¢ozulerek 0.44 M c¢ozelti

elde edildi.
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2) Fosfat Tamponu: KH2POgs'tan 3.402 g tartiip 1 L distile suda
Na2HPOs'tan 1.775 g tartihp 500 mL distile suda ¢ozuldu. Bu iki
¢cozelti sirasiyla 7:3 oraninda karistirilarak 25 mM fosfat tampon elde edildi.

3) Fosforik Asit: %85’lik fosforik asitten 4.15 mL alinarak distile su ile
100 mL’ye tamamlandi ve 0.36 M konsantrasyonda ¢ozelti elde edildi.

2.2.3. Calisma

Bu yontemde mobil faz 1:1 metanol ( HPLC grade ) ile 25 mM fosfat

¢Ozulda.

tamponundan (pH: 6.5) olusmakta olup akis hizi 0.8 mL/dk olarak ayarlandi.
Dedektor dalga boyu 532 nm’dir.

Kor, numune ve standart tuplerinin her birine 500 yL 0.36 M fosforik
asit, 500 yL 0.44 M TBA, 900 pL distile su ve sirasiyla 100 uL distile su,
serum ve standart eklendi. Reaksiyon karisimi 100 °C’ de 1 saat su
banyosunda inkube edildikten sonra 10 dk 4°C’de sogutuldu. Bu reaksiyon
karisimindan 400 pyL alinarak Uzerine 720 yL metanol (HPLC grade) ve 80
ML 1 M sodyum hidroksit eklendi. 1500 xg’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
supernatandan 50 pL alinarak kolona enjekte edildi. Tablo 4'de calisma

protokolu 6zetlenmistir.

Tablo-4: MDA galisma protokolu

Numune Standart Kor
Distile su 900 pL 900 pL 900 pL
Fosforik asit | 500 pL 500 pL 500 pL

100 pL serum 100 pL standart 100 pL distile su
TBA 500 pL 500 pL 500 pL
100 °C’ de 1 saat su banyosunda inkube edilip, 4 °C’de sogutuldu.
Reaksiyon 400 pL 400 pL 400 pL
karisimi
Metanol 720 pL 720 pL 720 pL
NaOH 80 pL 80 pL 80 pL

1500 xg'de 10 dk santrifiij edildikten sonra stpernatandan 50 pL alinarak
HPLC'ye enjekte edildi.

MDA: malondialdehit, TBA: tiyobarbiturik asit, NaOH: sodyum hidroksit
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Standart egri grafigi, 0.5, 1, 2, 4 ve 6 nmol/mL’lik konsantrasyonlarda
hazirlanan 1,1°,3,3’-tetrametoksipropan ile ¢calisarak olusturuldu. Yaklasik 4.5
dakikada olusan MDA pikinin alanina karsilik gelen deger standart egri
grafiginden hesaplandi ve serum MDA dizeyi nmol/mL seklinde ifade edildi.

2.4. Kitotriozidaz ELISA Kiti ile Kutle Olgimii

Kitotriozidaz kutle Olgimi Cusabio marka Human Chitinase
(Chitotiosidase) ELISA kiti kullanilarak gerceklestirildi.

Olgim icin kullanilan kantitatif sandvic enzim immin él¢im
tekniginde CHIT’a spesifik antikorla kapli kuyucuklara numune, standart ve
kor pipetlendi, 2 saat 37 °C'de bekletilerek antikorla baglanma gerceklesti.
Bagli olmayanlar uzaklastirildiktan sonra CHIT’a spesifik biyotinle konjuge
edilmis antikor eklendi, 37 °C’de 1 saat bekletildi. Yikama yapilarak avidinle
konjuge edilmis peroksidaz ilave edildi, 37 °C'de 1 saat bekletildi ve yikama
ile avidin-enzim ayiracina baglanmayan maddeler uzaklastirildi. Kuyucuklara
substrat ilavesi ile ilk adimda CHIT baglanma miktarlari ile orantili olarak
renklenme meydana getirildi ve 15 dk sonra stop sollsyonla reaksiyon
sonlandirilarak olusan absorbanslar 450 nm’de okundu. Olusturulan standart
egri grafiginden degerlendirme yapilarak pg/mL olarak sonuglar hesaplandi.

2.5. Prolaktin ve Makroprolaktin Olgiimi

Prolaktin Architech C16000 cihazinda Abbott marka kit kullanilarak
kemiliminesan mikropartikil immunolojik 6lcim (CMIA) ydntemiyle tayin
edildi.

Makroprolaktin PEG ile ¢oktirme yontemi kullanilarak olguldu (78).
300 L serum érnegine 300 pL %25’lik PEG eklendi ve vorteks ile karistirildi.
Hemen sonra 1800 xg hizinda 30 dk santrifij edildi. SUpernatan ayrildi ve
prolaktin analizi yapildi. Sonuglar, yapilan 1:1 oranindaki dilusyondan dolayi
2 ile garpildi. Bu deger PEG ile muamele edilmeden Olgulen serum prolaktini
ile oranlanarak PEG-presipitasyonu sonrasi slUpernatanda kalan prolaktin
orani hesaplandi. %60 ve Uzeri degerler gercek hiperprolaktinemi, %40-%60
aras! olanlar supheli ve %40’in altindaki degerler makroprolaktinemi olarak

degerlendirildi.
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2.6. Lipit Profili ve Glukoz Ol¢imii

Serum lipit profili ve glukoz Architech C8000 cihazinda Abbott marka
kitler kullanilarak &lg¢ildi. Serum glukoz dizeyi enzimatik (Hekzokinaz)
yontemle, total kolesterol (TK) ve TG diizeyleri enzimatik hidroliz yontemi ile,
HDL-kolesterol diuzeyi ise enzimatik eliminasyon yontemi ile 6l¢guldd. LDL-
kolesterol duzeyleri Friedewald formula ile hesaplandi (95).

LDL-K (mg/dL) = Total Kolesterol — (HDL-K + TG / 5)

2.7. Atherojenik indeks Hesaplanmasi

Atherojenik indeks (Al) TG (mmol/L) / HDL-kolesterol (mmol/L)
oraninin logaritmasi alinarak hesaplandi (96). Epidemiyolojik ¢alismalardan
elde edilen veriler temelinde Ai < 0.11: diisik risk, 0.11-0.21: orta risk ve >
0.21 ise yiksek risk olarak degerlendirildi (97, 98).

2.8. Kiigiik Yogun LDL-Kolesterol (sdLDL-K) Olgiimi

Kaguk yogun LDL-K o6lgumiu Architech C8000 cihazinda Randox
marka sdLDL-K kiti ile gerceklestirildi. Bu yontem 2 asamadan olusmaktadir
ve 6zgun surfaktan ve enzimlerin lipoproteinlerin belli gruplariyla segici olarak
reaksiyona girmesi temeline dayanmaktadir. ilk asamada sdLDL disindaki
lipoproteinler  (silomikronlar, VLDL, IDL, LDL, HDL) 1. ayira¢ igindeki
surfaktan ve sfingomyelinaz tarafindan ayristirilir. Agiga ¢ikan kolesterol
enzimatik reaksiyonlarla su ve oksijene kadar parcalanir. ikinci asamada 2.
ayirag iginde bulunan baska bir surfaktanla sadece sdLDL’den kolesterol
acgiga cikarilarak enzimatik reaksiyona sokulur. Olugan hidrojen peroksit 2.
ayiragtaki peroksidaz ile reaksiyon vererek mor-kirmizi bir renk olusturur.
Olusan rengin absorbansi 548 nm’de okunarak sdLDL-K konsantrasyonu
mg/dL olarak hesaplandi.

2.9. Total Antioksidan Kapasite Ol¢imii

Total antioksidan kapasite Architech C8000 cihazinda Randox marka
Total Antioksidan Kapasite (TAK) kiti ile ¢alisildi. Kullanilan kolorimetrik
yontemde 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (=ABTS), peroksidaz
(metmiyoglobin) ve H202 ile ABTS"* radikaline okside edilir, olusan mavi-yesil
rengin absorbansi 600 nm’'de tayin edilir. Ornekteki antioksidan miktari

arttikca olusan renk azalmaktadir. Sonuclar mmol/L olarak hesaplandi.
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3. istatistiksel Analiz

Normal dagilima uygunluk go6steren surekli degiskenler igin
tanimlayici istatistikler ortalama * standart sapma (SS), normal dagilima
uygunluk gostermeyen surekli degigkenler igin ise ortanca (minimum-
maksimum) olarak verildi. Normal dagihma uygunluk gosteren degiskenlerin
gruplar arasi karsilastiriimasinda tek yonli varyans analizi (ANOVA), normal
dagihima uygunluk gdstermeyen degiskenlerin karsilastirimasinda Mann-
Whitney U testi kullanildi. Degiskenler arasindaki iligki Pearson korelasyon
katsayisi ile incelendi. Kategorik verilerin analizinde Fisher-Freeman-Halton
testi kullanildi. istatistiksel analizler IBM SPSS 20 paket programinda yapildi.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya 121 hiperprolaktinemik olgu ile kontrol grubu olarak
prolaktin degeri normal olan 54 kisi alindi. Calismaya alinanlardan 13’Unde
(Hiperprolaktinemik grup: 5, makroprolaktin grubu: 2 ve kontrol grubu: 6 Kigi)
serum CHIT aktivitesi saptanamadi veya ¢ok dusuk dizeyde oldugu goéruldu
ve bu olgular dederlendirme disinda birakildi. CHIT aktivitesi saptanmayan
olgu orani %7.4 olarak bulundu. Degerlendirme disinda birakilan olgulardan
sonra hiperprolaktinemik grup 95, makroprolaktinemik grup 19 ve kontrol
grubu 48 olgu seklinde degerlendirmeye alindi. Olgularin yas ortalamasi 37 £
13 olup, %69.7’si kadin, %30,3’'U erkeklerden olusmaktaydi. Yas ve cinsiyet
dagihmina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik
bulunmadi (p>0.05) (Tablo-5).

Tablo-5: Calisma gruplarinin demografik ézellikleri

Kontrol H-PRL M-PRL
N 48 95 19
Yas (yil) 39 +13 37 £13 32+9
Erkek/Kadin 15/33 32/67 5/14
Prolaktin (ng/mL) 10.18 45.34 " 68.84 & b*
(1.5-28.8) (18.8-924.8) (23.4-264.2)

Veriler ortama = standart sapma veya ortanca (minimum-maksimum) olarak verildi.
H-PRL: Hiperprolaktinemik grup, M-PRL: Makroprolaktinemik grup

a Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda;

b Hiperprolaktinemik grup ile karsilastirildiginda;

*p<0.05, ™ p<0.01
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Tablo-6: Kontrol ve hiperprolaktinemik gruplarda serum glukoz ve lipit

parametrelerinin karsilastiriimasi

Kontrol H-PRL M-PRL
Glukoz (mg/dL) 85 (65-157) 85 (43-268) 93 (70-117)
TK (mg/dL) 204 +47 192 + 45 186 + 37
HDL-K (mg/dL) 48.2 +10.2 45.0 £10.5 46.1+11.0
TG (mg/dL) 104 (45-346) 113 (24-581) 117 (56-241)
LDL-K (mg/dL) 124.2 + 38.3 120.3+37.0 114.6 + 31.8

sdLDL-K (mg/dL) 18.3 (8.5-65.3)  24.0(8.4-97.9) 19.8 (9-39.1)
Atherojenik Indeks ~ 0.040 +0.289  0.065+0.304  0.029 + 0.263

Veriler ortama * standart sapma veya ortanca (minimum-maksimum) olarak verildi.

H-PRL: Hiperprolaktinemik grup, M-PRL: Makroprolaktinemik grup, TK: Total kolesterol,
HDL-K: Yiksek dansiteli lipoprotein-kolesterol, LDL-K: Dusuk dansiteli lipoprotein-kolesterol,
TG: Trigliserit, sdLDLK: Kuguk yogun LDL-kolesterol

Serum glukoz ve lipit parametrelerinin ¢alisma gruplarinda benzerlik
gOsterdigi gozlendi, gruplar arasinda bu parametreler bakimindan istatistiksel
olarak anlamli fark olmadidi bulundu. sdLDL-K dizeyinin hiperprolaktinemik
grupta kontrol ve makroprolaktinemik gruplara gére daha ylksek oldugu
goruldu, ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi saptandi
(p>0.05). Benzer sekilde atherojenik indeks de hiperprolaktinemik grupta
daha ylksek olmakla birlikte gruplar arasinda anlamli farklihk olmadigi
goruldu (p>0.05) (Tablo-6).

Kontrol ve hiperprolaktinemik gruplar arasinda atherojenik indekse
gore yapilan risk siniflamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli farkhlik
bulunmadi (p>0.05) (Tablo-7). Kontrol grubunun %66.7’si, hiperprolaktinemik
grubun %54.7’si ve makroprolaktinemik grubun %68.4’UG dusuk risk grubunda
bulunurken; yiksek riskli grupta bulunma oranlar sirasiyla %66.7, %54.7 ve
%68.4 idi.

35



Tablo-7: Gruplarda atherojenik indekse gore yapilan risk siniflamasi

KONTROL H-PRL M-PRL TOPLAM
Distk, <0.11 | 32 (% 66.7) 52 (% 54.7) 13 (% 68.4) 96
Orta, 0.11-0.21 |3 (% 6.2) 12 (% 12.6) 1 (%5.3) 16
Yiksek, > 0.21 |13 (% 27.1) 31(%32.6) 5(%26.3) 50
TOPLAM 48 95 19 162

Veriler sayi (n) ve ylzde (%) olarak verildi.
H-PRL: Hiperprolaktinemik grup, M-PRL: Makroprolaktinemik grup

Tablo-8: Kontrol ve hiperprolaktinemik gruplarda serum Kkitotriozidaz

duzeylerinin karsilastiriimasi

Kontrol H-PRL M-PRL
CHIT kutle (pg/mL) 119.2 85.9 a” 118.3 P
(39.2-447.3)  (30.1-433.9) (42.5-238.1)

CHIT aktivite (nmol/mL/s) 1248+ 77.7 117.5%75.8 92.1+60.1

Veriler ortama * standart sapma veya ortanca (minimum-maksimum) olarak verildi.
H-PRL: Hiperprolaktinemik grup, M-PRL: Makroprolaktinemik grup, CHIT: Kitotriozidaz
aKontrol grubu ile karsilastirildiginda;

b Hiperprolaktinemik grup ile karsilastirildiginda;

*p<0.05 **p<0.01

Serum CHIT duzeyinin hiperprolaktinemi grubunda (85.9 pg/mL) hem
kontrol grubuna (119.2 pg/mL) hem de makroprolaktinemik gruba (118.3
pg/mL) kiyasla istatistiksel olarak anlamli (sirasiyla p<0.01 ve p<0.05) sekilde
daha dusuk oldugu saptandi. Makroprolaktinemik grupta CHIT duzeyinin
kontrol grubu ile benzer oldugu gézlendi. Serum CHIT aktivitesi bakimindan
ise kontrol grubunun en yuksek, makroprolaktinemi grubunun ise en dusuk
ortalamaya sahip oldugu goérulda, ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkhlik olmadigi saptandi (Tablo-8, Sekil-4).
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*Skala logaritmik hazirlanmistir.
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Tablo-9: Kontrol ve hiperprolaktinemik gruplarda serum total antioksidan
kapasite ve malondialdehit duzeylerinin karsilastiriimasi

Kontrol H-PRL M-PRL
TAK (mmol/L) 0.77 (0.51-1.23) 0.84(0.53-1.51)® 0.88 (0.73-1.26) &
MDA (nmol/mL) 1.31+0.52 1.21+1.13 1.31+0.95

Veriler ortama = standart sapma veya ortanca (minimum-maksimum) olarak verildi.

H-PRL: Hiperprolaktinemik grup, M-PRL: Makroprolaktinemik grup, TAK: Total antioksidan
kapasite, MDA: Malondialdehit

a Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; *p<0.05

Serum total antioksidan kapasitenin hiperprolaktinemik (0.84 mmol/L)
ve makroprolaktinemik (0.88 mmol/L) gruplarda kontrol grubuna (0.77
mmol/L) gore istatistiksel olarak anlamh sekilde daha yuksek oldugu saptandi
arasinda TAK bakimindan anlamh farklihk olmadigi goéruldid. Serum MDA
dizeyinin hiperprolaktinemik grupta kontrol ve makroprolaktinemi grubuna
gOre daha dusuk olmakla birlikte gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik olmadigi bulundu (Tablo-9).

Prolaktin, Kitotriozidaz ve Diger Parametreler Arasindaki
lligkiler:

Calisma gruplarinda parametreler arasindaki iligkiler Pearson
korelasyon analiziyle gercgeklestirildi ve Tablo-10’da sunuldu.

Serum prolaktin duzeyinin kontrol (r= -0.246) ve makroprolaktinemi
(r=-0.274) gruplarinda yasla negatif korelasyon gosterdigi ancak istatistiksel
olarak iligkinin anlamli olmadigi goraldu. Diger parametrelerle serum prolaktin
duzeylerinin iligki gostermedigi gozlendi.

Kontrol ve makroprolaktinemi gruplarinda CHIT-kitle ve CHIT-
aktivite arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi
(sirasiyla r= 0.363 r= 0.537, p<0.05); hiperprolaktinemik grupta ise bu iki
parametre arasindaki iligkinin ortadan kalktigi goruldu.

Kontrol grubunda hem CHIT-kltle, hem de CHIT-aktivitesinin yasla

anlamli pozitif iliski gosterdigi; diger gruplarda bu iliskinin olmadigi saptandi.
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Ayrica, yine kontrol grubunda CHIT-kitle ile sdLDL-K (r= 0.637, p<0.01),
LDL-K (r= 0.418, p<0.05) ve glukoz (r= 0.405, p<0.05) arasinda anlamli
pozitif iliski oldugu bulundu. Hiperprolaktinemik ve makroprolaktinemik
gruplarda CHIT-kutle ile diger parametrelerin iligki gostermedigi gézlendi.
CHIT-aktivitesinin ise kontrol grubunda serum TK duzeyi ile (r= 0.302,
p<0.05), makroprolaktinemik grupta serum TG konsantrasyonu ile (r= 0.558,
p<0.05) anlamli pozitif iliski gosterdigi saptandi. CHIT-aktivitesi ile sdLDL-K
arasinda tum gruplarda pozitif korelasyon oldugu, ancak korelasyonun
istatistiksel olarak anlamli dizeyde olmadigi gozlendi.

Kontrol grubunda serum MDA dizeyinin TAK (r= 0.328, p<0.05) ve
Al (r= 0.296, p<0.05) ile anlamli pozitif; LDL-K ile (r= -0.346, p<0.05) ise
anlamli negatif korelasyon gosterdigi bulundu. sdLDL-K ile MDA arasinda da
tum gruplarda pozitif iliski oldugu, ancak istatistiksel olarak anlaml dizeye
erigmedigi goruldu.

Kontrol ve hasta gruplarinda sdLDL-K'iin Al, glukoz, TK, TG ve LDL-
K ile pozitif korelasyonlar gosterdigi bulundu.

Total antioksidan kapasitenin yasla negatif iligkili oldugu goézlendi,
ancak istatistiksel olarak anlamli dizeyin kontrol grubunda bulundugu
goruldi (r=-0.341, p<0.05).
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Tablo-10: Kontrol ve hiperprolaktinemik gruplarda parametrelerin iligkisi

Prolaktin | CHIT- CHIT- MDA TAK sdLDL- | Atherojenik | Glukoz | TK HDL-K | TG LDL-K
kutle aktivite K indeks
Yas Kontrol | -0.246 0.285* | 0.291* | 0.030 -0.341* | 0.399* 0.335* 0.171 0.472** | -0.033 0.340* 0.360*
H-PRL | -0.046 0.071 0.112 0.047 -0.161 | 0.100 0.130 0.229* 0.199 -0.078 0.063 0.230*
M-PRL | -0.274 0.019 0.208 0.590** | -0.339 | 0.546 0.466* 0.063 0.133 -0.530* | 0.382 0.191
Prolaktin Kontrol -0.162 | -0.090 |-0.118 | -0.033 | -0.056 0.026 -0.092 0.095 -0.012 -0.060 -0.020
H-PRL 0.088 -0.114 | -0.139 | -0.056 | -0.118 0.139 -0.145 -0.004 -0.125 0.051 0.000
M-PRL -0.285 | -0.186 | -0.270 | -0.159 | -0.127 -0.192 0.077 0.027 0.297 -0163 -0.008
CHIT-kutle | Kontrol 0.363* | 0.137 -0.111 | 0.637** | 0.044 0.405* 0.220 -0.021 0.178 0.418**
H-PRL 0.081 -0.108 | -0.158 | -0.112 0.114 -0.018 0.015 -0.075 0.024 0.023
M-PRL 0.537* | -0.197 | 0.010 -0.174 0.056 0.005 0.047 -0.023 0.113 0.018
CHIT- Kontrol 0.073 -0.031 | 0.333 0.120 -0.171 0.302* 0.132 0.101 0.252
aktivite H-PRL -0.001 | -0.018 | 0.154 0.193 0.136 0.042 -0.110 0.159 0.004
M-PRL 0.108 -0.172 | 0.489 0.326 -0.008 0.386 0.052 0.558* 0.218
MDA Kontrol 0.328* | 0.304 0.296* 0.039 -0.090 -0.217 0.256 -0.346*
H-PRL 0.050 0.204 0.029 0.207* 0.020 0.103 0.058 -0.047
M-PRL 0.161 0.670* 0.137 0.049 0.332 -0.134 0.196 0.357
TAK Kontrol -0.027 -0.119 -0.121 -0.273 -0.027 -0.102 -0.338*
H-PRL 0.119 0.074 0.272* 0.216 0.100 0.137 0.202
M-PRL 0.099 -0.206 0.280 0.560* 0.247 -0.265 -0.655**
sdLDL-K Kontrol 0.717* 0.636** | 0.778** | -0.186 0.884** | 0.409*
H-PRL 0.680** 0.381* 0.681** | -0.190 0.797** | 0.389**
M-PRL 0.748** 0.395 0.623* -0.084 0.805** | 0.474
Atherojenik | Kontrol 0.217 0.554** | -0.590** | 0.875** | 0.292
indeks H-PRL 0.146 0.379** | -0.615** | 0.885** | 0.185
M-PRL 0.335 0.220 -0.690** | 0.898** | 0.154

H-PRL: Hiperprolaktinemik grup, M-PRL: Makroprolaktinemik grup, CHIT: Kitotriozidaz, MDA: Malondialdehit, TAK: Total antioksidan kapasite, sdLDL-
K: Kiguk yodun LDL-kolesterol, TK: Total kolesterol, HDL-K: Yuksek dansiteli lipoprotein-kolesterol, TG: Trigliserit, LDL-K: Duslk dansiteli lipoprotein-
kolesterol.

istatistiksel olarak anlamli olan korelasyon katsayilari (Pearson) koyu yazilmistir, *p<0.05, **p<0.01
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TARTISMA VE SONUC

Kitotriozidaz insanlarda baslica aktive olmus makrofajlar tarafindan
sentezlenen ve fizyolojik fonksiyonu tam acgiklanamamis bir enzimdir.
Makrofaj lizozomlarinda gesitli hastaliklarda meydana gelen birikimler bu
hdcrelerin  aktivasyonuna yol agarak asiri miktarda CHIT sentez ve
salinimina ve sonugta serum CHIT duzeylerinde/aktivitesinde artisa neden
olmaktadir. Ozellikle Gaucher hastali§i basta olmak Ulzere gesitli lizozomal
hastaliklarda makrofaj birikiminin ve aktivasyonunun biyokimyasal belirteci
olarak kullanilabilmektedir (99).

Cok sayida klinik ve deneysel calismalarla elde edilen bulgular
atherosklerozun baslangici, gelismesi ve komplikasyonlarin olugmasinda
inflamasyonun merkezi bir rol oynadigini gostermektedir. Makrofajlar
atherogenezin tum safhalarinda yer alir ve atherosklerotik plak olusumunun
gdstergeleridir. inflamasyon var oldukgca makrofaj ve lenfositlerin sayisi artar
(6).

Atherosklerotik hastaliklarda serum CHIT aktivitesinin ylksek oldugu
ve atherosklerotik lezyonun ciddiyeti ile de CHIT aktivitesi yuksekliginin iligkili
oldugu bildirilmigtir (61,62,99). Boot ve ark. (61) atherosklerotik doku
ekstraktlarinda CHIT aktivitesinin ¢ok belirgin olarak artmis oldugunu
gOstermigler ve insan atherosklerotik damar duvarindaki lipit-ydkla
makrofajlarla CHIT ekspresyonu arasindaki iliskiyi acgik bir sekilde ortaya
koymuslardir.

Prolaktin 6n hipofizdeki asidofil hlicreler disinda ekstra-pitiiter olarak
endotel hicreleri, néronlar ve lenfosit, mononukleer hiicreler ve timositler gibi
immun hucreler tarafindan da sentezlenir.

Cesitli calismalar sonucu elde edilen bulgular yuksek duzeylerde ve
hatta fizyolojik sinirlardaki prolaktinin  atherojenik fenotipe katkida
bulundugunu dusindirmektedir. Bu bulgu, hiperprolaktineminin bozulmus
endotel fonksiyonu, insulin duyarlliginda azalma ve dusuk duzeyde
inflamasyonla birlikte olusu temeline dayandinimaktadir. Ayrica fizyolojik
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sinirlarda bile olsa yuksek prolaktin duzeylerinin arteriyel kan basinci ile
iligkili oldugu saptanmigtir (86). Daha da 6nemlisi 10-yillik kardiyovaskuler
mortaliteyi dngérmede kullanilan risk skoru ile prolaktinin iligkili oldugu
bildirilmistir (84).

Prolaktin ve CHIT iligkisi ile ilgili in vivo ¢aligmalar bulunmamaktadir.
Bu calismada hiperprolaktinemide serum CHIT miktari ve aktivitesi dl¢ilerek
prolaktin, lipit duzeyleri ve oksidatif stres parametreleri ile iligkileri
incelenmistir.

Calismanin c¢ikis noktasi makrofaj aktivasyonunun belirteci oldugu
dugunulen CHIT'in in vitro gartlarda prolaktin tarafindan induklendigi (90,91)
bulgusunun in vivo sartlarda degerlendiriimesidir. Calismada in vitro olarak
saptanan bulguyla ters olarak H-PRL grubunda CHIT miktarinin (CHIT kutle)
anlamli olarak kontrol grubundan ve M-PRL grubundan daha dusik oldugu
bulundu. M-PRL grubunda CHIT miktarinin kontrol grubunun degerlerine
oldukga yakin oldugu, aralarinda farkliik olmadigi gézlendi. Bu iki grup
arasinda benzer CHIT miktarinin bulunmasi makroprolaktinemide fizyolojik
olarak etkili form olan monomerik prolaktin dizeylerinin normal dizeylerde
olmasi ile agiklanabilir (78). H-PRL ve M-PRL gruplart CHIT aktivitesi
bakimindan kontrol grubu ile kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkliik bulunmadigi goriildii. insan monosit-makrofajlarinda
gerceklestirilen ¢alismada hucreler gesitli dozlarda ve surelerle prolaktin ile
inkiibe edilerek CHIT mRNA duzeyi ve CHIT aktivitesi Oolgulmustur.
Prolaktinin 25 ng/mL konsantrasyonda en yuksek CHIT mRNA duzeyine
neden oldugu, takip eden dozlarda giderek CHIT mRNA dlzeylerinin azaldigi
ve 100 ng/mL konsantrasyonda yaklasik kontrol degerlerine ulastigi
gosterilmigtir. Hucre kultird ortamina 10 ve 25 ng/mL konsantrasyonlarda
prolaktin ekleyerek CHIT aktivitesi zamana bagh olarak incelenmis ve
maksimum aktivite yuksekligine 8. saatte ulasildigi, takiben aktivitenin
azaldigr gosterilmistir  (90). Calisma grubumuzda olgularin prolaktin
degerlerinin %45’inin 50 ng/mL duzeyinin altinda, %20’sinin 100 ng/mL’nin
uzerinde oldugu goruldu. Bu farkh bulgu, in vitro sartlarin farklihgindan
kaynaklanabilecegi gibi, yiksek dozlardaki prolaktin duzeyleri CHIT

ekspresyonunda azalmaya yol acmis olabilir seklinde de yorumlanabilir.
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Bu calismada kitotriozidaz kutle ve aktivitesinin kontrol grubunda
yasla pozitif korelasyon gosterdigi; H-PRL ve M-PRL gruplarinda bu
korelasyonun olmadigi saptandi. Calismamizin sonucuyla paralel olarak Kurt
ve ark. (100) saglikh yash ve gencglerde gercgeklestirdikleri g¢alismada
yaslilarda (65-95 yag) CHIT aktivitesinin genclerden (20-44 yas) anlamh
olarak daha yuksek oldugunu bildirmiglerdir. Cesitli lizozomal hastaliklari olan
bireylerin incelendigi baska bir calismada da yasla CHIT artisinin iligkili
oldugu rapor edilmigtir (93).

Kitotriozidaz miktar (kutle oOlgumu) ile CHIT aktivitesi arasinda
kontrol ve M-PRL gruplarinda istatistiksel olarak anlamh pozitif iligki
saptandigi halde H-PRL grubunda bu iligkinin olmadigi géruldi. Yapilan
calismalarda CHIT kutlesinin veya aktivitesinin ol¢uldugu; birlikte her ikisinin
degerlendirildigi az sayida c¢alisma oldugu goruldu. Bunlardan biri olan
calismada, Varghese ve ark. sporadik ALS’li hastalarda BOS’da hem ELISA
ile kitlesel CHIT hem de CHIT aktivitesi ¢calismislar ve kontrol grubuna goére
ALS’li hastalarda ELISA degerlerinin 17 kat, aktivite dlgimlerinin de 10 kat
yuksek oldugunu bildirmiglerdir (29). Arastiricilar bu 6lgimler igin korelasyon
analizi bulgusu belirtmemiglerdir.

Daha ©Once belirtildigi gibi, yapilan c¢alismalarda pek c¢ok
populasyonda CHIT enziminin genetik eksikligi saptanmigtir. Tlrkiye ile
birlikte cesitli Akdeniz bdlgesinde yer alan populasyonlarin incelendigi bir
caligsmada Turkiye toplumunda (n= 95) heterozigot gen defekti %29.5,
homozigot gen defekti orani ise %4.2 olarak bulunmustur (11). Heterozigot
defektli hastalarda enzim dizeyi disuk seyrederken, homozigot defektlilerde
CHIT enzimine hi¢ rastlanmamaktadir. Biz de ¢alismamizda genetik eksiklik
olabilecegini dusundugumuz ¢ok dusuk aktiviteye sahip vakalari
degerlendirme diginda biraktik. CHIT aktivitesi saptanmayan/¢ok dusuk olan
ve ¢alisma disi birakilan olgu orani %7.4 olarak bulundu.

Bu calismada bir makrofaj aktivasyon belirteci olarak tanimlanan
CHIT, bir immun sistem modulatoru olan prolaktin ile birlikte degerlendirildi ve
inflamatuvar bir stre¢ olan atheroskleroz ile iligkileri ortaya konmaya c¢alisildi.
Hiperprolaktinemi ile atheroskleroz iligkisini gdsteren bircok c¢alisma

bulunmaktadir (84-89,101). Reuwer ve ark.’lari (84) c¢alismalarinda
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prolaktinin reseptorlerini aktive ederek direkt atherosklerozu etkileyebilecegi
hipotezini 6ne surmusler ve prolaktin reseptorunun gesitli izoformlarini karotid
atherosklerotik plakta tespit ederek, 0Ozellikle de unstabil atherosklerotik
plaklardaki makrofaj lizozomlarinda daha belirgin olarak mevcut oldugunu
gOstermiglerdir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada premenopozal geng¢ kadinlarda
hiperprolaktinemi ile erken atheroskleroz gelisiminde risk faktorleri olan vicut
kitle indeksinde artig, dislipidemi ve kan basinci arasindaki iligkiler
arastinimistir. Hiperprolaktinemi grubunda serum TK, TG, HDL-K ve LDL-K
dizeylerinin ve inflamasyon goOstergesi olarak Olcilen plazma fibrinojen
konsantrasyonunun kontrol grubuna goére farkhlik gostermedigi; lipit
parametreleri ile prolaktin arasinda anlamh bir iligki bulunmadigi
saptanmugtir. ilgili calismada, prolaktin ile sadece diyastolik kan basinci
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir
(89).

Hiperprolaktinemide belirgin dislipideminin bulunmadigi bildirilmigtir
(84,89,102). Ancak tedavi ile normoprolaktinemi saglandiginda TK ve LDL-K
dizeylerinde anlamh azalma goruldigu, bu azalmanin prolaktinden ziyade
Ostradiol veya diger faktorlerin etkilerine baglanabilecegi belirtiimistir (89).

Diger yandan Erem ve ark. (103) yuksek prolaktin dizeyine sahip
olan prolaktinomali hastalarda serum TK, LDL-K ve apolipoprotein B
duzeylerinin saglikh kontrol grubuna gore anlaml olarak daha ylksek
oldugunu bildirmislerdir.

Alanbay ve ark.lari (92) PCOS’lu hastalarda CHIT aktivitesini
inceledikleri ¢alismada kontrol grubuna goére hasta grubunda CHIT
aktivitesinin belirgin olarak artmis oldugunu saptamiglardir. Ayni ¢alismada
hasta grubu ve kontrol grubu arasinda prolaktin duzeylerinin benzer oldugu;
CHIT aktivitesi ile ne prolaktin ne de serum glukoz ve lipit parametreleri (TK,
LDL-K, HDL-K, TG) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi
bulunmustur.

Hiperlipidemisi olan 90 kisi ile yapilan ¢alismada lipit dusurucu tedavi

oncesi ve tedavi sonrasi CHIT aktivitesinin degismedigi saptanmistir. Ayni
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calismada CHIT aktivitesi ile TK, TG, LDL-K ve HDL-K arasinda korelasyon
bulunmadigi bildirilmistir (99).

Yakin tarihli bir calismada endotelyal disfonksiyon ve atherojenik risk
faktorleri ile iliskili oldugu dustnulen hiperprolaktinemi ile karotis intima media
kalinhg! arasindaki iligki arastiriimistir. Calismada prolaktinomali hastalarda
kontrol grubuna gore serum TG, aglik glukoz, hsCRP ve plazma fibrinojen
dizeylerinin anlaml olarak daha yuksek; TK, HDL-K ve LDL-K dizeylerinin
ise farkli olmadigi saptanmistir. Serum prolaktin dizeyinin TG, hsCRP,
fibrinojen duzeyleri ve karotis intima media kalinligi ile anlamli pozitif, HDL-K
ile ise anlamli negatif korelasyon gosterdigi bulunmustur (101).

Hiperprolaktinemi ve inflamasyon iligkisi bakimindan farkh bulgular
rapor edilmistir. Hiperprolaktinemide inflamasyonun olmadigi (89), veya
hafifce yiksek enflamasyon belirteclerinin (hsCRP, fibrinojen) rapor edildigi
caligsmalar mevcuttur (85,101,102).

Bu c¢alismada serum glukoz ve lipit parametrelerinin
hiperprolaktinemisi olan c¢alisma gruplarinda kontrol grubuna goére farkl
olmadigr goruldu. Serum prolaktin dizeyinin hem kontrol hem de
hiperprolaktinemik gruplarda CHIT ve lipid parametreleri ile istatistiksel olarak
anlamli bir iligki gostermedigi saptandi. Bu bulgu normal ve yiksek prolaktin
dizeylerine sahip cesitli gruplarda yapilmis c¢alismalarda elde edilen
bulgularla paralellik gostermekteydi (89,92). Bir calismada ylksek prolaktin
dizeyine sahip olgularda prolaktinin TG ile pozitif, HDL-K ile negatif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (101).

Calismamizda CHIT ile glukoz ve lipid parametreleri arasindaki
iligkiler incelendiginde kontrol grubunda CHIT konsantrasyonu ile sdLDL-K,
LDL-K ve glukozun anlamli pozitif korelasyon gosterdigi bulundu. CHIT
aktivitesinin de sdLDL-K ile tum gruplarda istatistiksel dizeyde olmasa da
pozitif iliski gosterdigi saptandi. Ayrica CHIT aktivitesinin kontrol grubunda
TK, M-PRL grubunda TG ile pozitif iligkili oldugu goruldi. Bu iligkilerin
incelendigi iki calismada serum CHIT aktivitesi ile lipit parametrelerinin
korelasyon gostermedigi bildirilmistir (92,99). Bu ¢alismalardan birinde hasta

ve kontrol gruplarinin birlikte degerlendirilerek incelendigi ve grubun yas
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ortalamasinin (yaklasik 27) calismamizda yer alan gruplardan daha geng
oldugu gérulda (92).

Klinik galigmalarda plazmada sdLDL partiktllerinin artisinin kalp-
damar hastaliklarinin artisiyla birlikte oldugu gosterilmistir. sdLDL’nin arter
duvarina penetrasyonu yuksek, LDL reseptorune afinitesi dusuk, plazma
yarl-omru uzun ve oksidatif strese direnci duguktiur. sdLDL baslica buyukluk
temeline dayali olarak ayirimin yapildidi gradient jel elektroforeziyle tayin
edilir. Bundan baska sdLDL-K'in olctilmesi de kalp-damar hastaliklarinin
incelenmesinde kullanigli bir parametredir. Cho ve ark. 2015’te yayinladiklari
calismalarinda plazma sdLDL-K duzeyinin belirleyicileri olarak hem saglikli,
hem de metabolik sendromlu olgularda LDL-K, TG, aclik glukoz dlzeyi ve bel
cevresi oldugunu bildirmiglerdir (104). Bu c¢alismada arastiricilarin
bulgularina benzer sekilde sdLDL-K ile glukoz, TK, TG ve LDL-K arasinda
anlamli pozitif korelasyonlar oldugu saptandi. sdLDL-K ile en ylksek
korelasyonun TG ile oldugu goralda. Belirtilen galismada da multiple lineer
korelasyon analizinde sdLDL-K konsantrasyonuna olan etkide en buyik
katkinin TG tarafindan yapildigi rapor edilmistir. Plazmanin atherojenik
indeksi [log (TG/HDL-K)] son 20 yildir atherosklerozun 6ngorilmesinde
kullanilan ve LDL partiktl buayuklGgunt yansitan (ikisi arasinda negatif iligki
bulunur) bir parametredir (105-107). Calismamizda Al ile sdLDL-K arasinda
hem kontrol, hem de hiperprolaktinemik gruplarda istatistiksel olarak anlamli
korelasyon oldugu gdzlendi. Ai’e gére diisiik, orta ve yiiksek risk siniflamasi
yapilarak olgular incelendiginde hiperprolaktinemik gruplarin kontrol grubuna
benzer profile sahip oldugu bulundu ve bu bulgu hiperprolaktinemik gruplarin
lipit parametrelerinin de kontrol grubundan farkli olmadigi ile iligkilendirildi.

Serbest radikal Uretiminde artis ve/veya antioksidan savunma
kapasitesinde azalma sonucu olugan oksidatif stres c¢esitli endokrin
hastaliklarla iligkili olabilir (108). Yapilan literatir arastirmasinda
hiperprolaktinemi ve oksidatif stres iligkisinin incelendigi az sayida c¢alisma
bulundugu saptandi. Bunlardan birinde fertil ve infertil olgularda prolaktin ile
oksidatif stres ve antioksidanlarin iligkisi incelenmistir. iki grup arasinda
prolaktin duzeyi bakimindan fark olmadigi, infertil grupta serum MDA

dizeyinin yuUksek, nitrit dizeyinin disuk; antioksidan kapasitenin ise farkh
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olmadigi bildirilmistir. Ayrica antioksidan kapasite ile prolaktin arasinda pozitif
korelasyon saptanmis ve bu veri oksidatif strese cevap olarak antioksidan
kapasitenin olustugu seklinde yorumlanmigtir (109). Diger bir calismada
serum prolaktin diizeyi yiuksek olan infertilite yakinmasi olan olgularda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda oksidan parametrelerden olan konjuge c¢ift baglar
ve konjuge dien duzeyleri yuksek, MDA duzeyi dusuk olarak bulunmustur.
Antioksidan parametrelerden ise indirgenmis glutatyon ve retinol dizeyinin
anlamli olarak daha disuk oldugu saptanmistir (110). Calismamizda hem H-
PRL, hem de M-PRL gruplarinda TAK'nin kontrol grubundan anlamh olarak
daha yuksek oldugu; serum MDA duzeyleri bakimindan farkliik olmadigi
goruldu. Calismamizda hem H-PRL, hem de M-PRL gruplarinda TAK’nin
kontrol grubundan anlamli olarak daha yuksek oldugu; serum MDA duzeyleri
bakimindan farkhlik olmadigi goruldu.

Sonug olarak bu arastirma ile elde edilen bulgular, in vitro olarak
prolaktinin  CHIT  indUksiyonuna yol actigi  yoénindeki  veriyi
desteklememektedir. Hiperprolaktinemik grupta serum CHIT konsantrasyonu
makroprolaktinemik gruptan ve kontrol grubundan anlaml olarak daha dusuk
oldugu halde, CHIT aktivitesi gruplar arasinda farkhlik gostermemistir.
Hiperprolaktinemik gruplarda lipit parametrelerinin ve atherojenik indeksin
kontrol grubuna gore farkli olmamasi hiperprolaktineminin belirgin dislipidemi
ile birlikte olmadigi bulgusunu destekler nitelikteydi. Oksidatif stres ve
antioksidan kapasite ile hiperprolaktinemi iligkisinin daha ileri aragtirmalarla

incelenebilecedi gorusune varildi.
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