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OZET

Amag: Yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) proinflamatuar okside fosfolipitlerin diisiik yo-
gunluklu lipoproteinlerde (LDL) birikmesini engelleyerek oksidatif modifikasyonunu inhibe et-
mektedir. Antiinflamatuar ve antioksidan 6zellikleri ateroskleroz inhibisyonunda ters kolesterol
taginma Ozellikleri kadar 6nem tasimaktadir. HDL, bu bilinen etkilerinin aksine, fonksiyonlarini
kaybettiginde prooksidan 6zellik kazanmaktadir. Calismamizin amaci, o-tokoferol ve askorbik
asit gibi antioksidan vitaminlerin in vitro ortamda LDL’nin oksidasyonuna karst HDL’nin antiok-
sidan &zelliginin korunmas: {izerine etkilerinin arastirilmasidir.

Gerec ve yontemler: 30 saglikli geng bireyin plazma HDL’leri dekstran siilfat ¢oktiirme metodu
ile elde edildi. Daha sonra bu HDL’lerin (10 pg/ml) LDL’ye (50 ug/ml) kars: oksidasyonu dnleme
kapasiteleri spektroflorometrik metot ile belirlendi. Ayrica, aynt HDL’ler dort farkl: test tiipline
eklendiler ve farkli konsantrasyonlarda a-tokoferol (sirastyla farmakolojik ve yiiksek doz olan 1.5
mg/dl ve 3 mg/dl) ve askorbik asit (sirasiyla farmakolojik ve yiiksek doz olan 1.4 mg/dl ve 2.8 mg/
dl) ile bir saat ayr1 ayr1 inkiibe edildi. Daha sonra HDL lerin tiiplere eklenen 50 pg/ml LDL’ye kars1
oksidasyonu 6nleyici etkileri spektroflorometrik metot ile belirlendi. Ayrica bireylerin es zamanl
alinan serum orneklerinde HDL, LDL, TG, Lp (a), Apo Al, ApoB ve hsCRP diizeyleri 6lgiildii.
Bulgular: /n vitro ortamda 1.5 mg/dl ve 3 mg/dl o-tokoferoliin HDL ler iizerine eklenmesi HDL
skor degerlerini (sirasiyla ortanca degerleri 1.09 ve 1.10) kontrole kiyasla (ortanca degeri 0.87)
artirmistir. Floresan {inite degerleri (HDL skor degerleri) 1.0’den yiiksek ise prooksidan HDL ve
1.0°den kiigiik ise antioksidan HDL olarak degerlendirilmistir. Boylece o-tokoferol konsantrasyona
bagli olmaksizin prooksidan HDL’leri artirmistir (p<0,05). Ancak diisiik doz askorbik asit (1.4
mg/dl) antioksidan 6zelligi etkilemezken (ortanca HDL skor degeri 0.95) yiiksek doz (2.8 mg/dl)
askorbik asit ilavesi prooksidan HDL’lerde (ortanca HDL skor degeri 1.05) kontrole gore (ortanca
HDL skor degeri 0.87) artisa neden olmustur (p<0.05).

Sonug: In vitro o-tokoferol verilmesi dozdan bagimsiz olarak ve askorbik asit ise doza bagiml
olarak prooksidan etki olusturarak HDL’lerin oksidatif 6zelliginde artigsa neden olmustur.
Anahtar Kelimeler: o-tokoferol, askorbik asit, antioksidan HDL

ABSTRACT

Aim: High density lipoprotein (HDL) retards accumulation of proinflammatuar oxidized phospho-
lipids in low density lipoproteins (LDL) and have a capacity on inhibition of oxidative modification.
These antioxidant and antiinflammatory properties are as important as its cholesterol efflux functi-
on on inhibition of atherosclerosis. Contrary to it’s known effects when HDL has lost it’s functions,
gains prooxidant properties. The purpose of our study was to investigate effects of antioxidant
vitamins like a-tocopherol and ascorbic acid on the prevention of the antioxidant characteristics of
HDL against LDL oxidation in vitro.

Materials and methods: 30 healthy young subjects plasma HDL’s were obtained by dextran sul-
fate precipitation method. Then, oxidation prevention capacities of these HDL’s (10 pg/ml) against
LDL (50 pg/ml) were measured by spectrofluorometric method. Also same HDLs were added in to
the four different test tubes and they were separately incubated for an hour with different concent-
rations of o-tocopherol (1.5 mg/dl and 3 mg/dl which are pharmacological and high dose respecti-
vely) and ascorbic acid (1.4 mg/dl and 2.8 mg/dl which are pharmacological and high dose respec-
tively). Then, oxidation prevention effects of HDL against 50 pg/ml LDL which are added to the
tubes, were measured by spectrofluorometric method. Also, HDL, LDL, TG, Lp(a), Apo Al, Apo B,
and hsCRP levels were measured in serum which are simultaneously obtained from subjects serum.
Results: /n vitro 1.5 mg/dl and 3 mg/dl o-tocopherol addition onto HDL increased HDL score
values (median values 1.09 and 1.10 respectively) compared to control (median value 0.87). Fluo-
resans unit values (HDL score values) > 1.0 indicated as prooxidant HDL ; values < 1.0 indicated
as antioxidant HDL. In this way o-tocopherol increased prooxidant HDL’s by dose independent
manner (p<0.05). While low dose ascorbic acid (1.4 mg/dl) had no effect on antioxidant characte-
ristics (median HDL score value 0.95), high dose (2.8 mg/dl) ascorbic acid addition caused increase
on prooxidant HDL’s (median HDL score value 1.05) compared to controls (median HDL score
value 0.87, p<0.05).

Conclusion: /n vitro supplementation of o-tocopherol without depending on dose and ascorbic
acid with depending on dose caused a prooxidant effect increasing the oxidative characteristics
of HDLs.
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Giris

Fizyolojik sistemlerde yiiksek yogunluklu lipoprote-
in (HDL), diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonunu engelleyen antiaterojenik o6zellikte
bir lipoproteindir. HDL serbest kolesterol’iin esterifi-
kasyonu, lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT) ve
lipoprotein lipaz enzimlerinin aktivasyonu, serbest
kolesterol’iin periferden karacigere taginarak yikilma-
s1, lipoprotein artiklarinin dolasimdan uzaklastirilma-
st gibi fonksiyonlan ile aterosklerozu engellemekte-
dir [1,2]. Ancak son zamanlarda HDL'nin bilinen bu
fonksiyonlarinin yaninda antioksidan 6zellikleri 6nem
kazanmigtir. HDL'nin yapisinda bulunan Ca**a bagh
bir enzim olan paraoksonaz (PON), okside olmus lipid
metabolizmasinda ve aterosklerozun engellenmesinde
o6nemli rollere sahiptir. Ayrica PON, LDL oksidasyo-
nunun engellenmesi ve LDL oksidasyonuyla olusan
toksik metabolitlerin aktivitesinin azaltilmasinda HDL
iizerinde katalizor etki gostermektedir. Yapilan in vit-
ro caligmalarda; PON, okside LDL’yi hidroliz ederek
lipid peroksit olusumunu anlamli olarak azaltmis ve
yagli ¢izgi olusmasini da engellemistir [3]. Ayrica PON,
HDL iizerinde amino ucundaki hidrofobik bélgede apo
A-I ile baglantilidir ve LDL’nin oksidasyonu sonucun-
da olusan proinflamatuar molekiilleri parcalayarak
vaskiiler hastalik riskini de azaltmaktadir [3]. Diger
taraftan, HDL'nin oksidasyonu sirasinda anlamli mik-
tarda lizofosfotidilkolin bulunmus ve PON-1"in fosfo-
tidilkolin {izerine fosfolipaz A2’ye benzer aktiviteye
de sahip oldugu sonucuna varilmistir [4]. Bu nedenle,
son yapilan ¢aligmalarda aterosklerozda HDL'nin kon-
santrasyonu degil de antioksidan kapasitesinin 6nemli
oldugu iizerinde durulmustur [5].

Caligmamizda  antioksidan  etkilerinden  dolay1
kullandigimiz o-tokoferoliin immun ve inflamatuar hii-
crelerin aktivitesini ve ekspresyonunu etkiledigi ayrica
trombosit agregasyonunu da inhibe ettigi gosterilmistir
[6,7]. Ayrica o-tokoferol antioksidan 6zelligi ile hiicre
membranlarint korur ve LDL’lerdeki yag asitlerinin
oksidasyonunu engeller. Ancak in vitro ¢aligmalarda
yiiksek konsantrasyonda kullanildiginda bir prooksi-
dan olarak davrandigi da gosterilmistir [8]. Bir molekiil
a-tokoferol bir oksidani nétralize ettiginde antioksidan
kapasitesi kaybolacak sekilde degisir. Ancak, kanda
bulunan antioksidanlar o-tokoferoliin antioksidan ka-
pasitesini geri dondiirme yetenegine sahiptir [9]. Diger
yandan askorbik asit iyi bilinen antioksidan bir vitamin
olarak serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin
yag asitlerine, protein ve DNA’ya verecekleri oksidatif
hasara kars1 organizmay1 korurken bazi durumlarda da
oksidasyonu artirdigi bildirilmistir [10, 11].

Bu ¢aligmanin amaci o.-tokoferol ve askorbik asit gibi
antioksidan vitaminlerin LDL’nin oksidasyonuna karsi
HDL'nin antioksidan 6zelligi {izerine etkilerini (in vitro)
analiz etmektir. Bu amag i¢in farkli konsantrasyonlarda
a-tokoferol ve askorbik asit test edilmistir.
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Gerec¢ ve Yontem

Calismamiz ESOGU Tip Fakiiltesi yerel etik kurulu
tarafindan onaylanmistir [31.01.2011 (39) PR-08-04-25-
13]. Bu g¢alismamiza goniillii 30 saglikli birey (25 ka-
din, 5 erkek) dahil edilerek bilgilendirilmis ve olurlari
alinmistir. Katilimeilarin yag ortalamasi kadinlar igin
27.242.6 ve erkekler i¢in 26.612.2 olup higbirisi ilag te-
davisi almamaktadir. Calismamiza katilan bireylerden
bir gecelik aclik sonrasi vendz kan 6rnekleri, 1 mg/ml
EDTA igeren tiiplere ve jelli tiiplere alinarak hem plaz-
malart hem de serumlar1 1500xg’de 5 dakika santrifiij
edilerek ayrildi. Serum oOrneklerinden total kolesterol,
HDL, LDL, Trigliserit diizeyleri fotometrik metotlar ile,
Lipoprotein (a), Apo Al, Apo B ve hsCRP diizeyleri ise
immiinotiirbidimetrik metotlar ile Modiiler Roche anali-
zoriinde Roche Diagnostics kitleri kullanilarak 6lgiildi.
HDL plazma orneklerinden dekstran siilfat ¢oktiirme
metodu ile elde edildi [12]. HDL'nin antioksidan 6zelli-
ginin belirlenmesi i¢in ¢alismada kullanilan LDL klinik
laboratuvardan saglanan serum havuzundan izole edi-
lerek [13] hem HDL hem de LDL kolesterol miktarlari
Modiiler Roche analizdr ile Roche Diagnostics kitleri
kullanilarak ol¢iildi. Ayrica ¢alismamizda kullanaca-
gimiz o-tokoferol ve askorbik asitin plazmada bulun-
mast Onerilen en yiiksek dozlari (farmakolojik doz) ve
bu dozlarin iki kat1 fazla miktarlar1 yiikksek doz olarak
belirlendi [14].

Diklorofloresan deneyi:

HDL'nin fonksiyonel ozelliklerini belirlemek amaciyla
in vitro sartlarda okside LDL'nin DCFH’y1 okside etme-
si sonucu olugan DCF’den (florofor) kaynaklanan flore-
san siddetindeki degisimin HDL varliginda 6l¢iilmesine
dayanan florometrik bir metoddur [15]. ilk olarak plaz-
malardan izole edilen HDLlerin herhangi bir uygulama
yapilmaksizin LDL’ye karsi davranislarini belirlemek
amaciyla 200 ul LDL kolesterol (50 pg/ml) ile 900 ul
test HDL kolesterolii (10 pg/ml) vidali kapakli tiiplerde
karanlik ortamda 20-25 °C’de 1 saat inkiibe edildi. 0.2
mg/ml Diklorofloresan (DCFH) soliisyonu ortama ek-
lendi ve vortekslenerek ayni sartlarda iki saat bekletildi.
Floresan okumalar1 belirli zaman araliklarinda 485 nm
eksitasyon, 530 nm emisyon dalga boylarinda spekt-
roflorometre (Jasco FP-750) ile yapilarak bireylerin
HDL’lerinin LDL oksidasyonunu 6nleme kapasiteleri
belirlendi ve bu kapasiteler bireylerin kontrol degerleri
olarak gosterildi. Daha sonra dort farkl: tiipe bu birey-
lerin HDL leri (10 pwg/ml) koyularak iizerlerine ayr1 ayr1
1.5 ve 3 mg/dl a-tokoferol, 1.4 ve 2.8 mg/dl askorbik asit
ilave edilerek, karanlik ortamda 20-25 °C’de 1 saat ink-
iibe edildi. Bu siirenin sonunda tiiplere daha dnce izole
edilen HDLlerin LDL’den 50 pg/ml ilave edilerek ayni
inkiibasyon sartlarinda 1 saat daha bekletildi. Ayrica
0.2 mg/ml Diklorofloresan (DCFH) soliisyonu orta-
ma eklenerek ve vortekslenerek ayni sartlarda iki saat
daha bekletildikten sonra degisik konsantrasyonlarda
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a-tokoferol ve askorbik asit ile etkilesen HDL’lerin
LDL oksidasyonunu oOnleyici etkileri spektrofloromet-
re ile belirlendi. HDL yoklugunda LDL’'nin DCFH
ile oksidasyonundan elde edilen floresan {iinite (FU)
(HDL skor degeri) 1 olarak kabul edildi. Daha sonra
HDL’lerin varliginda ve farkli o-tokoferol ve askor-
bik asit konsantrasyonlarinda o6l¢iilen FU’lar 1’den
kiiciik ve 1’den biiyilk HDL skorlar1 olarak siniflandi.
FU, HDL varliginda DCFH’nin LDL tarafindan oksi-
dasyonu sonucu olusan floresan siddetindeki degisimin
Olgiilmesiyle belirlendi ve DCF’nin olusturdugu flo-
resans yogunlugunun her bir birimi 1 tinite (FU) olarak
degerlendirildi* I’den biiyiikse, 6rnek i¢erisindeki HDL
prooksidan HDL olarak, eger deger 1’den diisiikse an-
tioksidan HDL olarak kabul edildi. [15].

Istatistiksel Analizler

Tim veri analizleri SigmaStat 3.5 paket programlari ile
yapilmistir. Normal dagilim gosteren veriler ortalama
ve normal dagilim gostermeyen veriler ortanca deger,
minimum ve maksimum degerler olarak ifade edilmistir.
Bagimli 6lgiimlerden olusan ve normal dagilim gdster-
meyen verilere, Friedman Repeated Measures Analysis
of Variance on Ranks (bu testin ¢oklu karsilastirma-
larinda Tukey metodundan yararlanilmistir) ile analiz
edilmistir. P<0.05 olasilik degerleri 6nemli olarak ka-
bul edilmistir.

Bulgular

Caligmaya dahil edilen bireylerin lipit profil degerleri
Tablo I’de gosterilmektedir. Bireylerin lipit parametre-
leri referans sinirlar icinde bulunmaktadir. Bu normal
degerlere sahip kisilerin ortanca HDL skor degeri 0.87
olarak tespit edilmistir. (Sekil 1,2 ve Tablo 2,3). Bu bi-
reylerin HDL leri in vitro ortamda 1.5 mg/dl ve 3 mg/
dl o-tokoferol ile birlikte inkiibe edildiginde ortanca
HDL skor degerleri sirasiyla 1.09 ve 1.10 olarak degis-
mistir (Sekil 1 ve Tablo 2). Askorbik asitin 1.4 mg/dl’ si
ve 2.8 mg/dl’si izole HDLler ile muamele edildiginde
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Sekil 1. HDL'nin antioksidan 6zelligi iizerine a-tokoferoliin farkli
konsantrasyonlarinin etkileri.

o-tokoferol (1.5 ve 3 mg/ml) varliginda ve yoklugunda (kontrol)

HDL’nin antioksidan 6zelligi. HDL Skor (FU)>1 prooksidan HDL;
HDL Skor (FU)<lantioksidan HDL. a-T: o-Tokoferol
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ise, HDL skor ortanca degerleri sirastyla 0.95 ve 1.05 ola-
rak belirlenmistir (Sekil 2 ve Tablo 3). In vitro ortamda
a-tokoferoliin farmakolojik etki dozu (1.5 mg/dl) ve yiik-
sek dozu (3 mg/dl) kontrole gore prooksidan HDL diize-
yini (HDL skor degerini) 1’in lizerine ¢ikartarak anlamli
bir sekilde artirmistir (p<0.05) (Sekil 1 ve Tablo 2). An-
cak askorbik asitin sadece yiiksek dozu (2.8 mg/ml) pro-
oksidan HDL diizeyini (ortanca HDL skor degeri 1.05)
kontrole gore (ortanca HDL skor degeri 0.87) anlamli bir
sekilde artirmistir (p<0.05) (Sekil 2 ve Tablo 3).

Tablo 1. Caligmaya katilan bireylerin biyokimyasal parametreleri
(ortalama+SD) (n=30)

Parametreler ortalama+SD

Total kolesterol (mg/dl) 157.3 + 32.6
HDL (mg/dl) 61.16 + 14.8
LDL (mg/dl) 87.50 + 29.5
Trigliserit (mg/dl) 84.00 + 63.0
Lipoprotein (a) (mg/dl) 18.80 + 17.7
Apo Al (mg/dl) 159.7 +24.2
Apo B (mg/dl) 67.20 +23.7
hsCRP (mg/dl) 1.48 + 0.17

Tartisma

Calismamizda 30 saglikli bireyin serumlarindan izole
edilen HDL’lerin in vitro ortamda antioksidan kapa-
siteye sahip olduklar1 gosterilmistir. Bu bireylerin ta-
maminin lipit profilleri normal sinirlar arasinda idi ve
ortanca HDL skor degeri (0.87) I’den diisiik oldugun-
dan antioksidan &zelliklerini korumaktaydilar [5]. Bu
HDL’ler farmakolojik etki ve daha yiiksek konsant-
rasyonda a-tokoferol ile inkiibe edildiginde prooksi-
dan &zellik gostermistir. Calismamizda kullandigimiz
a-tokoferoliin dogal olarak bulunan formu RRR-o.-
tokoferol ya da sentetik olan 7 ayr1 stereoizomerin karigi-
mi olan RRR-o-tokoferol stereoizomeri halinde bulunur.
Bu iki tiiriin in vitro antioksidan etkisi ayni goriilmiistiir
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Sekil 2. HDL’nin antioksidan ozelligi izerine askorbik asitin farkli
konsantrasyonlarinin etkileri.

Askorbik asit (1.4 ve 2.8 mg/ml) varliginda ve yoklugunda (kontrol)
HDL’nin antioksidan &zelligi. HDL Skor (FU)>1 prooksidan HDL;
HDL Skor (FU)<I antioksidan HDL. AA: Askorbik asit
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Tablo 2. a-Tokoferol uygulamasinin HDL skor degerlerine (FU) iligkin tanimlayici istatistikleri (n=30)

Grup Ortanca Minimum Maksimum anlamlilik (p)
Kontrol 0.87 0.59 1.06

1.5 mg/dl o-T 1.09 0.87 1.25 a

3 mg/dl o-T 1.10 0.77 1.39 a

a: kontrole gore anlamli farklilik oldugunu géstermektedir (p<0.05)

o-T uygulandiktan sonra HDL Skor (FU)>1 prooksidan HDL; HDL Skor (FU)<I antioksidan HDL olarak degerlendirildi. o-T: a-Tokoferol.

Tablo 3. Askorbik Asit uygulamasinin HDL skor degerlerine iligkin tanimlayici istatistikleri (n=3)

Grup Ortanca Minimum Maksimum anlamlilik (p)
Kontrol 0.87 0.59 1.06

1.4 mg/dl AA 0.95 0.70 1.16

2.8 mg/dl AA 1.05 0.68 1.26 a

a: kontrole gore anlamli farklilik oldugunu gostermektedir (p<0.05)

AA uygulandiktan sonra HDL Skor (FU)>1 prooksidan HDL; HDL Skor (FU)<I antioksidan HDL olarak degerlendirildi. AA: Askorbik asit

[16]. Fakat in vivo ortamda ¢ogu hiicrenin ¢ekirdegi ve
sitoplazmasinda degisik molekiillerle etkilesimleri fark-
I1 olacagindan ¢ogu ozelliklerinde degisiklikler goz-
lenmistir [17]. Normal sartlarda ve konsantrasyonlarda
a-tokoferoliin in vitro LDL’yi konjuge dien ve lipit pe-
roksidasyonu olusumuna karst korudugu kanitlanmistir
[18]. Bu durum o-tokoferoliin aterosklerotik lezyonla-
rin ilerlemesini okside LDL’lerin olusumu basamagin-
da engelleyerek durdurdugunu gostermektedir. Ancak
bazi durumlarda co-tokoferoliin LDL ve HDL iginde
var olan konsantrasyonunda bile lipit peroksidasyonuna
neden oldugu in vitro sartlarda gosterilmistir [19]. Bu
peroksidasyon o.-tokoferol radikali alfa tokoferoksil ile
olusturulmaktadir [20]. In vitro sartlarda a-tokoferol
radikali ile olusan lipit peroksidasyonu in vivo ortamda
da gosterilmistir [21]. Ozellikle bu oksidasyon in vitro
sartlarda olusan tokoferol-aracilikli peroksidasyon mo-
deli ile uyumludur [21]. Bu modelde, lipit oksidasyonu
alfa-tokoferoksil radikali ile baglatilir ve ilerletilir. Ayri-
ca a-tokoferol, faz ve zincir transfer ajani olarak az mik-
tarda tiiketilerek sivi fazdaki radikallerin lipoprotein
partikiillerine transferini saglar. Olusan a-tokoferoksil
radikali yapisinda en azindan bir ¢ift bag bulunduran
yag asitlerinden H atomunu alarak LDL lipit peroksidas-
yonu reaksiyonlarini baglatir ve dnemli miktarda lipit
hidroperoksitleri olusumuna neden olur [20,22,6]. Ca-
lismamizda kullandigimiz dozlarin oksidasyonu artiri-
c1 etkileri tokoferol aracilikli peroksidasyon modeli ile
aciklanabilir. Bu dozlar in vitro ortamda hem HDL’nin
hem de LDL'nin yapisinda bulunan lipitlerde peroksi-
dasyona neden olmus olabilir. HDL oksidasyonunu 6n-
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leyememis hem de LDL oksidasyonunu artirmig olabi-
lir. Ayrica ¢alismamizda HDL skor degerlerinin artmasi
HDL'nin yapisinda bulunan antioksidan bir enzim olan
paraoksonazin lipit peroksidasyonunu engellemeye ye-
terli olmadigin1 gostermektedir [6].

a-Tokoferoliin eriskinlerde alinmasi onerilen giinliik
miktar1 (RDA) erkekler i¢in 10 mg ve kadinlar i¢in 8 mg
olarak belirlenmis ve bu miktarlar optimum plazma kon-
santrasyonuna ulasmada yeterli gorilmiistiir (23). Be-
lirtilen dozlarda o-tokoferol organizmada antioksidan
olarak koruyucu gorev almaktadirlar. Baz1 ¢aligmalar-
da ytiksek doz o-tokoferol alimi kalp hastaliklari, tip 11
diyabet, hipertansiyon, kanser, kognitif bozukluklar ve
alzhemier hastalig1 riskini azaltmistir (23). Ancak, fark-
I1 zamanlarda yapilan calismalarda ise o.-tokoferoliin
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanseri 6nlemedeki etki-
lerinin tartismali oldugu ve yiiksek dozlarda mortalite
riskini artirdigi kanitlanmistir [24,25,6]. Ayrica bazi
arastirmacilar uzun donem yiliksek doz o—tokoferol
alimina karsi uyarmislardir [26]. Bu c¢alismalar yiik-
sek doz a-tokoferoliin bir prooksidan gibi davranarak
organizmada oksidasyonu artirdigini ve HDL’'nin an-
tioksidan ozelligini degistirdigini gostermektedir. /n
vitro ¢alismalarda da ytliksek dozda o—tokoferoliin LDL
iizerinde o-tokoferoksil radikali olusturmalarindan do-
lay1 prooksidan hale doniistiikleri gosterilmistir [27, 28].
Calismamizda hem plazmada olusabilecek en yiiksek
konsantrasyon hem de iki kati fazla konsantrasyonda
oksidasyonun kontrole gore artmasi bu goriigii destek-
lemektedir. Boylelikle a—tokoferol bir prooksidan gibi
davranarak HDL’leri proaterojenik hale doniistiirmiistiir.
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In vivo ortamda ise yiiksek doz vitamin E’nin bu 6zellik-
leri diger yagda ¢oziinen antioksidanlarin yerine gegme-
si ve dogal dengeyi bozarak ila¢ ve endojen toksik ajan-
lar1 detoksifiye eden sitozolik glutatyon-S-transferazi
da inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir [29,30].
Calismamizda kullandigimiz diger vitamin askorbik
asit de o-tokoferol gibi serbest peroksil radikallerinin
zararli etkilerine karsi organizmay1 koruyan suda ¢ozii-
nen dogal bir antioksidan olarak bilinmektedir [31]. Nor-
mal sartlarda faz transfer ajani olarak lipoprotein i¢in-
deki bir radikalin sivi ortama gecisini saglayarak lipit
peroksidasyonunu engeller [6]. Bu etkilerini o-tokoferol
ile membran i¢ ve dis yiizeyinde etkileserek gostermek-
tedir [11]. Ancak askorbik asitin hem diisiik hem de
yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan olarak davran-
dig1 da saptanmustir [31]. Ortaya ¢ikan bu prooksidan
etkilerin hiicrelerde genetik hasara neden oldugu sap-
tanmigtir [31]. Calismamizda yiiksek konsantrasyonlar-
da askorbik asit prooksidan olarak davranmistir. Girotti
ve arkadaslar1 da oksidasyon sirasinda lipit hidroperok-
sitleri mevcutken askorbik asitin lipit peroksidasyonunu
tetikleyebilecegini ve bu etkilerinin 10 mM’dan daha az
konsantrasyonda olabilecegini gostermistir [32]. Ayrica
in vitro ¢aligmalarda da sistemde endojen peroksit, ok-
sijen, demir veya Cu gibi metal iyonlarinin varliginda
askorbatin prooksidan hale doéniiserek lipit peroksidas-
yonuna neden oldugu gosterilmistir [11,12].

Askorbik asitten bir elektronun uzaklastirilmasi bir as-
korbik asit serbest radikalinin olusumuyla sonuglanir.
Reaktif oksijen tiirleri ya da askorbil serbest radikali ta-
rafindan bir diger elektronun uzaklastirilmasi ise Dihid-
roksiaskorbat (DHA) olusumu ile sonuglanir. DHA’dan
enzim bagimli olan ve olmayan yoldan askorbat tekrar
olusturulabilir ve askorbil radikali NADH-bagimli se-
mihidroaskorbat rediiktaz ve NADPH bagimli seleno-
enzim tiyoredoksin rediiktaz tarafindan indirgenir [33].
DHA askorbata nonenzimatik olarak GSH ile ya da
tiyoredoksin ve GSH bagimli enzim glutaredoksin ile
indirgenebilir [34]. Olusan DHA’nin hiicrelerce alinmasi
ve eritrositlerde GSH ile rediiksiyona ugratilmasi Hi-
ninger ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir [35]. In
vivo ortamdan farkli olarak in vitro ortamda bu enzim
sistemlerinin bulunmamasi ve ortama eklenen askorbik
asitin DHA’ya doniistimii ve bu esnada olusan hidrojen
peroksitlerin LDL oksidasyonunu artirmasi s6z konu-
sudur. Bu oksidasyonun kullanilan dozlar ile paralel
olarak artmasi bunu dogrulamaktadir. Normal sartlar-
da askorbik asit bakir ile LDL oksidasyonu baslamadan
once ortama konursa bir antioksidan olarak rol oynar.
Ancak dnceden hafifce bir oksidasyon bulunuyorsa bile
bir prooksidan hale dontismektedir [36]. Calismamiz-
da askorbik asit ilavesi ile oksidasyonun konsantrasyo-
na bagimli olarak artmasi bazi bireylerin LDL’lerinde
oksidasyona yatkinlik oldugunu hatta bazilarinda oksi-
dasyonun bulundugunu gostermektedir. Ayrica HDL bu
oksidasyonu engelleyememis ve prooksidan 6zelliginde
artig gostermistir.
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Askorbik asit i¢in alinmasi Onerilen gilinliik miktar
(RDA) 60 mg olarak belirlenmistir. Ancak son zaman-
larda yapilan galigmalar yetersiz sebze ve meyve tiike-
tenlerde giinliik ihtiyag¢ i¢in 200 mg askorbik asit alimi-
nin plazma konsantrasyonunun devam ettirilmesinde
yeterli olacagini gostermektedir [37]. Belirtilen askorbik
asit konsantrasyonlar1 organizmada antioksidan 6zellik-
leri ile koruyucu fonksiyonunu yerine getirebilmektedir
ve HDL’nin antioksidan 6zelliginin korunmasinda olasi
faydalari bulunmaktadir. Ancak dozun artirilmasiyla
askorbik asit’in prooksidan gibi davranarak beklen-
meyen yan etkileri nedeniyle tehlike yaratabilecegi de
bildirilmistir [37]. Calismamizda plazmada bulunan en
yiiksek askorbik asit konsantrasyonu ve bunun iki kati
konsantrasyonunda c¢alisildi. Ancak askorbik asit’in
konsantrasyona bagimli olarak prooksidan HDLyi artir-
dig1 ve boylelikle ateroskleroza karsi koruyucu etkisinin
kalmadigi gozlendi.

Sonug olarak, o—tokoferol ve askorbik asit plazmada bu-
lunmasi 6nerilen en yiiksek konsantrasyonlarinin iize-
rinde prooksidan 6zelligi artirarak HDL’yi proaterojenik
hale doniistiirmektedirler. Bu bakimdan o—tokoferol ve
askorbik asitin 6nerilen dozlarda ve viicut gereksinimle-
rine gore alinmasi ateroskleroza karsi korunmada biiyiik
Onem tagimaktadir.

Cikar catismasi

Bu ¢alismada yazarlar konuyla ve/veya herhangi bagka
bir yazar ile ilgili maddi veya manevi bir ¢ikar iligkisi
icinde bulunmamaktadir.
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