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OZET

KALAY, F. KORONER ANJiYOSU YAPILMIS HASTALARDA TIKALI DAMAR
SAYISI ILE VASKULER PEROKSIDAZ 1, TRANSKRIPSIYON AKTIVE EDICI
FAKTOR 4 VE GLUTATYON PEROKSIDAZ DUZEYLERININ INCELENMESI.
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2018

Ateroskleroz olarak adlandirilan arter hastaliklar1 endiistrilesmis iilkelerde ani dliimler,
miyokard infarktiis, kalp yetmezligi, inme, bobrek yetmezligi iskemi ve ¢oklu organ
hasarina neden olmaktadir. Giiniimiizde tip ve teknolojiye yonelik gelismelerle birlikte,
yasam tarzina yonelik farkindalifin artmasi halen ateroskleroz kaynakli oliimlerde
azalmaya yol acamamustir. Son yillarda aterosklerotik siiregte oksidatif stres ve
endoplazmik retikulum stresi (ER stresi) artiginin da 6nemli roliiniin gdsterilmesine
ragmen, halen bu patogenezindeki rolleri tam olarak aydinlatilamamuistir. Ateroskleroz
ile ER stresi ve oksidatif stres arasindaki iliskiyi irdeleyen calismalar 1s18inda
projemizde,  hastalifin  patogenezinin  aydinlatilmasinda  ve  prognozun
degerlendirilmesine vaskiiler peroksidaz 1 (VPO1) ve transkripsiyon aktive edici faktor
4 (ATF4)in birer biyobelirteg olarak kullanilip kullanilamayacaginin incelenmesi

hedeflenmistir.

Bu amagla, ¢alismamizda koroner anjiyografi sonuglarina gore olusturdugumuz kontrol
(n=20) ve hasta grubu (n=60) olgularinda, koroner arter hastaliginin seyrinde rutin
olarak kullanilan parametreler; C-reaktif protein, lipid parametreleri ve demografik
ozellikleri ile VPO1, ATF4 ve GPx1 diizeyleri 0lgiilerek kontrol ve hasta gruplar

arasindaki degisimler ve parametrelerin kendi aralarindaki korelasyonlari irdelendi.

Elde ettigimiz sonuglarda tayini yapilan biyokimyasal parametrelerden VPO1 ve
ATF4’in koroner arter hastaligr ile iligkili bir biyobelirte¢ potansiyeline sahip
olabilecegi, 6zellikle de geleneksel risk faktorlerine ilaveten tedavi protokollerinin takip

ve izlenmesinde onemli faydalar saglayacag: diisiincesindeyiz.
Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, ER Stresi, VPO1, ATF4, GPx1

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 22043
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ABSTRACT

KALAY, F. INVESTIGATION OF VASCULAR PEROXIDASE 1,
TRANSCRYPTION ACTIVE FACTOR 4 AND GLUTATHIONE PEROXIDASE
LEVELS WITH NUMBERS OF CONGESTED VESSEL IN CORONARY
ANGIOGRAPHED PATIENTS.

Istanbul University, Institute of Health Science, Deparment of Medical Biochemistry,

Graduate Thesis. Istanbul. 2018.

Atherosclerosis causes sudden death, myocardial infarction, heart failure, stroke, renal
failure ischemia and multiple organ damage in industrialized countries. Today, together
advances in medicine and technology, the increased awareness of lifestyle does not yet
lead to a reduction in atherosclerotic deaths. Although increased oxidative stress and
endoplasmic reticulum stress (ER stress) has recently been shown to be an important
role in the atherosclerotic process, their roles in this pathogenesis has not been fully
elucidated. The aim of this project is to investigate whether vascular peroxidase 1
(VPO1) and activating transcryption factor 4 (ATF4) can be used as biomarkers in
highlighting the pathogenesis of the disease and in evaluating the prognosis in relation

to the relationship between atherosclerosis and ER stress and oxidative stress.

For his purpose, parameters that are routinely used in the course of coronary artery
disease in our control (n=20) and patients group (n=60) according to the results or
coronary angiography in our study; C-reactive protein, lipid parameters and
demographic characteristics VPO1, ATF4 and GPx1 levels were measured and the

changes between the control and patient groups and their correlations were evaluated.

We conclude that VPO1 and ATF4 may have a potential biomarker associated with
coronary artery disease, especially in the follow-up and monitoring of treatment
protocols, in addition to traditional risk factors, based on the biochemical parameters

identified in our results.
Key Words: Atherosclerosis, ER stress, VPO1, ATF4, GPx1

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 22043



1. GIRIS VE AMAC

Koroner arter hastaligi (KAH) diinya genelinde 6liim nedenlerinden biridir ve
kalp kasina oksijen ve besin tasiyan koroner arter damarlarinin patolojik disfonksiyona
ugramasi sonucu ortaya c¢ikar (1). Arter duvarindaki degisiklikler damar liimeninde
daralmaya neden olan ve boylece kan akisim1 kisitlandiran aterosklerotik plaklarin
birikmesine neden olur. Kan akisinin genellikle trombotik bir olay tarafindan tamamen
kesilmesi, kalp kasinin oksijensiz kalmasiyla karakterize miyokard enfartiis ile
sonuglanir (2). Giiniimiizde tip ve teknolojiye yonelik gelismelerle birlikte, yasam
tarzina yonelik farkindali§in artmasi halen ateroskleroz kaynakli dliimlerde azalma
saglayamamustir (3,4). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verileri &niimiizdeki 20 yilda da bu
durumda bir degisiklik olmayacagi yoniindedir. Dolayisiyla bu durum kardiyovaskiiler
hastaliklardan korunmada bireysel farkliliklar1 6n plana ¢ikararak, daha etkin, kisiye

yonelik tedavi protokollerinin gelismesine neden olmaktadir.

Biiyiik ve orta boydaki muskiiler arterleri tutan kronik inflamatuvar bir hastalik
olan ateroskleroz gelismis iilkelerde 6liim nedenlerinin basinda gelmektedir (5). Ester
kolesterol kalintilari, inflamatuvar hiicreler, diiz kas hiicreleri ve bunlardan salgilanan
kollajen ve elastin gibi molekiilleri yapisinda bulunduran ateromlarin arter duvarinda
birikmesiyle ortaya cikar. Giderek ilerleyen ateroskleroz kan akisinda kesintiye,
kanamaya neden olur, bu durum da inme ve miyokard enfartiis ile sonuglanan riiptiir ve
pitht1 olusumuna neden olur. Yiiksek serum diisiik-yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesterol ve diisiik serum yiiksek-yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol diizeyleri,
diyabet, hipertansiyon, alkol ve sigara kullanimi, yaslanma ve oksidatif stres

ateroskleroz gelisiminde rol oynayan kardiyovaskiiler risk faktorlerindendir (5,6).

Ateroskleroz asamali olarak gelisen bir hastaliktir ve olusumunda birgok
kompleks molekiiler ve hiicresel mekanizmalar rol oynar. Aterosklerozun erken fazinda
meydana gelen endotel disfonksiyonu kemotraktant ve adezyon molekiillerinin
salinimint arttirir, bu durum dolasimdaki monositlerin endotele gogiinii uyarir (7). Gog
eden monositler arter duvarinin intima bdlgesinde toplanir ve burada makrofajlara
doniisiirler. Intimada biriken makrofajlar, plazmadaki LDL kolesteroliin oksidasyona
ugramasindan kaynaklanan okside LDL (oxLDL) partikiillerini kontrolsiiz bir sekilde

icine alarak kopiik hiicrelere dontisiirler (8,9). Kopiik hiicre olusumunun artmasi



kolesterol esterlerin belli bir bodlgede birikmesiyle sonuglanir, bu durum yagh
cizgilenme olarak adlandirilir. Yagh cizgilenmede, makrofajlar ve T lenfositler tunika
mediadan intimaya diiz kas hiicre goéciinii arttiran inflamatuvar sitokinler salgilarlar
(10,11). Gog eden diiz kas hiicreleri arter duvarini kalinlagtir ve yagh ¢izgilenme daha
karmagik bir durum olan stabil aterosklerotik plaga doniisiir. Aterosklerozun geg
fazinda, plaklardaki diiz kas hiicreleri ¢ogalir ve fibr6z kepin yapisini olusturan
ekstraselliiler matriks proteinleri sekrete eder ve lipid yiiklii kopiik hiicrelerin apoptotik
veya nekrotik hiicre 6liimiine ugramasi sonucu nekrotik ¢ekirdek ortaya ¢ikar. Nekrotik
cekirdek ester kolesterol kalintilar1 ve 6lmiis hiicreleri veya onlarin artiklarini igerir.
Intimada kopiik hiicre olusumu ve T hiicrelerinin salinimimin devam etmesi kronik
inflamatuvar siireci aktifler, bu da intimaya daha fazla diiz kas hiicresi ve inflamatuvar
hiicrelerin gé¢ etmesine neden olur. Bu siiregte, fibroz kep incelir ve kalsifikasyona
ugrar ve nekrotik ¢ekirdekteki kolesterol kristalleri arter duvarina zarar vermesi sonucu
stabil plaklar unstabil fibroz plaklara doniisiir. Sonunda ince fibroz bir kep ve biiytik bir
nekrotik ¢ekirdekten ibaret unstabil plak riiptiire doéniisiir ve ardindan akut olaylara

neden olan piht1 olusumunu indiikler.

Proaterojenik faktorler olan oxLDL ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) endotel
hiicre apoptozisini indiiklediginden aterosklerozun patogenezinde Onemli rol
oynamaktadir. Vaskiiler duvarda endotel hiicrelerden eksprese edilen vaskiiler
peroksidaz 1 (VPO1); NOX (NADPH oksidaz) enziminin katalizledigi reaksiyon
sonucu agiga ¢ikan Oz anyonunun spontan olarak ya da siiperoksid dismutaz (SOD)
enziminin katalitik aktivitesi sonucu agiga ¢ikan hidrojen peroksid (H202) bilesigini CI"
iyonlar1 vardiginda hipokloréz asite (HOCI) doniistiirerek hiicrenin oksidatif yiikiiniin
artmasimna neden olur (12). Endoplazmik retikulumda proteinlerin katlanmasinda
disiilfid kopriilerinin olusumunu katalizleyen endoplazmik retikulum oksidoredoksin 1
(ERO1) enzimi her bir disiilfid kopriisii olusumunda bir molekiil H2O2 agiga cikararak
hiicrenin oksidatif yiikiiniin artmasina neden olmaktadir (13). Olusan H202 molekiilleri
antioksidan karakterdeki glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan suya doniistiiriilerek
hiicrenin oksidatif yilikii azaltilir ve hiicre apoptozisten korunur (14). Yapilan klinik
arastirmalar sonucunda VPOI1 ve transkripsiyon aktive edici faktér 4 (ATF4)’iin
aterosklerozin patogenezinde kilit rol oynayabilecek molekiiller oldugunun tespit

edilmesine ragmen hastaligin olusumundaki rolii tam olarak aydinlatilamamustir.



Oksidatif stres ile endoplazmik retikulum stresi (ER stresi) arasindaki iligkiyi ve

bu iki biyolojik olaymn ateroskleroza katkisini irdeleyen c¢alismamizda, koroner

anjiyografi yapilarak KAH tanis1 konulmus hastalarin kan 6rneklerinde, aterosklerozda

ER stresinin roliiniin agiklanmasina ve dolayisiyla da koroner arter hastaliginin tani ve

tedavisine katkida bulunabilecek biyobelirte¢ saptanmasi hedeflenmistir. Bu ¢ergevede;

1.

Koroner anjiyografi sonuglarina gore normal olarak degerlendirilmis 20 olgu
(kontrol grubu) ile KAH tanisi konulmus 30 tek damar hastas1 ve 30 iki ve ii¢
damar hastasinin demografik 6zellikleri ve varsa diger hastaliklari, alkol ve
sigara kullanim aligkanliklar1 ve sikliklari, ilag kullanim durumlari sorgulanarak

kayit altina alindi.

. Hasta ve kontrol grubunu olusturan olgularin ateroskleroz gelisimi ile iliskili

olan inflamatuvar bir biyobelirte¢ olan C-reaktif protein diizeyleri ile yine
aterosklerozda inflamatuvar yolaklar1 aktifledigi ileri siiriilen lipid diizeyleri
(LDL kolesterol, HDL kolesterol, trigliserid ve total kolesterol) ve ateroskleroz
patogenezinde rol oynadig: diisliniilen VPO1, ATF4 ve GPx1 diizeyleri olciildii.

Tiim hastalarimiz1 dahil ettigimiz istatiksel degerlendirmelerde, dl¢timii yapilan
parametrelerin birbiriyle olan iliskileri ve hastaligin olusumuna  katkilar
tartisilarak koroner arter hastalifinin patogenezinin aydinlatilmasinda ve
prognozun  degerlendirilmesinde  bir  biyobelirte¢  olarak  kullanilip

kullan1lamayacag aragtirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Koroner Arter Hastahg:

2.1.1. Tanim

Koroner kalp hastaligi veya iskemik kalp hastalig1 olarak da bilinen koroner
arter hastaligt (KAH) en yaygin kardiyovaskiiler hastalik tiiriidiir ve Kiiresel Hastalik
Yiikii son raporuna gore diinyadaki morbidite ve mortalitenin temel nedenlerinden
biridir (15,16). Kalp kasina oksijen ve besin tasiyan koroner arter damarlarinin patolojik
disfonksiyona ugramasi sonucu ortaya ¢ikar (1). Arter duvarindaki degisiklikler damar
liimeninde daralmaya neden olan ve boylece kan akisini kisitlandiran aterosklerotik
plaklarin birikmesine neden olur. Koroner arterlerde meydana gelen daralma ve
tikanikli§in ana sebebi ateroskleroz olmakla birlikte; arteritler, emboli, amiloidoz,
konjenital koroner damar anomalileri, radyasyon, arteriovendz bozukluklar da KAH
patognezinde rol oynamaktadir (17). Kan akisinin genellikle trombotik bir olay
tarafindan tamamen kesilmesi, kalp kasinin oksijensiz kalmasiyla karakterize miyokard
enfartiis ile sonuglanir (2). Koroner arterlerin iyilesmesini ve yenilenmesini saglayacak
yontemlerin gelistirilmesi kardiyovaskiiler tip acisindan ¢ok 6nemli olsa da heniiz bu

hedeflere ulagilamamistir (18).

2.1.2. Epidemiyoloji

Ulkemizdeki 6liim nedenlerine bakildiginda KAH’nm ilk sirada yer aldig
goriilmektedir. Tiirkiye’de KAH iizerine yapilmig olan en kapsamli ¢alisma niteligi
tastyan TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri) ¢aligmasinin
verilerine bakildiginda, tiim calisma grubunun 45-74 yaslarindaki toplam 24 yillik
kiimtilatif degerlendirmesi, yiiksek koroner mortaliteyi, erkeklerde 1000 kisi basina 7,3;
kadinlarda 3,8 oldugunu gostermektedir. 2000 yilindan bu yana KAH insidansinda %
18'lik bir diislis kaydedilse de KAH o6liim nedenleri arasindaki ciddiyetini korumaya
devam etmektedir (19). Son yillarda yasam kosullarinin iyilestirilmesine ragmen,
kardiyovaskiiler hastalik riskinin yas ile paralel sekilde arttig1 ve kiiresel morbidite ve

mortalite oranlarinin da agirlastigi gosterilmistir (20-22).



2.2. Endotel Disfonksiyon

2.2.1. Normal Arter Yapisi

Saglikli insan arterleri ii¢ tabakadan olusmaktadir (23). En igte tunika intima,
arada tunika media ve en dista tunika adventisya tabakalar1 yer almaktadir. Tunika
intima, endotel olarak da adlandirilan liimeni ¢evreleyen en i¢ tabakadir. Endotel, kan
dolagimi ile direkt temas halindedir ve vaskiiler homeostaz1 korumada hayati 6neme
sahip, oldukga iyi diizenlenmis bir¢ok mekanizmaya sahiptir. Tek katman olarak
tanimlansa da, yetiskin insanlarda genellikle diiz kas hiicreleri ve kollajen iceren
olduk¢a kompleks ve heterojen bir yapidan olusur ve intimay1 tunika medyadan ayiran
i¢c elastik laminaya dis kismindan baglanir. Tunika media ¢ok sayida diiz kas hiicre
katmanlarindan olusur. Biiylik elastik arterlerdeki diiz kas hiicreleri, pulsatil akisin
iletimine katkida bulunan elastin agisindan zengin bir ekstraselliiler matriksle
diizenlenmistir. Mediadan elastik bir tabaka ile ayrilan adventisya ise fibroblastlar, mast

hiicreleri, kolajen ve proteoglikanlari iceren bir matriksten olusur (24).
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Sekil 2.1. Arter duvarinin anatomik yapisi

2.2.2. Normal Endotel Foksiyonu

Vaskiiler homeostazin major regiilatorii olan saglikli endotelin baslica gorevleri
vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon arasindaki dengenin devamliligini saglamak, diiz
kas hiicrelerinin ¢ogalmasi ve migrasyonunu kontrol etmek, trombogenez ve fibrinoliz
mekanizmalarmi kontrol etmektir (25). Endotelin vazomotor modiilasyonundaki

onemine ilk kez 1980’lerde yapilan hayvan c¢alismalarinda deginilmistir (26-31). Daha



sonra, endotelin son derece aktif parakrin, endokrin ve otokrin organ oldugu ve farkl
oranlarda uyarildig1 anlasilmistir. Endotel disfonksiyonu; bir¢ok fizyolojik ve patolojik
durumla iligkilendirilmistir (32-34). Endotelden gii¢lii bir vazodilator madde olan
nitrik oksid (NO) (35) ile trombosit agregasyonunu inhibe edebilme 6zelligine sahip
prostasiklin ve bradikinin gibi diger vazodilatér maddeler salinir (25). Endotelden
ayrica endotelin ve anjiyotensinojen-II gibi vazokonstriiktor maddeler de sekrete edilir.
Anjiyotensinojen-II hem pro-oksidan karakterde bir molekiildiir, hem de intimada ki

diiz kas hiicre poliferasyonunu indiikler (25,36).

Normalde NO dinlenme halinde inflamasyon, hiicre poliferasyonu ve pihti
olusumunu baskilayarak wvaskiiler duvarin korunmasini saglar (37). NO; endotel
aktivasyonu tetikleyen ve endotelin apoptoza daha duyarli hale gelmesine neden olan
transkripsiyon faktorii niikleer faktér xB'nin (NFkB) ekspresyonunu baskilayan
koruyucu genlerin (INxB-a, A20, B hiicreli lenfoma 2 geni) ekspresyonunu uyarir (33).
NO ayni1 zamanda mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun siirlandirilmasina katkida

bulunur.

2.2.3. Endotel aktivasyonu, hasar ve disfonksiyon

Iki asamada gerceklesen endotel aktivasyonu kardiyovaskiiler risk faktorlerinin
varliginda patolojik olabilen bir siirectir (38). NO {tiretimindeki azalma NO aracili hiicre
sinyal yolaklarinda kayiba yol acar ve endotel bagimli vazodilatorler ve bunlarin tersi
etki gosteren anjiyotensin II gibi vazokonstriiktér maddeler arasindaki dengenin
bozulmasina neden olur. Bu durumda endojen nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi endotel
disfonksiyona neden olan ROS iiretimini tetikler (37). Geri dondiiriilebilir bir siire¢ olan
endotel aktivasyonu, aktiflenen endotel hiicreleri inflamatuvar uyaranlardan
cekildiginde sessiz bir duruma donebilir (39). Kontrol altina alimamayan endotel
aktivasyonu, ya geri doniisiimii olmayan endotel hasar1 ya da endotelyal hiicre apoptozu

ile sonuglanir (33,40).

Endotel disfonksiyon vazoaktif molekiillerinin dengesinde kalict bir bozuklugun
meydana gelmesi ve endotelin doku perflizyonunu diizenleyememesi sonucu olusur.
Kritik diizeylerde endotelyal adezyon molekiilleri, prokoagiilan molekiiller, sitokinler
ve kemokinler endotel hiicre nekrozu ve diger duvar hiicre hasarlarina neden oldugu

icin geri doniisi olmayan endotelyal hiicre hasar1 kronik endotelyal hiicre



aktivasyonuyla sonuglanir (33). Aktiflenmis veya apoptotik hiicrelerden dolasima

verilen endotelyal mikropartikiiller de birer endotelyal hiicre hasar belirtecleridir (41).

2.2.4. Kardiyak Risk Faktorleri ve Endotel Fonksiyonu

Endotel aktivasyonu veya disfonksiyonu KAH gelisiminin erken evrelerinde
meydana geldigi i¢in birgok ¢alisma geleneksel degistirilebilir ve degistirelemez risk
faktorlerinin endotel fonksiyonu {iizerindeki etkisini irdelemektedir. Epidemiyolojik
verilere gore; diyabet, hipetansiyon, dislipidemi, obezite, egzersiz, diyet, alkol tiiketimi,
cinsiyet, aile Oykiisii ve yas; ilk kez miyokard infarktiis gecirenler i¢in bu riskin
%90’dan daha fazlasini olusturmaktadir (42). Geleneksel kardiyovaskiiler risk faktorleri
ROS’un ve ardindan da oksidatif stresin artmasina yol agan biyolojik reaksiyonlar
araciligiyla, L-arginin indiikli NO sentezinde azalmaya neden olur ve anti-trombotik

faktorlerdeki kayipin da eslik ettigi kronik inflamatuvar bir siire¢ gelisir (43,44).

Ozellikle degistirilebilir kardiyak risk faktorlerinin (alkol ve sigara kullanimu,
hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diisiik HDL kolesterol diizeyleri) tedavisi veya
birakilmasi endotel fonksiyonunu iyilestirebilirken (45), baz1 vakalarda aterosklerotik
ilerlemeyi yavaslatabilir (46). Ayrica birden fazla kardiyovaskiiler risk faktoriiniin
varlig1 ise endotelyal hasar ile sinerjik etki gostererek kardiyovaskiiler riskin kat ve kat

artmasina da neden olabilir (42,47,48).

Gilintimiizde geleneksel olmayan risk faktorleri de tan1 ve tedavinin izlenmesinde
Oonemli yer tutmaya baslamistir. Arter duvarina karsi gelisen birtakim serolojik
belirtegler tanimlanmig, fakat cogu her ne kadar endotelyal hasari isaret etse de
aralarinda KAH ile nedensel bir iliski bulunamamistir (49). Yiiksek duyarli C-reaktif
protein (50) ve homosistein (51) hari¢ diger son bulunan kardiyovaskiiler
biyobelirteglerin (troponinler, B tipi natriiiretik peptid, mikroalbiimintiri) geleneksel risk

faktorlerine birincil prediktif deger katmadigi diistiniilmektedir (52).

Ateroskleroz risk faktorlerinin birbirlerinden bagimsiz olarak degil, toplam
etkilerinin bir biitlin halinde degerlendirilmesi Onerilmektedir. Amerikan Ulusal

Kolesterol Egitim Programi’na gére KAH risk faktorlerinin siiflandiriimasi (53):
A. Major Risk Faktorleri
1. Degistirilebilen risk faktorleri

- Alkol ve sigara kullanim



- Hipertansiyon: kan basinct > 140/90 mmHg olmasi veya antihipertansif tedavi

goriilmesi
- Hiperkolesterolemi: Total kolesterol >200 mg/dL, LDL>130 mg/dL
- HDL kolesterol diizeyinin diisiik olmas1: <40 mg/dL
2. Degistirilemeyen risk faktorleri

- Aile oykiisii: Birinci derece akrabaliklarda; erkekler i¢cin 55, kadinlar i¢in 65

yasindan 6nce kalp krizi ve ani 6liim bulunmasi

- Yas: kadinlarda >55 ve erken menapoz durumu, erkeklerde >45
B. Minor Risk Faktorleri

- Hipertrigliseridemi

- Obezite

- Sedanter yasam tarz1

- Stres
C. Yeni Eklenen Risk Faktorleri

- Homosistein yiiksekligi

- Lipoprotein(a) ytiksekligi

- Koagiilasyon egiliminde artisa neden olan etkenlerin varligi: Fibrinojen,

plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), V-WF, F-VII ve F-VIII yiiksekligi

- Inflamatuvar belirteglerin ytiksekligi: CRP, IL-6, TNF-a, Cu, Fe

2.3. Aterosklerotik Plak Olusumu ve Morfolojisi

1970’1 yillarda yayinlamis oldugu ‘hasara yanit’ hipotezi ile 20. yy’in ikinci
yarisinda aterojenez ile ilgili bilgilerilerimizin gelismesine 6nemli katkilar saglamis
olan Russell Ross (54), aterosklerotik lezyonlarin gelisiminden dnceki ii¢ ana olayi; diiz
kas hiicrelerinin intimal poliferasyonu, bu hiicrelerin ¢ogunun kollajen, elastik lif
proteinleri ve proteoglikanlardan olusan matriks dokuya baglanmasi ve daha ileri
lezyonlarda nekrotik bir c¢ekirdege doniisebilecek intra- ve ekstraseiiller lipid

birikiminin meydana gelmesi olarak 6zetlemistir (55).



Ik intimal olay, geleneksel kardiyovaskiiler risk faktdrlerinden immiinolojik
yaralanma veya enfeksiyonlar gibi daha az konvansiyonel mekanizmalara kadar ¢esitli
ihtimallerin endotelyal hasara doniismesiyle ortaya c¢ikar. Endotel hasar uyarist devam
ederse, endotel hiicreleri yapisal ve islevsel degisikliklere ugrar ve bu da alt katmandaki
kollajen dokuya trombositlerin yapisarak bu bolgede toplanmasina neden olur (55).
Endotel disfonksiyon ile ilgili lizerinde durulan diger teori ise, gogten ziyade, uygun
kosullar altinda geri doniilebilirlik ve plak regresyonunun iyilestirebilecegi yoniindedir.
Endotelyal hasar ve tamir mekanizmasi arasinda uzun yillar devam edebilen, diiz kas
hiicre poliferasyonuna yol agan bir denge vardir. Bir¢ok durumda, farkli hasar sekilleri,

endotelin yapiskanligini, pihtilasmasini ve permeabilitesini arttirir (56).

Ateroskleroz sistematik bir hastalik olmasina ragmen, ¢ogu zaman aort, koroner,
serebral, femoral ve ilyak arterlerin tutulumuyla karakterizedir ve farkli hastalarda farkli
organlar1 etkiler (54). KAH’nin en Onemli nedeni koroner arterlerin duvarlarinda

meydana gelen sistematik inflamasyon kaynakli koroner aterosklerozdur (57).

2.3.1. Aterosklerotik Plak Gelisimi

Ateroskleroz asamali olarak ilerleyen bir siirectir (58). Ana morfolojiler
dogrultusunda, makrofaj kopiik hiicre olusumu ve 6liimii, ekstraselliiler lipid birikimi,
intraselliiler matriks ve diiz kas hiicrelerindeki yapisal degisiklikler ve yer
degistirmeleri, mineral depolarinin artigi, kronik inflamasyon, neovakiilarizasyon
(yeniden damarlanma), lezyon yiizeyindeki bozulmalar, hematom ve pihti olusumu ve
fibromuskiiler dokuya gecisiyle karakterize ¢ok sayida patojenetik asamadan olusan
stireg, ¢ift yonlii seyreder (59). Sitokinler, pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar

molekiillerin yer aldig1 karmasik bir dizi agamalar tarafindan da ilerletilir (60).

Amerikan Kalp Dernegi’nin vaskiiler lezyonlar ile ¢aligan komitesi tarafindan da
desteklenen Stary ve arkadaslar1 (61); aterom olusumunun alti farkli morfolojik
asamadan olustugunu belirtmisler ve bu asamalar1 ana hatlariyla tarif etmislerdir. Bu
asamalar histolojik kompozisyonlarina ve yapilarina gore siniflandirildiklarinda; hayatin
ilk ti¢ dekadinda ortaya ¢ikan bazen geri dondiiriilebilir faz olarak da adlandirilan pre-

lezyonel faz (tip 1-3) ve plak gelisimi evresi (tip 4-6) olarak ikiye ayrilabilirler (62).
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2.3.1.1. Pre-lezyonel Faz

Faz 1: Plak Olusumunun Baslamasi

Endotel hem ¢ok genis bir yiizeye sahip oldugu i¢in hem de siirekli olarak kan
ile temas halinde oldugu i¢in arteriyal lezyona yatkin bolgelerde viicut homeostazinda
(6rn; hiperlipidemi, hiperglisemi, iltithaplanma) meydana gelen degisikliklerden ilk
olarak endotel hiicreleri etkilenir. Endotel hiicreleri tarafindan kontrol altina alinan
endotelyal permabilitedeki modifikasyonlar plazmadaki LDL partikiillerinin intimaya
gegmesine ve burada birikerek LDL birikintilerinin olugsmasina neden olur (63).
Intimada biriken LDL molekiilleri burada proteoglikanlar ve matriks proteinleri ile
etkilesime girer. Bu proteinler LDL moekiillerinin oksidatif olarak modifiye
lipoproteinlere (MLp) doniisiimiinii siddetlendirir. Lipoprotein (Lp) molekiillerinin
subendotelyal bolgede alikonulmasi ve birikmesi endotel hiicrelerine ve Lp
molekiillerinin oksidasyona duyarliligi gibi karakteristik Ozelliklerine baglidir (64).
LDL ya plazmada, ya endotel hiicreleri arasindan gecerken ya da subendotelyal
ekstraselliiler matriksde aterojenik modifikasyonlara ugrar. LDL bu lokasyonlarin her
birinde farkli derecelerde degisime ugrar (65). Dolagimda tespit edilen degisiklige
ugramis kiigiik LDL fraksiyonu (oksitlenmis, glikozillenmisg, enzimatik olarak modifiye
olmus, vb) plazmada bulunan giiclii antioksidan sistemler sayesinde karaciger ve diger

organlarda bulunan mononiikleer fagositik sistem sayesinde plazmadan uzaklastirilir.

MLp’lerin intimaya gocii ve orada birikmesiyle birlikte endotel hiicrelerin
biyosentetik kapasitesinde major degisiklikler meydana gelir. MLp’lerin etrafinda
zamanla hiperplazik ¢ok tabakali bir bazal lamina olusmaya baslar (66). Bazal lamina
ve ekstraselliiler matriksin poliferasyonu miyoendotelyal baglantilar1 ve komsu diiz kas

hiicreleri arasindaki baglantilar1 bozarak damar duvarinin uyarilar vermesine yol acar.

Normal kosullar altinda, endotel hiicre plazma membrani negatif yiikliidiir, bu
0zelligi endotele non-trombotik 6zellik kazandirir. Uzun stireli hiperlipidemi, endotel
hiicre membranindaki bu anyonik boélgelerin dagilmasina neden olur. Endotel hiicre
plazma membranindaki negatif yiik oranindaki azalma, permabilitede artig ve spesifik

arter bolgelerinin adheziv karaktere doniismesiyle sonuglanir (67).
Faz 2: Endotel hiicre disfonksiyonu

Endotel hiicre tabakasina yansiyan degisiklikler endotel hiicrelerini aktifleyerek

savunmaya gecmesini ve ¢ok sayida faktoriin rol oynadigi inflamatuvar siireci baslatir.
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Endotel hiicre plazma membranindan hiicre adezyon molekiilleri; intraseliiler adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1), E-selectin ve P-selectin, fraktalkin ve ayni kokenli monosit
reseptorlerini (VLA-4 ve CCR2) baglayan vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-
1)’in sekresyonu artar. Endotel hiicreleri ayn1 zamanda monositleri baglayabilen
monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve interlokin-8 (IL-8), T-lenfositlerin de
siirece dahil olmasmi saglayan iicli CXC kemokinleri (68); ve mast hiicrelerine
baglanabilen eotaksin sentezlerler. Sonug olarak insan aterosklerotik plaklarinda biitiin

bu molekiillerin ekspresyonu artar (69).
Faz 3: Giiclii inflamatuvar Cevap ve Yagh Cizgi Olusumu

Proinflamatuvar 6zellikteki monositler intimaya dogru go¢ eder ve integrinler,
endotel hiicre adezyon molekiilleri ile kemokinlerin MLp igerigi yliksek arterleri
cevreleyen endotel tabaka tarafindan yakalanip, yapigsmasini ve burada alikonulmasina
neden olur. Adezyon siirecini, endotel hiicre baglantilar1 arasindan monositlerin sizmasi

ve subendotelyal bolgeye yerlesmeleri takip eder (8).

Bu asamada  monositlerin  yani  sira  trombositler,  T-hiicreleri,
polimorfonétrofiller (PMN), mast hiicreleri ve B-hiicreleri de rol oynar. Aktiflenmis
trombositler, 16kositlerin biitiin ¢esitleriyle, 6zellikle de pro-inflamatuvar sitokinlerin
salimmmi, ROS iretimi ve endotelyal adezyon gibi c¢ok sayida pro-inflamatuvar
fonsiyonlarin upregiilasyonuna yol acan monositler ile etkilesim halindedir.
Trombositler, monositlerin toplanmasina yardimci olarak plak olusumuna katkida
bulunurlar. ilk asamada, aktiflenen endotel hiicrelerin yiizeyinde von Willebrand
faktorii (vWT) ekspresyonu artar, daha sonra trombositlerin glikoprotein Ib reseptorti ile
etkileserek, trombositlerin saglam endotel hiicre yiizeyine yapigsmasini tetikler. Yapisma
lizerine trombositler aktiflenir ve gesitli pro-inflamatuar sitokinler ve kemoatraktanlari
(trombosit faktéor 4, RANTES, P-selektin, ¢oziinir CD-40 ligandi, matriks
metalloproteinazlar) salgilarlar. Trombosit membranindaki P-selektin; endotel hiicre-
trombosit etkilesimine aracilik eder. Trombosit P-selektin ile monosit P-selektin
glikoprotein ligand-1 arasindaki etkilesim trombosit-monosit agregatlarinin olusmasina
yol agar (70). Aktif hale gelen trombositler VCAM-1"e 16kosit baglanmasini uyarir ve
onlarin hasarli endotele daha kuvvetli tutunmasina imkan saglar. T-hiicreleri; 6zellikle
de CD4'T hiicreleri, antijen sunan dendritik hiicreler ve CD8'T hiicreleriyle birlikte

plak olusumunun prelezyonel asamalarinda rol oynar (71). Dolasimda T-hiicreleri,
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spesifik hiicre reseptorlerine baglanabilen kemokinler, monokinler ve kemotraktanlara
cevap olarak aterosklerotik lezyona dogru go¢ ederler. Plak i¢indeki MLp gibi gesitli
ajanlar T- hiicre proliferasyonunu indiiklerler (72). Ardindan antijenin taninmasi ve tip
1 helper T hiicrelerinin aktivasyonu, makrofaj aktivasyonunu ve inflamatuvar cevabin
siddetini arttiran sitokinlerin ve hiicre yilizey molekiillerinin sekresyonunu uyarir.
Dendritik hiicreler nativ T-hiicrelerinin aktivasyonu ve immiin cevaplara aracilik eden
spesifik T-hiicrelerinin gelisimi i¢in gerekli olan 6zellesmis antijen sunan hiicrelerdir ve
plak olusumunun ilk evrelerinden ilerleyen asamalarina kadar, 6zellikle lezyonlarin
rliptiir olusumuna megilli oldugu fazlarda etkilidirler (73). MLp ve aterosklerozla iliskili

diger uyaranlar (6rn; TNF-a) dendritik hiicrelerin endotele go¢iinii arttirir (74).

Adezyon molekiilleri polimorfoniikleer nétrofillerin (PMN) gbciine ve endotele
sizmasina da neden olur. Aktiflenmis PMN kanda siiperoksid ve pro-inflamatuvar
medyatorler salarlar ve inflamatuvar hiicrelerinin daha kuvvetli tutunmasina yol agarak
plak hassasiyetinin artmasina neden olurlar (75). Aktiflenen mast hiicreleri ise plak
icindeki histamin, notral proteazlar, biiyime faktorleri ve proinflamatuar sitokinler
bakimindan zengin sitoplazmik graniiller sentezlerler. Bu faktorler MLp, ektraselliiler
matriks ve aktiflenen mast hiicrelerine komsu olan intimal hiicreleri etkilerler (76).
Aterosklerotik plak gelisimi indiikleyen bu molekiillerin aksine B hiicreleri immiin
cevap olusumunda etkilidirler ve immiinoglobulin {ireterek plak gelisimi boyunca

koruyucu etki olustururlar (60).

Intimadaki monositler, ¢opcii reseptdrler (SR-B1 ve CD-36) araciligi ile
makrofajlara doniismektedir. Normal LDL reseptorlerinin tanimadigi okside LDL
molekiillerini taniyarak kontrolsiiz bir sekilde hiicre i¢ine alabilme 6zelligine sahip olan
copcii reseptorler ileri glikasyon firiinleri, anyonik fosfolipidler ve hatta apoptotik
hiicrelerin aliminda bile etkilidirler. MLp’lerin makrofajlar tarafindan kontrolsiiz bir
sekilde alinmasi, aktif makrofajlarin kolesterol yiiklii kopiik hiicrelerine doniismesine
neden olur. Kopiik hiicreler ileri diizeyde fibro-lipid plaga doniisebilen yaglh

cizgilenmelere neden olur (77).
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Sekil 2.2. Ateroskleroz patogenezinin sematik gosterimi.

2.3.1.2. Plak Gelisim Evresi
Faz 4: Fibroz Plak Olusumu

Plak gelisimindeki en onemli olay diiz kas hiicrelerinin i¢ elastik laminay1
degradasyona ugratarak mediadan intimaya go¢ etmesidir (78). Makrofaj tiirevi koptik
hiicreler plak icerisinde sitokinler, biiyiime faktorleri, doku faktorii, interferon gama
(IFN-y), matriks metalloproteinazlar (MMP) ve CD-40 lenfositleri salgilayarak ve ROS
ireterek molekiiler sinyaller gonderir ve bdylece diiz kas hiicrelerinin intimaya go¢ edip
burada birikmesine neden olur. Aktif endotel hiicreleri gibi go¢ eden diiz kas hiicreleri
de sekretuar fenotipe doniiglir. Dolagimdaki kemik iligi hiicreleri ve adventisyadaki

vaskiiler progenitor hiicreler de intimaya diiz kas hiicre goc¢iinii uyarir (66).

Bu evre kep olusumu ile intimay1 adaptif kalinlagsmaya duyarli bolgeler haline getirse de
icerigi saglikli intimaninkine benzemektedir. Damarlarin digsariya dogru genisleme
kabiliyeti oldugu icin; evre 4 ateromu olan ¢ogu insanda tikanikliga yol agabilecek

KAH goriilmez (79).
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Faz 5: Kalsifiye Aterosklerotik Fibro-Lipid Plak Olusumu

Plak icinde serbest kolesterol birikmesi, makrofaj kaynakli kopiik hiicrelerinin
apoptozisine; bununla birlikte lezyonlar igerisindeki diiz kas hiicreleri ve T hiicrelerinin
de apoptotik Oliimiine neden olur (77). Apoptotik hiicrelerden salinan molekiiller
nekrotik hiicre olusumunu baglatir. Bu asamanin en belirgin 6zelligi, fibréz doku ile
cevrelenmis lipid bakimindan zengin bir nekrotik c¢ekirdek olusumudur (80).
ekstraselliiler matrikste biriken non-esterifiye kolesterol taneciklerinin sitotoksik
kristallere doniismesiyle aterosklerotik plak komplike ateroma doniisiir ve sonug olarak

koroner arterler tamamen tikanir (81).

Saglam bir fibroz tabaka ile ¢evrelenmis fibroz-lipid lezyonlar stabil plak olarak
adlandirilir. Makrofaj ve T-lenfositlerin nekrotik ¢ekirdege infiltrasyonu ve hiicresel
apoptoz ile fibroz c¢eper incelir ve agiga cikan biiylik kolesterol kristalleri, riiptiire
egilimli ve piht1 olusumuyla sonuglanan stabil olmayan plaklar1 olustururlar. Bu siireg

kalp krizi ve felg ile sonuclanir (82).
Faz 6: Komplike Plak Olusumu

Plak riiptiiriin mekanizmasi tam olarak bilinemese de bu sathada fibroz kepin
kalinliginda incelme, inflamatuvar sitokinler ve matriksi pargalayan proteazlarin
diizeylerinde artis, kollajen sentezinde azalma ve nekrotik ¢ekirdekte apoptotik hiicre
olusumu gozlemlenmektedir. Aterosklerotik plak olusumunu siddetlendiren biitiin bu
hiicreler plak riptiiri olusumunu ve ardindan pihti olusumunu beraberinde getirir.
Fibroz kepi ¢evreleyen endotel hiicre tabakasinin asir1 derecede incelmesiyle ya da lipid
yiikli taneciklerin kopiik hiicrelere doniismesiyle endotel hiicreleri zarar goriir ve

ekstraselliiler matriks dolagimda piht1 olusumunu baslatan hiicrelere maruz kalir.

Makrofajlar incelmis fibroz kepten iceri girerek matriks stabilizasyonunu bozan
MMP’ler gibi ¢ok sayida inflamatuvar sitokin ve proteaz sekrete ederler. Bu durum
aterosklerotik plak riiptiiriiniin gili¢siizlesmesinde ve yirtilmasinda anahtar rol oynar.
Makrofajlarin 6limii ve apoptotik hiicrelerin fagositik olarak temizlenmesindeki defekt
zay1f plagin nekrozu ile sonuglanir. Olen makrofajlardan, plagin yirtilmasinda gorev
alan inflamatuvar sitokinler ve matriks proteazlar salinir. Nekrotik g¢ekirdegin kepe
uyguladigi mekanik stres de plak riiptiiriine neden olabilir (80). Ekstraselliiler matriksin
proteolitik yikimiyla es zamanli olarak diiz kas hiicelerindeki kollajen sentezi de azalir.

Bu durum fibroz kepte incelme ve plak riiptiirii ile sonuglanir. Plagin 6zellikle riiptiire
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yatkin bdlgelerinde bulunan mast hiicreleri plak destabilizasyonuna neden olan

proteazlar (triptaz ve krimaz) sekrete ederler (60).
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Sekil 2.3. Ateroskleroz ve kararsiz plak olusumunun sematik gosterimi.

Bu islemler herhangi bir lezyon gelisimi esnasinda baskin gelebilir ya da
yetersiz kalabilir. Bazilar1 tiim siire¢ boyunca etkin olurken bazilar1 sadece belli
asamalarda etkisini gosterir. Lezyon gelisiminin ikinci evrelerine dogru, siireglerin
¢ogu es zamanl olarak calismaktadir (59). Bu evrelerin gelisimi diizenli degildir,
ornegin; bir lezyon evre 5 ve 6’dan ard arda gegerek tikanikligi artirabilir. Pihti
icermeyen %61°den fazla stabil lezyonda post-mortem donemde miyokard infarktiisii
bulgularinda iyilesmeye rastlanmistir (83). Klinik 6nem arz etmeyen bu tekrarlayan
rliptiirlerin hematom veya/ve pihtiya doniismiis halleri fibromuskiiler dokuya transfer

edilir, boylece kep biiyiikliigiinde artig olur.
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2.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres reaktif oksijen/nitrojen tiirii (ROS/RNS) olusumu ile organizmanin
antioksidan savunma sistemi aracilifiyla bu reaktif tiirler ile miicadele edebilme
kapasitesi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (84) ve ROS/NOS
iretimindeki artis veya antioksidan savunma sisteminde kayip olustugunda, endojen
savunma sistemindeki zayiflama nedeniyle organizmanin hedef molekiillerin oksidatif

ataklarina kars1 koyamamasi sonucu ortaya ¢ikar (85).

Oksijenlenmis reaktif tiirlerden genellikle zararli oksidatif reaksiyonlar
sorumludur. Bununla birlikte fizyolojik kosullardaki ROS ve RNS’nin kimyasal
savunma sistemi, detoksifikasyon ile hiicre sinyal yolaklar1 ve biyosentez
reaksiyonlarinda rol oynayan faydali molekiiller olduklart da ileri siiriilmektedir (85).
Ksantin oksidaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz, miyeloperoksidaz, sitokrom P-450
monooksijenaz, nitrik oksid sentaz (NOS), peroksidazlar ve NADPH oksidazlar ROS
olusumuna katilan enzimlerden bazilaridir. Vaskiiler hiicreler disinda da NADPH

oksidaz aracilig1 ile polimorfoniikleer lenfositlerden de tiretilebilirler (86).
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Sekil 2.4. Hiicrelerde Oz~ ve H20: lireten enzimatik yolaklar.
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2.4.1. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri
Serbest radikaller son yoriingelerinde bir tane paylasilmamis elektron

bulunduran ve bagimsiz hareket edebilen reaktif kimyasal molekiillerdir (87,88).

Reaktif oksijen tiirleri; hidrojen peroksid (H202), siiperoksid (O27), singlet
oksijen (2 O2) ve hidroksil radikali ((OH) gibi hem radikal hem de radikal olmayan
oksijenlenmis molekiillerden olusurlar. Ayrica reaktif nitrojen tiirleri, demir, bakir ve
stlfiir tlirlerine de rastlamak miimkiindiir (87,89). Serbest radikal iireten metabolik
yolaklarin aktiflenmesiyle birlikte ¢evresel oksidanlarin da devreye girmesiyle endojen
ve ekzojen serbest radikal olusumunun 6niine gecilemez. Oksijenli solunum, fagositik
aktivasyon, sigara kullanimi, alkol, iyonize ve UV radyosyonlari, pestisidler ve ozon
gibi kirletici/toksinlerin aktivasyonuyla serbest radikal {retimi artar. Disiik
konsantrasyonlardaki ROS transkripsiyon faktorlerini uyararak hiicre proliferasyonu,
apoptoz ve gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorev alirlar. Fagositlerdeki ROS

iretimi, cesitli bakteri veya mantarlara kars1 korunmada ¢ok énemlidir (90).

Kimyasal enerji ve 1s1 liretmek, karbon ve hidrojen igeren biyomolekiilleri
oksitlemek i¢in Oz kullanilan aerobik reaksiyonlarda molekiiler O2; hidroperoksil
radikali, siiperoksid radikali anyonu, hidrojen peroksid, hidroksil anyonu ve hidroksil

radikaline agagida gosterildigi sekilde asamali olarak indirgenir (88):
02 +e+H"— HOx
HO2» — H" + 02~
02"+ 2H" + ¢ — H202
H202 + e — HO + HO-
HO +H"+ e — H20

Oksijenin IT * 2p orbitaline bir elektron girmesiyle siiperoksid radikal anyonu
olustugu belirlenmistir (88). Dihidro nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
(NADPH oksidaz) , ksantin oksidaz, sklooksijenaz gibi oksidazlarin bir elektron vererek
oksijeni indirgemesi sonucu siiperoksid aciga c¢ikar. Siiperoksid radikal anyonlari
mitokondride elektron transport zincirinde oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi
esnasinda da olusabilir (91). Sulu ¢o6zeltilerde, askorbik asit ve tiyol gruplarini
yiikseltgeyebilen zayif bir oksitleyicidir. Ayrica sitokrom c¢ gibi demir igeren bazi

kompleksleri de indirgeyebildigi gosterilmistir. Protonlanmig formu olan hidroperoksil
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radikali, sliperoksid anyonuna gore daha kuvvetli bir yiikseltgeyici ve indirgeyicidir,

fakat hidroperoksil pH 7,4 de siiperoksid anyonuna gore daha az stabildir (88).

Siiperoksid anyonunun pozitif yiiklii bolgelere atak yapabilen niikleofilik ve
hidrojen dondrleriyle (6rn; askorbat ve tokoferol) etkilesebilen yiikseltgen olmak iizere

iki formu vardir. Molekiiler oksijen ve hidrojen perokside de doniisebilir (92).
2027+ 2H" — O2 + H202

Siiperoksid radikal anyonu ekstraselliiler faktorlerin (iyonize radyasyon etkisi ve
oksidatif bozukluklar) etkisiyle olusan siiperoksid anyon radikallerini tiiketen
stiperoksid dismutaz ailesine ait enzimler veya elektron transport zincirindeki oksijen

metabolizmasi tarafindan baska formlara doniistiiriilebilir (93,94).

Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz varhginda molekiiler
oksijene iki elektron transfer edilmesiyle hidrojen peroksid sentezi gergeklesir. H202’in
metal iyonlariyla etkilesimi sonucu oldukea yiiksek oranda reaktif iirlinler olusur (88).
Demirin serbest kalmasiyla hem igeren proteinlere direkt olarak baglanabilmesi,
enzimleri inaktive edebilmesi ve DNA, lipidler, -SH gruplar1 ve keto asidlerini okside
edebilmesi H202’in direkt etkilerini olusturur (92). H20: yalnizca ferri-hem igeren

hidrojen peroksid katalaz tarafindan suya indirgenebilir (93).

HO' radikali bir¢ok biyomolekiiliin oksidatif hasarindan sorumlu oldukca gii¢lii
bir radikaldir. Fenton reaksiyonlar1 ve suyun radyolizi sonucu aciga ¢ikar (88). DNA,
lipidler, proteinler, aminoasitler, sekerler ve metaller gibi organik ve inorganik
molekiilleri tahribata ugratan en giiglii oksitleyici radikal oldugu rapor edilmistir. Bu
tepkiler HO’nin olduk¢a yliksek reaktif yapisi ve kisa Omirlii olmasiyla birlikte

hidrojen ilavesi, ¢ikarilmasi ve elektron transferi ile iligkilidir (92).

Molekiiler oksijen bir serbest radikal degildir, ancak spin kisitlamasi

kaldirildiginda oksidatif gii¢ artacagi i¢in oksijenlenmis tiirleri oldukga reaktiftir (88).

Diger bir radikal iiretici enzim myeloperoksidaz; klorid anyonlari varliginda
hidrojen peroksitten katalitik olarak hipoklordéz asit iiretiminden sorumludur. HCIO
lipidler, proteoglikanlar, aminoasitler ve de diger membran veya ekstraselliiler
bilesiklerin oksidatif klorinasyonunu indiikler (95). Hipokloréz asit (HOCI)
makrofajlarda ve nétrofillerde myeloperoksidaz varliginda ortaya c¢ikar ve yiiksek

oranda oksidatif 6zelliklere sahiptir.
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Sekil 2.5. Insan viicudunda ROS iireten yolaklar.

Patolojik durumlarda, reaktif oksijen tiirlerindeki artis sitotoksisite ile yakindan
iligkilidir. Bu durum antioksidan enzim aktivitesinde modifikasyona, inaktivasyona
veya hiicrelerden plazmaya sizmasina neden olur. Siiperoksid ve hidrojen peroksidin tek
baslarina ¢ok reaktif olmadiklar1 ve fizyolojik kosullarda neredeyse stabil olduklari
rapor edilmistir. Bu molekiillerin aktivitesi hem igeren proteinlerin ve diisiitk molekiiler
agirliklt gecis metali selatlarinin varliginda artar ve hidroksil radikali ve ferril hem
protein radikali gibi daha reaktif tiirlere doniisiirler. Daha sonra alkoksil ve peroksil
radikalleri olusturabilir. Antioksidan savunma enzimleri sayesinde iyon kanallari,
yapisal proteinler ve membran lipidlerinin oksidatif hasar1 dnlenebilir, aksi takdirde
hiicre fonksiyonlarinda meydana gelen bozukluk patolojik sonuglar dogurur ve nihai

olarak hiicre 6limii gergeklesir (96,97).

Insan viicudunun oksidan-antioksidan dengeyi saglayabilmek igin oksidan
diizeylerindeki degisimlere karsi koyabilen kendi savunma sistemleri vardir (98). Bu
antioksidan savunma sistemi siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimlerinden ve non-enzimatik molekiiller olan albumin, bilirubin, glutatyon (99),
Nrf2/ARE-aracili antioksidan gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiler mekanizmadan
olusur (100). Mikrobesinler ve vitaminler de viicudu oksidatif hasara karsi1 koruyan
biyomolekiiller arasindadir (101). Bununla birlikte, patofizyolojik kosullarda ROS
tiretimi hiicrelerin dogal antioksidan savunma sisteminin kapasitesini asar ve

aktiflenmis ROS un sonucu hiicresel degisiklikler meydana gelir (102—104).
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Oksidatif stres inflamasyona neden oldugu i¢in ve bu da oksidatif stresi
indiikledigi i¢in oksidatif stres ve inflamasyon birbiriyle yakindan iligkilidir. Her ikisi
de endotel hiicrelerinde hasara yol acar (105,106). Endotel disfonksiyon sirasiyla
endotelden salinan adezyon molekiillerinin artigina ve arasidonik asit metabolitlerinde
ve kemotraktant molekiillerinde dengesizlige yol agarak pro-inflamatuvar bir ortam
olusturur (107). Boylece pozitif geri besleme mekanizmasiyla vaskiiler inflamasyon da
endotel disfonksiyonu tetikler (108-110). Endotel disfonksiyon da ateroskleroz
gelisiminde erken tani belirteci olarak kabul edilmektedir (111).

2.5. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum; protein, lipid sentezinde ve Ca™* gegislerini kontrol
ederek cesitli sinyal yolaklarmin diizenlenmesinde hayati 6neme sahiptir. Graniillii ve
graniilsiiz olmak iizere iki ¢esit endoplazmik retikulum (ER) vardir. Graniilli ER
protein sentezi ve Ca' sinyalinden sorumlu poliribozomlarla baglantilidir. Graniilsiiz
ER ise yapisinda lipid biyosentezinin gergeklestigi tiibiiler yapilar1 bulundurur (112).
Golgi aparatlari, endozomlar, peroksizomlar ve lipid damlaciklar ile temas halindedir.
En iyi tanimlanan kontakt noktalar1 ER ve mitokondri arasindakilerdir, birbirlerine
sikica baghdirlar fakat bitisik degildirler (113). Bu bolgeler lipid metabolizmasinda ve

Ca*? sinyalinde énemli rol oynarlar (114).

ER’deki protein katlanmasi oldukca fazla enerji gerektiren bir islemdir ve
ATP’nin biiylik ¢ogunlugu mitokondriden saglanir. Bu nedenle de enerji agig1 olmasi
durumunda mitokondriyal ATP iiretimini uyarmak i¢in ER’dan Ca salinir (115). ER’dan
mitokondriye Ca salinimi mitokondriyal solunum ve hiicre biyoenerjitigi icin gerek

duyulan 6nemli bir islemdir (116) ve Ca salinimin1 ER’da ATP artis1 takip eder (117).

ER protein katlanma kapasitesi tiikkendiginde ya da yetersiz kaldiginda, yanlis
katlanmis proteinlerin birikmesi ve toksik proteinler olusma ihtimaliyle kars1 karsiyadir.
Hiicreler bu durumu asmak i¢in katlanmamis protein cevab1 (UPR) olarak adlandirilan
kompleks bir yolak gelistirirler. UPR; ER stresi olarak adlandirilan, protein katlanmasi
ve ER homeostazini bozan ve katlanmamis proteinlerin birikmesine yol acan bir seri i¢
ve dis kaynakli hasarlar tarafindan uyarilir. Bu stresler arasinda katlanamamis mutant
proteinlerin ekspresyonu, sekretuvar proteinlerdeki asir1 artis, ATP veya Ca

diizeylerindeki degisiklikler ve redoks dengesindeki degisimler bulunmaktadir.
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Ozellikle hem ER stresinin hem de UPR yolaginin aktivasyonunda ve
baskilanmasinda redoks dengesinde degisiklikler meydana gelir ve ER stresiyle indiiklii
kendiliginden gelisen kisir bir dongiiye girilir. Yapilan ¢aligmalarda ROS {tiretimindeki
artis gibi oksidatif degisikliklerin ER stresine neden oldugu gdsterilmistir (118,119).
Redoks statiistindeki dalgalanmalarin ER stresini uyardig1 yoniindeki mekanizmalardan
biri de Ca homeostazindaki bozukluktur. Ciinkii hem ER’a Ca tasinmasindan sorumlu
sarkoplazmik retikulum Ca tasiyict ATPaz (ATP-bagimli SERCA pompasi) hem de
sitozole pasif difiizyon ile Ca tasiyan IP3R kanalinin aktivasyonu distilfid kopriilerinin
olusumuyla diizenlenir (119,120). Bu sekilde ROS; Ca-bagimli saperonlari inhibe

ederek ER’da katlanmamuis protein birikimin kalsiyumun tiikenmesine neden olur.

ROS ER stresine neden olabilir; fakat ayni sekilde bazi ER stresi sekilleri de
ROS iiretimini indiikleyebilir (121). Ozellikle de UPR-PERK yolaginda ROS
tiretiminde artig olabilir. Boylece protein katlanmasindan kaynaklanan stres ve oksidatif

stres birbirini gli¢lendirir.

2.5.1. Katlanmamis Protein Cevabi

ER'nin en 6nemli fonksiyonu, ER liimende gergeklesen sekretuvar ve membrana
baglh proteinlerin post-translasyonel katlanmasidir. Protein katlanmasinin olaganiistii
yiikii, ozellikle de sekratuvar ve metabolik yolaklarda ER’da dakikada milyonlarca
proteinin bu isleme tabi tutuldugu, bu olgunlasmamis proteinlerden yaklasik %30’ unun
dogru fonksiyonel konfigiirasyona ulasmay1 basaramadigi seklinde ifade edilmektedir
(122). ER liimenine gegen proteinlerin durumu, asil hedefi ER katlanma yiikii ile
katlanma kapasitesi arasindaki dengeyi saglamak olan kalite kontrol sistemi tarafindan
(UPR) yakindan takip edilir (123). UPR bunu genel protein translasyonunu azaltarak ve

protein katlanmasini arttiran transkripsiyonel faktorleri aktifleyerek basarir (124).

Protein sentezinin arttig1 veya ER katlanma kapasitesinin azaldigi durumlarda
(patojenik enfeksiyonlar, dejeneratif hastaliklar ve besin akisindaki degisiklikler)
katlanmamis proteinler ER’da birikir (125-128). Asir1 miktarda katlanmamis protein

birikmesi halinde transmembran proteinleri UPR yolagini aktifler:
1) Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK),
2) Inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1)

3) Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)
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Sekil 2.6. ER stresi efektorlerinin UPR yolaginin aktiflenmesindeki rolleri.

PERK aktivasyonu Okaryotik translasyon baglatici faktor 2 o (elF2a)’nin
fosforilasyonuna yol agar. elF2a genel protein sentezini baskilayarak ER’un
katlanmamis protein yiikiinii azaltir. Translasyonun baskilanmasi NF-kB’nin inbitorii
olan IkB’nin translasyonunu da azaltarak niikleer faktéor-kB (NF-kB)’nin
aktiflenmesine neden olur (129). Aktiflenen NF-kB daha sonra niikleusa yerlesir ve
proinflamatuvar sinyal yolaklarini indiikler. Genel protein translasyonunu inhibe eden
elF2a ayn1 zamanda bazi se¢ilmis proteinlerin mRNA’larin translasyonunu artirir. Bu

0zel proteinlerden biri olan transkripsiyon aktive edici faktor 4 (ATF4) protein
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katlanmas1 ve degradasyonunda gorev alan genlerin transkripsiyonel diizenleyicisi
olarak rol oynar (130). ATF4‘lin onemli bir hedefi de UPR aracili apoptozun ana
diizenleyicisi olan CCAAT/arttirict baglayict protein homolog proteini (CHOP) 'dir.
ATF4 ayn1 zamanda UPR yolag: ile oksidatif bir enzim olan NADPH oksidaz 2
(NOX2) kaynakl1 oksidatif stres arasinda 6nemli bir bag oldugunu gosterir (121).

Diger bir transmembran proteini olan IRE1 ise hem bir kinaz hem de
endoriboniikleaz gdrevi goriir. IRE1’in endoriboniikleaz aktivitesi onun aktivasyonunu
saglar. Aktiflenen IRE1 mRNA kodlayan transkripsiyon faktorii X-box baglayict
proteinin (XBP1) kesilmesini uyarir. IRE1 ayn1 zamanda c¢esitli inflamatuvar yolaklarla
da iliskilendirilmistir. Ornegin; IRE1’in adaptor protein TNFR-iliskili faktor 2 (TRAF2)
ile etkilesime girmesi, PERK yolaginda oldugu gibi proinflamatuvar regiilator NF-
kB’nin aktiflenmesine yol acar (131).

Ucgiincii UPR efektorii olan ATF6 giiglii bir transkripsiyon faktorii olarak islev
goriir. Aktiflendiginde golgi aparatlarinda proteazlar tarafindan S1 ve S2 alt birimlerine
boliiniirler ve daha sonra cekirdege yerleserek protein katlanmasinda ve yikiminda

gorev alan genleri; CHOP, NF-KB ve XBP1’1 uyarir (132,133).

2.5.2. Oksidatif Protein Katlanmasi

Protein katlanmasi ve disiilfid kopriilerinin olusmasi ER’de gergeklesir. ER
liimenin redoks statiisii protein katlanmasini ve dilsiilfid kopriilerinin olusmasini etkiler.
ER liimeni sitozoliin aksine oldukca oksitleyici bir ortamdir, yiiksek GSSH/GSH
oranina sahiptir (134). GSH ve proteinlerin tiyol gruplarinin ROS ile etkilesimi hiicresel
redoks homeostazini ve siirdiiriilebilirligini belirler (135). GSH major bir tiyol-distilfid
redoks tamponu gorevi goriir ve GSH/GSSH oran1 hiicresel redoks hal indeksi olarak
kullanilir. Sitoplazmada indirgenmis glutatyonun okside glutatyona orani >50:1 iken bu
oran ER’de 1:1 ila 3:1 arasinda degisir (136). ER liimenindeki bu oksitleyici ortam
distilfid kopriilerinin olusumunu kolaylastirir. Hem bu 6zel oksidatif statiisiinden dolay1
hem de sahip oldugu protein disiilfid izomeraz enzimi (PDI) gibi ER yerlesimli
proteinleri bol miktarda bulundurdugu i¢in, ER ne kadar oksitleyici bir ortam olursa, ER
liimeninde yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi o kadar ¢ok engellenir (137).

Diizgiin katlanmis proteinler ER’dan salgilanmadan 6nce, bu proteinler stabilite
kazanmalar1 ve olgunlagmalari i¢in zorunlu disiilfid bagi olusumuna ugrarlar. Distilfid

kopriilerinin  olusumundaki degisimler ya da sistein rezidiilerinin zarar gormesi
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proteinlerin yanlis katlanmasi ya da proteinin kendisi i¢in uygun olan konfgiirasyona
ulagamamasi ile sonuglanir (138). ER liimeninde redoks kosullarinin regiilasyonununda
gborev alan bazi katlanma katalizorleri de disiilfid kopriilerinin olusumuna katkida
bulunur (139). Bu katalizorlerden biri de olan PDI olgunlagmamig proteinlerin sistein
rezidiilerini oksitler ve proteinlerin dogru disiilfid kopriilerini kurmalaria yardimci
olur. Indirgenen PDI EROI1 tarafindan yeniden yiikseltgenir. Bu enzim yapisindaki
elektronlar1 son e alicis1 olan molekiiler oksijene aktararak yeniden yiikseltgenir (140).

Birgok caligma ROS iiretimi ve ER stresi arasinda bir ¢apraz iliski olduguna
dikkat ¢ekmektedir. Redoks dengesindeki bozukluklardan PERK ve ATF4
fonksiyonlarindaki degisimler sorumlu tutulsa da, bu proteinler ayni zamanda
transkripsiyonel regiilasyon ile ROS’un bertaraf edilmesinden sorumludurlar. ER’da
ROS olusumundan genellikle ERO1 sorumludur (141). ERO1’in gorev aldig1 disiilfid
koprii olusumu hiicredeki total ROS iiretimine énemli derecede katkida bulunur (141).
ERO1 proteinin asir1 ekspresyonu, PDI'nin redoks durumunu, PDI substratlarinin
oksidasyonunu da etkileyen oksitlenmis forma dogru kaydirir. Disiilfid kopriisii
olusumu esnasinda, elektronlar cesitli tiyol disiilfid degisim reaksiyonlari, subsratlarin
tiyol gruplari, PDI ve EROI’den gecerek molekiiler O2’e¢ wvarirlar. Oksijenin
indirgenmesi H202’e veya diger ROS’a doniisebilen siiperoksid anyon radikallerinin
olusumuyla sonuglanir. Kisacasi oksidatif protein katlanmasi1 ER fizyolojisinde major
bir katlanma mekanizmasidir. ER stresi ile iliskili ylikseltgen/indirgen ortam ER stresi

ile baglantili ROS ile de iligkilendirilebilir.
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Sekil 2.7. ER liimeninde oksidatif protein katlanmasi.
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2.5.3. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Oksidatif Stres Tliskisi

Oksidatif stres tireterek hiicresel fonksiyonlar1 bozabilecegi varsayilan
mekanizmalardan biri de endoplazmik retikulum stresidir. ER stresi ve oksidatif stres
yakindan iliskilidir ve ¢esitli patolojik siiregclerde es zamanli olarak rol oynadiklari
saptanmistir. ER stresi boyunca en az ii¢ farkli yolak iizerinden ROS iiretildigi ileri

stiriilmektedir:
1) Artmis protein katlanmasi
2) ER ve mitokondri arasindaki iletigim

3) Belirli UPR aracilarinin sinyalleri

Endoplazmik retikulum

Ca%*
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GSSG GSH
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protein
BiP
ATP/ADP | <

mitokondriyal
salunumda
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IP3R

= Yanls katlanmis
-5 -@- protein

Mitokondri

Sekil 2.8. Hiicrede ER stresi-indiiklii ROS {iretimi.

Protein katlanma mekanizmasina gore, ER’da patolojik olmayan protein

katlanmasinin yan iirlinli olarak ROS aciga ¢ikar ve sekratuvar hiicrelerde dakika basina
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katlanan milyonlarca protein dikkate alindiginda, tiim hiicresel ROS olusumunun
%25’inin bu islemden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (142,143). Ozellikle de ER’da
proteinlerin katlanmas1 esnasinda molekiiler O2’e elektronlar1 aktararak distilfid
kopriilerinin olusumunu katalizleyen oksidorediiktazlar (PDI ve EROI1 enzimleri) yan
iriin olarak H20:2 iireterek hiicrede oksidatif stres olustururlar. ER’de bazal
diizeylerdeki ROS endojen antioksidan savunma sistemi tarafindan yok edilirken (143),
H20:2 diizeylerinin artmasi durumunda antioksidan savunma sistemi ve ROS diizeyleri
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu NO biyoyararliliginda azalma ve endotelyal
fonksiyonlarda bozukluk goriiliir (144,145). ER stresinde yanlhis katlanmis veya
katlanamamis proteinlerin onarilmasi i¢in hiicrenin protein katlama kapasitesi asilir, bu

olay ise daha fazla H2O:2 olusumuyla sonuglanir (121,146).

ER stresi boyunca ROS olusumunun diger onemli bir kaynagi ise ER ve
mitokondri arasindaki yakinliktir. ER stresi durumunda endoplazmik retikulumdan
sitozole Ca’" iyonu salmimmi olur. Bu Ca®' iyonlar1 mitokondri tarafindan almarak
elektron transport zincirini aktifler. Mitokondriyal elektron transport zincirinin
normalden daha fazla ¢alismasina neden olan bu olay ROS iiretimine ve sitokrom c
salimmmina yol acar (121,147). ER ve mitokondri arasindaki fonksiyonel iliskiye
mitokondri iligkili ER membran1 (MAM) olarak adlandirilan baglantilar aracilik eder.
Bu baglantilar organeller arasi Ca®*" iyonu, ATP, metabolitler ve ROS degisimini

kolaylastirarak hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde hayati 6neme sahiptirler (148).
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Sekil 2.9. ER stresi kosullar altinda ER ve mitokondri iligkili ROS iiretimi.
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Spesifik UPR mediatorlerinin sinyalleri, 6zellikle de proapoptotik faktor CHOP
ER stresi esnasinda ROS olusumuna neden olur (149). CHOP geninin susturuldugu
hiicrelerde ve farelerde ER iliskili ROS {iiretiminin baskilandig1 goriilmistiir (150,151).
CHOP’un ER stresindeki roliinii arastiran bir calismada ise NOX enzim ailesi
tiyelerinden biri olan NOX2 ekspresyonunu indiikledigi saptanmistir. NOX2 enzimi
NADPH biinyesindeki elektronlar1 molekiiler O2’e aktararak H2O2 ya da siiperoksid
olusumunu katalizler (152). NOX enzimleri vaskiileritede bol miktarda sentezlerinir ve
artan NOX aktivitesi, ER stresi boyunca cesitli mekanizmalar araciligryla endotel

disfonksiyonu uyarir (153).

2.6. Koroner Arter Hastalig1 ve Biyokimyasal Belirtegler

2.6.1. Vaskiiler Peroksidaz 1

Vaskiiler peroksidaz 1 (VPOL1); kardiyovaskiiler sistemde rol oynayan hem
iceren peroksidaz-siklooksijenaz enzim ailesinin yeni bir iiyesi olarak tanimlanmaktadir
ve arter duvarinda dagilim gosterdigi ifade edilmektedir. Peroksidasin olarak da bilinen
VPOU!’in yiiksek oranda kardiyomiyositler, endotel hiicreleri ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinden sekrete edildigi ve kardiyovaskiiler sistemde énemli fonksiyonlara sahip
oldugu gosterilmektedir. Oksidatif stres reaktif oksijen tiirlerinin tlretimindeki artis
sonucu hiicre, doku ve organlarda oksidatif hasarin artmasi yoniinde etki gosterir.
Oksidatif stresteki artigin ateroskleroz patofizyolojisinde Onemli rol oynadig
bilinmektedir. VPO1; NOX enziminin katalizledigi reaksiyon sonucu agiga ¢ikan Oz
anyonunun spontan olarak ya da SOD enziminin katalitik aktivitesi sonucu agiga ¢ikan
H20:2 bilesigini CI” iyonlar1 vardiginda, Oz2” ve H20:2 bilesiklerine gore ¢ok daha oksidan
bir bilesik olan HOCI bilesigine doniistiirerek oksidatif stresin olusmasina neden olur.
Yapilan caligmalarda VPO1’in oksidatif strese aracilik ederek oksidatif hasara sebep
olmakla birlikte kardiyovaskiiler sistemdeki sinyal yolaklarini da olumsuz etkiledigi
gosterilmistir (12).

VPOL aktivitesi sonucu agiga ¢cikan HOCI; DNA, protein ve lipid molekiillerini
direkt olarak oksidatif hasara ugratmasinin yanisira ya apoptotik ya da onkotik hiicre
6lim yolaginmi aktifleyerek endotel veya kardiyak hiicre 6liimiinii tetikler (154,155).
HOCI lipidlerin primer amin, alkin ve vinil eter gruplarin1 hedef alarak klorlanmig
gruplarin olugmasina neden olur ve ateroskleroz veya postiskemik kontraktil

disfonksiyon gelismesine katkida bulunur (156). Giglii bir oksidant olan HOCI hem
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oksidasyon hem de klorinasyon reaksiyonlarin1 aktifleyebilme 6zelligine sahiptir ve
cogu zaman notrofillerden salinir. Metiyonindeki tiyol ve tiyoeter gruplar1 oksidasyon
icin en reaktif biyolojik substratlardir (157). HOCI aynm1 zamanda ¢ok hizli olmasa da
askorbat, triptofan ve {irat1 oksitleyebilme ve bazi biyolojik substratlar1 klorlayabilme
Ozelligine sahiptir. Bunlardan baglicalar;; amin gruplarinin klorlanmasiyla olusan
kloraminler, trozil rezidiirlerine klor aktarilmasiyla olusan klorlanmis iiriinler ve pridin
niikleotidleri, doymamis yag asitleri ve kolesterolin klorlanmasiyla olusan
klorhidrinlerdir (158-161). Yiiksek konsantrasyondaki HOCI stotoksik etki olugururken,
diisiik konsantrasyonlarda MAPkinaz yolaklarini aktifleyebilir ve bliylimenin durmasina

ve apotozise neden olur (162—164).

2.6.2. Transkripsiyon Aktive Edici Faktor 4 ( ATF4 )
Aktive edici transkripsiyon faktorii (ATF), 16sin fermuar dizisi igeren cAMP-
cevap eleman baglayici1 (CREB) protein ailesinin bir {iyesidir. Bu ailenin {iyesi olan

ATF4 de bazik bolgeleri araciligla DNA’a baglanir.

ATF4'in diger transkripsiyon faktorleri ile isbirligi icerisinde oldugu cesitli
calismalarla gosterilmistir. Ornegin, vaskiiler hasara yamtta diiz kas hiicre
poliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan aktivatdr protein-1 (AP1) ailesinin
(165,166) bir iiyesi olan c-Jun ile heterodimer yap1 olusturabilme kabiliyetine sahiptir
(167). ATF4 ayn1 zamanda Nrf2 ile birleserek, aterosklerozda rol oynayan sitoprotektif
gen hem-oksijenaz 1’in (168) ekspresyonunu birlikte diizenlerler (169). Insan
tiimorlerinde ATF4’lin hipoksi tarafindan diizenlenen SKIP3 (yeni bir kinaz benzeri
insan geni)’e baglanir (170). Ayn1 zamanda GPE1 (glikoprotein tedarik¢i-1) baglayici
proteine baglanarak (171) aterojenezi siddetlendiren lipopolisakkarid kaynakli

graniilosit koloni uyarici faktori diizenler (172).

ATF4 hiicresel strese cevapta anahtar rol oynar. En iyi tanimlanmis
fonksiyonlarindan biri; memeli hiicrelerinde, endoplazmik retikulum stresine yanit
yolagi olan UPR’de rol oynamasidir. ER hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin saglanmasi
ve yeni sentezlenmis proteinlerin islenebilmesi i¢in gerekli olan bir organeldir. Glikoz
acigl, degismis kalsiyum diizeyleri ve hipoksi gibi durumlar, ER'de katlanmamis
proteinlerin birikmesine neden olur. Bu durum ER’deki transmembran proteinler
tarafindan algilanir ve elf2a’nin fosforillenmesini uyaran bir kinaz olan PERK yolagimi

aktifler. PERK elf2a’1 yapisindaki 51. pozisyonundaki serin aminoasitinden fosforiller.
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Bu durum klasik yollar tlizerinden genel protein sentezini baskilarken ATF4’{in
translasyonunu uyarir (173) ve bunun sonucu olarak da aminoasit metabolizmasi,
glutatyon biyosentezi ve oksidatif strese karst korunmada gorev alan genlerin
transkripsiyonel aktivasyonunu uyarir (141). ATF4; aminoasit ve hem kisitlamasi,
oksidatif stres gibi ¢egitli stres tiirlerine hiicresel yanitta gorev alir (174,175). Bu
ylizden de birden fazla hiicre i¢i stres yolaginin kesistigi durumlarda hiicresel yanitin bir

ana diizenleyicisidir (130).

ATF4 farkli hiicre tiirlerinde bir¢ok faktdr ve durum tarafindan pozitif olarak
regiile edilir. Aterosklerozu siddetlendiren okside fosfolipidler (176) ve homosistein
(177) gibi risk faktorleri vaskiiler endotel hiicrelerde ATF4 ekspresyonu arttirir. ATF4
ekspresyonu ayni1 zamanda arter duvarindaki mekanik hasardan ve diiz kas hiicrelerinde
fibroblast growth faktér 2 (FGF-2) salinimindan sorumludur (178). Degistirilebilen
kardiyovaskiiler risk faktorlerinden biri olan sigara kullaniminin da insan epitel

hiicrelerinde ATF4 diizeylerini kuvvetli bir sekilde indiikledigi gdsterilmistir (179).

cAMP'ye bagli protein kinaz aktivitesi araciligiyla posttranslasyonel
modifikasyonuna bagli olarak, transkripsiyonu baskilayabilir ya da aktifleyebilir. ATF4
kardiyoprotektif ve antiinflamatuvar etkilere sahip hem-oksijenaz 1 (HO1) enziminin
transkripsiyonunu pozitif yonde regiile eder (168). Orta yas grubu saglikli erkeklerde
yapilan bir ¢alismada, ATF4’iin intima-media tikaniklik ile dogru orantili olan ve erken
karotid ateroskleroz icin bir risk markiri insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici

protein 1(IGFBP-1)’in transkripsiyonunu indiikledigi goriilmiistiir (180).

ATF4’1in transkripsiyonel gorevlerinin kollajen sentezi ve kemik gelisimi ile de
yakindan iligkili oldugu saptanmistir. Bu onun aterosklerozun hem erken asamalarinda
hem de daha kalsifiye olmus aterosklerotik plaklarin olusumunda rol oynadigina isaret
eder (181). Diger taraftan, ATF4 osteoblastlardan sekrete edilen ve mineralizasyonda ve
Ca homeostazinda rol oynayan osteokalsinin transkripsiyonunu da upregiile eder. ATF4
gen ekspreyonunun modiilasyonu boyunca apoptozun regiilasyonunda da gorev alir.
Invitro caligmalarda ATF4’iin asir1 ekspresyonunun diiz kas hiicre poliferasyonuna
neden oldugu ve ATF4 geni baskilanmis islemden iki hafta sonra vaskiiler diiz kas
hiicre hiperpolarizasyonunu inhibe etmeye bagladig1 goriilmiistiir. Ayrica bu aortik diiz

kas hiicrelerinde ATF4’iin patofizyolojik olaylarla iliskili oldugu tespit edilmistir (178).
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2.6.3. Glutatyon Peroksisaz 1 (GPx1)

GPx1 ilk tanimlanan selenoproteindir (182). Hem sitozolde hem de
mitokondride yerlesim gosterir (183). Homotetramer yapiya sahiptir. Katalitik
merkezinde selenosistein (Sec) bulunur (184). H202 ve t-biitil hidroperoksit, kiimen
hidroperoksit, hidroperoksi yag asitleri ve hatta hidroperoksi lizofosfatid gibi suda
coziinen diisiik molekiiler agirlikli hidroperoksitlerle reaksiyona girer (14). Hatta
hidroperoksi lizofosfatidler ile bile reksiyona girebilir (185), ancak daha kompleks
hidroperoksidlerle etkilesime girmez. GSH reaktivitesinde gorev alan 5 aminoasitin
hepsini yapisinda bulundurur, bu yiizden de bir glutatyon peroksidaz prototipidir.
Bununla birlikte GSH sentetazin (GSS) olmadigi durumlarda (6rnegin; GSS
sentezleyemeyen beyin mitokondrilerinde) GPx1 indirgeyici olarak y-glutamil sistein
kullanarak H202’i indirgeyebilir (186). GPx1 hidroperoksid indirgeyebilme ozelligine

sahip oldugu icin oksidatif stres azaltici enzim olarak da adlandirilmaktadir.

H202’in organizmada fizyolojik bir sinyal molekiilii olarak gorev yaptiginin
anlasilmasiyla birlikte (187), GPx1 ve tiyol grubu bulunduran diger peroksidazlarin rolii
tekrar gozden gecirilmistir (188). Detoksifikasyon reaksiyonlarindaki katalitik
etkisinden dolayi, sinyal kaskadlarinin diizenlenmesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir
(189). Bu yiizden de sadece antioksidant fonksiyonu ile degil, anti- inflamatuvar etkiye

sahip oldugu kabul gérmektedir.

KAH olan kisilerde, kirmizi kan hiicrelerindeki GPx1 aktivitesinin
kardiyovaskiiler olaylarla ters iliskili oldugu goriilmiistiir (190). GPx1 eksikligi oxLDL-
indiiklii kopiik hiicre olusumunu arttirir ve peritenoal makrofajlarin proliferatik

aktivistesinin artmasina neden olur (191).



3. GEREC VE YONTEM
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3.2. OLGULARIN SECIiMi VE CALISMA PROTOKOLU

Calismaya Mayis 2016 — Nisan 2017 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dalina bagvuran ve KAH 06n tanisi
konulan 80 olgu dahil edilmistir.

Bu olgularin belirlenmesinde daha 6nce balon anjiyograti ve/veya koroner
anjiyografi, koroner bypass amaliyati Oykiisii olmayan vakalardan kronik karaciger
hastalig1, kronik renal yetmezligi, kanseri, ciddi sistemik enfeksiyonu, kronik akciger
hastaligi, endokrin hastaligi (Cushing sendromu, hipotiroidi, hipertiroidi), diabeti

olmayan olgularin ¢alismaya dahil edilmesine dikkat edilmistir.

Calismaya daha oOnceden bilinen bir KAH 0&ykiisii olmayan, kardiyolojik
muayene esnasinda miyokard sintigrafi ve/veya eforlu ekokardiyografi sonucu pozitif
cikan ve taniy1 kesinlestirmek amaciyla koroner anjiyografi uygulanan vakalar dahil
edilmistir. Hastalar anjiyo islemini gergeklestiren uzmanlar tarafindan arastiriciya
yonlendirilmistir. Koroner anjiyografi sonucuna gére KAH tanisi kesinlesen 60 olgu
hasta grubunu, koroner anjiyografi sonucu normal olarak degerlendirilen 20 olgu
kontrol grubunu olusturmustur. Hasta grubunu olusturan olgular tek tikali damar
sayisina sahip 30 yetiskin koroner hastasi ve iki veya ii¢ tikali damar sayisina sahip 30

yetiskin koroner arter hastas1 olmak {izere iki gruba ayrilmistir.

Calisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan degerlendirilerek 03.05.2016 tarih ve 83045809-604.01.02 sayil1 etik
onay1l verilmistir. Daha sonra calismamiza katkida bulunmayi1 kabul eden hastalara

Helsinki Bildirgesi’ne uygun sekilde bilgi verilmistir.

Caligma grubunu olusturan 60 koroner arter hastasindan anjiyo sonrasi kan
ornegi alinmistir. Calismaya 40 ile 70 yas arasindaki koroner arter hastalari dahil
edilmistir. Tiim gruplar i¢in cinsiyet orani dagiliminin esit olmasina dikkat edilmistir.
Kadin hastalar i¢cin menopoz durumlari, tiim hastalarin aspirin kullanimlari,
kullandiklar1 ilaglar ve hipertansiyon durumlari sorgulanmistir. Statin kullananlar

calismaya dahil edilmemistir.
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3.3. YONTEMLER

3.3.1. Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Koroner arter hastalarina yapilan anjiyo uygulamasindan sonra sar1 kapakli jelli
tiiplere ve mor kapakli EDTA’l1 tiiplere vendz kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri
4400 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum ve plazma olarak ayrildi ve deneysel

asamaya kadar izole edilen numuneler derin dondurucuda -30°C’de saklandi.

Elde edilen serum orneklerinde trigliserid, total kolesterol, LDL-kolestrol, HDL-
kolesterol, CRP, VPO1, ATF4 ve GPx1 diizeyleri 6lgiildii.

3.3.2. Rutin Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi

Kontrol ve hasta grubunu olusturan olgulardan anjiyo isleminden sonra jelli
tiiplere kan 6rnegi alinarak CRP, trigliserid, total kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-
kolesterol diizeyleri Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Fikret Biyal Biyokimya Laboratuvari’nda

Olciilmiistiir.

3.3.3. Serum Orneklerinde Oksidatif Stres ve ER Stresi Belirteclerinin Ol¢iimii

VPOl diizeylerinin o6l¢limii i¢in Human Peroxidasin Homolog (PXDN)
ELISA Kit (CUSABIO, CSB-EL019106HU-USA), ATF4 diizeylerinin tayini icin
Human ATF4 (Human Activating Transcription Factor 4) ELISA Kit
(MYBIOSOURCE-MBS762729-USA) ve GPx1 diizeylerinin tayinin i¢in Human
glutathione peroxidase 1 (GPx1) ELISA Kit (CUSABIO, CSB-EL009866HU-USA)
kullanild1. Kullanilan ELISA kitleri sandvi¢ yontemiyle dl¢iim yapmaktadir.

3.3.3.1. Human Peroxidasin Homolog ELISA kit prosediirii:

Katalog numarasi1: CSB-EL019106HU

1.Standartlarin hazirlanmasi: Standart sisesi 6000-10000 rpm’de 30 sn santrifiij edilir
ve 1 ml sample diluent ile sulandirilarak 1000 p/ml’lik bir stok ¢dzelti elde edilir. 7 ayr1
ependorf alinir ve 1’den 7’e¢ kadar numaralandirilir. Birinci ependorfa stok ¢ozelti ve
digerlerine 250 pl sample dilient konulur. Stok ¢ozeltiden 250 upl alimir ve 250 pl
sample dillientin tlizerine konulur. Bu sekilde 1:2 oraninda seri diliisyonlar yapilarak
7.ependorfa kadar islem tekrarlanir. Her defasinda ependorflar iyice karistirilir, pipetaj
yapilir. Diliie edilmeyen standart en yiiksek konsantrasyona sahiptir. Sample diluent

zero  standart  (Ouw/ml)  olarak  kullanilir. Seri  diliisyonlar  sonucu

1000/500/250/125/62,5/31,25/15,6/0pn/ml’lik ¢ozeltiler elde edilir.
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2.Blank hazirlanmasi: Blank i¢in ayrilmis kuyucuklara kromojen A, B ve durdurucu
¢Ozelti disinda birsey eklenmez.

3.Biotin-antibody hazirlanmasi: Biotin-antibody diluent ile 100 kat sulandirilir.
4.HRP-avidin hazirlanmasi: HRP-avidin diluent ile 100 kat sulandirilir.

5.Yikama cozeltisi: Konsantre yikama ¢ozeltisi distile su ile 20 kat sulandirilir.
6.Numunelerin hazirlanmasi: Numuneler 2 saat dnceden dondurucudan ¢ikartilarak
tamamen ¢dozilinlinceye kadar bekletilir, 15 dakika 1000 x g’de santrifiij edilerek
homojenize olmalar1 saglanir.

7. Standart ve Ornekler i¢in ayrilmis kuyucuklarin her birine 100’er p/ml standart ve
ornek konulur. Plate’in iizeri bir strip ile kapatilir ve 37°C’de 2 saat inkiibe edilir.
8.Inkiibasyon bittikten sonra herbir kuyucuga 100 p/ml biotin-antibody eklenir. Uzeri
tekrar yeni bir strip ile kapatilarak 37°C’de 1 saat inkiibe edilir ve karistirilir.

9.Plate 3 defa 200 p/ml yikama ¢ozeltisi ile yikanir.

10. Herbir kuyucuga 100 w/ml HRP-avidin eklenir, 37°C’de 1 saat inkiibe edilir.

11. 5 defa 200 p/ml yikama ¢ozeltisi ile yikanir.

12. Herbir kuyucuga 90u/ml TMB eklenir,15 dk 37°C’de karanlikta inkiibe edilir.

13. Herbir kuyucuga 50 p/ml durdurma ¢ozeltisi konulur ve mavi renk sariya doner.

14. 5 dakika icerisinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda &l¢iim yapulir.

207
1.5
@
[ ]
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m
£
2 10t *  Standards
= +* Suppressed Stds
Standard Curve
0.5

Concentration

Quadratic (y = Ax*2 + Bx + C)
A=0.0078 B=0.07584 C=0.0674, R-Square = 0.9957

Sekil 3.1. VPOI (Peroksidasin) standart grafigi
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3.3.3.2. Human Activating Transcription Factor 4 ELISA kit prosediirii:

Katalog numarasi: MYBIOSOURCE-MBS762729

1.Standartlarin hazirlanmasi: Kit kullanilmadan 20 dakika once oda sicakligina
getirilir. 7 adet ependorf alinir ve 1’den 7’e kadar numaralandirilir. Birinci ependorfa
sadece 1 ml standart ¢ozelti (10 ng/ml) konulur, diger 6 ependorfa ise 0,3’er ml standart
diliisyon buffer ilave edilir. Birinci ependorftan 0,3 ml standart ¢ozelti alinarak ikinci
ependorfa ilave edilir. Bu sekilde 7. ependorfa kadar 1:2 oraninda seri diliisyon
yapilarak  10/5/2,5/1,25/0,625/0,313/0,156/0  konsantrasyonlarina  sahip standart
¢ozeltiler elde edilir.

2.Biotin-antibody hazirlanmasi: 1 p/ml biotin antibody antibody diliisyon buffer ile
100 kat diliie edilir.

3.HRP-Streptavidin hazirlanmasi: 1 p/ml HRP-streptavidin, HRP-streptavidin
dilisyon buffer ile 100 kat sulandirilir.

4.Yikama cozeltisi: 30 ml konsantre yikama ¢ozeltisi deiyonize ya da distile su ile 25
kat sulandirilir.

5.0rneklerin hazirlanmas: Biitiin 6rnekler kullanilmadan 2 saat 6nce oda sicakligina
getirilir. Ornekler 1/10 standart diliisyon buffer ile sulandirilir.

6.Plate 2 defa 350 p/ml yikama ¢ozeltisi ile yikanir.

7.Standart ¢ozeltilerden 0,1 ml standart kuyucuklarina konulur.

8.Blank olarak 0,1 ml standart diliisyon buffer konulur.

9.0rnek kuyucuklarina 0,1 ml diliie edilmis 6rnek konulur.

10.Plate bir strip ile kapatilir ve 37°C’de 90 dakika inhibe edilir.

11.Kuyucuklarin i¢i bosaltilir, ardindan 2 defa 350 p/ml yikama_¢ozeltisi ile yikanir.
12.Biitlin kuyucuklara 0,1 ml biyotin-antibody eklenir.

13.Plate sealer ile kapatilir ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilir.

14.3 defa 350 p/ml yikama ¢ozeltisi ile yikanir.

15.Herbir kuyucuga 0,1 ml HRP-Streptavidin konulur ve 37°C’de 30 dk inkiibe edilir.
16.5 defa 350 p/ml yikama ¢ozeltisi ile yikanir.

17.Herbir kuyucuga 90 p/ml TMB Subsrat ileve edilir, karanlikta 37°C’de 15-30 dakika
inkiibe edilir.

18.50 w/ml stop soliisyon konulur, renk maviden sariya doner.

19.450 nm’de ELISA okuyucuda 6lgiim yapilir.
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* Standards
* Suppressed Stds
Standard Curve

Absorbance

1 2 3 4 5 [ 7 2 9 10
Concentration

4 Parameter [y = (A -D})/ (1 = (x/Cy"B) + D)
A=5.3559 B=-02394 C=4.6045 D=-2.2154, R-Sguare = 0.9577

Sekil 3.2. ATF4 standart grafigi

3.3.3.3. Human Glutathione Peroxidase 1 ELISA kit prosediirii:

Katalog numarasi: CSB-EL009866HU

1.Standartlarin hazirlanmasi: Standart 6000-10000 rpm’de 30 sn santrifiij edilir, 1 ml
sample diluent ile diliie edilir ve 1000uU/ml’lik stok ¢ozelti elde edilir. 7 adet ependorf
almir ve 1’den 7’e kadar numaralandirilir. Birinci ependorfa 250 pl stok ¢ozelti
digerlerine ise 250°ser pl sample diluent konulur. Stok c¢ozeltiyi kullanarak seri
diliisyonlarla iki kat sulandirma yapilir. Herbir diliisyonda pipetaj yapilarak ¢ozeltilerin
homojen olmasi saglanir. Sample diluent zero standart (0 pU/ml) olarak da ifade
edilebilir. Diliie edilmemis statandart ise en yliksek standarttir (1000 pU/ml). Seri
diliisyonlar sonucu 1000/500/250/125/62,5/31,25/15,6/0 pU/mI’lik ¢ozeltiler elde edilir.
2.Numunelerin hazirlanmasi: Serum 6rnekleri sample diluent ile 1000 kat sulandirilir
(birinci diliie 6rnek: 5 pl 6rnek + 95 pl sample diluent, ikinci diliie 6rnek: 5 pl birinci
diliie 6rnek + 245 pl sample diluent).

3.Biotin-Antibody: 10 pl biotin-antibody, biotin-antibody diluent ile 100 kat diliie
edilir.

4.HRP-Avidin: HRP-avidin diluent ile 100 kat diliie edilir.

5.Yikama cozeltisi: 20 ml konsantre wash buffer, distile su ile 25 kat sulandirilir.
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6.Standartlar i¢in ayrilmis kuyucuklara standart ¢ozeltilerden 100 ‘er ul ornekler igin
ayrilmis kuyucuklara da 100 ‘er ul diliie edilmis 6rneklerden konulur. Plate’in iizeri bir
strip ile kapatilarak 37°C’de 2 saat inkiibe edilir.

7.Kuyucuklarin iizeri acilir ve yikanmadan herbir kuyucuga 100’er pl biotin antibody
eklenir. 37°C’de 1 saat inkiibe edilir ve karistirilir.

8.3 defa 200 ul yikama ¢ozeltisi ile yikanir.

9.Herbir kuyucuga 100 pl HRP-avidin eklenir, 37°C’de 1 saat inkiibe edilir.

10.5 defa 200 pl yikama ¢ozeltisi ile yikanir.

11.Herbir kuyucuga 90 pl TMB-substrat eklenir, karanlkta 37°C’de 15-30 dakika
inkiibe edilir.

12.50 pl durdurma ¢ozeltisi ilave edilir.

13.450 nm’de okuma yapilir.

* Standards
* Suppressed Stds
Standard Curve

Absorbance

0 100 200 300 400 500 600 TOO @00 800 1000

Concentration

Cuadratic [y = Ax"2 + Bx + C)
A=-2.92e-006 B=0.0042 C=0.2010, R-Sguare = 0.9972

Sekil 3.3. GPx1 standart grafigi
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3.4. ISTATIKSEL ANALIZ

Ikili gruplarin karsilastirilmas: student's - t testi ile, iiclii gruplarin karsilastirilmasi ise
ANOVA ile yapildi. Alt gruplarin kiyaslanmasinda ise Benferonni testi kullanildi.
Caligilacak olan parametrelerin normal dagilima uygunluklar1 kontrol edildikten sonra
normal dagilima uymayan parametrelerin logaritmalar1 alinarak parametrik testlerin
kullanimina uygun hale doniistiiriildii. Sonuglar ortalama +SD (Standart deviation) veya
ortanca (%25-%75) olarak ifade edildi. Giivenlik sinir1 0,05 olarak belirlenmis olup,
p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Nonparametrik karsilastirmalar i¢in ki-kare testi

kullanildi. Korelasyon analizinde ise Pearson korelasyon analizi uygulandi.
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4. BULGULAR

Hasta ve kontrol grubu olgularindan elde edilen sonuglar hastalarin klinik
ozellikleri, biyokimyasal belirtecler ile cinsiyet, LDL diizeyleri ve aile Oykiilerinin
koroner arter hastalig1 alt gruplari arasindaki degisimi seklinde sunulmustur. Ayrica
biyokimyasal belirteclerin kendi aralarindaki ve lipid parametreleri ile iliskisi,
etkilesimi ve koroner arter hastaligi alt gruplarinda kendi aralarindaki iligkisi ayri

basliklar altinda irdelenmistir.

4.1. Hastalarin Klinik Ozellikleri

Hasta ve kontrol grubunu olusturan olgularin yas dagilimina bakildiginda, tek
damar koroner arter hasta grubunun yas ortalamasinin kontrol grubuna gore ve iki-ii¢
damar koroner arter hasta grubunun yas ortalamasinin ise tek damar koroner arter hasta

grubuna gore daha yiiksek olsa da bu durumun anlamli olmadig1 goriildii (p=0,054).

Hasta ve kontrol grubundaki olgularin viicut kitle indeksleri (VKI) ile
biyokimyasal parametrelerinin (Trigliserid, total kolesterol, LDL kolesterol, HDL
kolesterol) kontrol ve KAH alt gruplara gore dagilimina bakildiginda gruplar arasinda
istatiksel diizeyde anlamli bir farklilik olmadigi saptandi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hastalarin klinik ozellikleri

N Damar Tek Damar 2 ve 3 Damar P- Degeri
N=20 N=30 N=30
Yas 55+9 59+8 60+8 0.054
VKI kg/m? 28,4+3.9 29,2442 29,7+4,6 NS
Trigliserid 151(81-265) 163(122-222)  137(87-203) NS
Total Kolesterol 207456 189+53 206+46 NS
LDL- Kolesterol 140+47 125+46 143438 NS
HDL- Kolesterol 48+10 41+13 43+12 NS

P< 0.05 anlamli olarak kabul edildi. NS; non- significant. Sonuglar ortalama + SD veya
ortanca (%25-%75) araliginda ifade edildi. Trigliserid degerleri normal dagilima
uymadigindan once transforme edilerek normal dagilima uygun hale getirildiler daha

sonra li¢lii gruplarin karsilastirilmasinda ANOVA testi kullanildi.
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4.2. Biyokimyasal Belirteclerin Alt Gruplara Gore Degerlendirilmesi

VPOI1, GPx1 ve CRP diizeylerinin kontrol grubu ve koroner arter hastaligi alt
gruplarina goére dagilimma bakildiginda, gruplar arasinda anlamhi bir farklilik
goriilmezken, ATF4 diizeylerinin kontrol ve koroner arter hastaligi alt gruplarinda

farklilik gosterdigi saptandi (P<0,05).

Tablo 4.2. N-damar, tek damar, iki ve ii¢c damar tikalh hastalarda ATF4,
VPO1, GPx1 ve CRP diizeyleri

N Damar Tek Damar 2 ve 3 Damar P- Degeri
N=20 N=30 N=30
VPO1 ng/mL 5,97+2,58 6,11+£2,93 5,33+2,20 NS
ATF4 ng/mL 1,96 (1,69-2,54) 1,57 (1,05-1,92)* 1,74 (1,46-2,10) 0,043
GPx1 mikroU/L  143,14(85,28-248,96) 114,65(57,12- 117,33(70,37- NS
145,02) 146,31)
CRP mg/L 2,14 (0,37-4,51) 2,33 (0,88-7,38) 3,50 (1,25-7,46) NS

P< 0.05 anlamli olarak kabul edildi. NS; non- significant. Sonuglar ortalama + SD veya
ortanca (%25 - %?75) araliginda ifade edildi. ATF4, GPx1, CRP degerleri normal
dagilima uymadigindan o©nce transforme edilerek normal dagilima uygun hale
getirildiler daha sonra iiclii gruplarin karsilastirilmasinda ANOVA testi kullanildi. Ikili
gruplarin kiyaslanmasinda Benferroni testi kullanildi. *; ATF4 diizeyinin N- Damar ve

tek damar1 tikali grup arasindaki kiyaslamasi.

4.3. Cinsiyet, LDL Diizeyleri ve Aile Oykiilerinin Alt Gruplara Gore Dagilimi
Calismamizda yer alan kontrol ve hasta grubu olgularinin alt gruplara gore yas
dagilimma bakildiginda, kontrol grubunu olusturan olgularin (n=20) 9’u erkek (%45),
ve 11’1 (%55) kadindir. Tek damari tikali koroner arter hastas1 (n=30) grubu 23 erkek
(%76,7) ve 7 kadindan (23,3) olusurken, bu degerlerin 2 veya 3 daman tikali grupta
(n=30) 21 erkek (%70) ve 9 kadin (%30) seklinde oldugu goriildi. Kontrol gruplari ile
hasta gruplarinin cinsiyet dagilimlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p=0,058).

LDL ytiksekligi ile aile oykiisiinlin kontrol ve hasta grubu olgular1 arasindaki

dagilima bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.
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Tablo 4.3. N-damar, tek damar, iki ve iic damar1 tikah hastalarin cinsiyet, LDL

diizeyleri ve aile oykiilerine gore gruplandirilmalar:

N Damar Tek Damar 2 ve 3 Damar  P- Degeri

N=20 N=30 N=30
Cinsiyet
Erkek (%) n 45 (9) 76,7(23) 70 (21) 0,058
Kadin (%) n 55(11) 23,3(7) 30(9)
LDL yiiksekligi
<110 mg/dL (%) n 25(5) 36,7 (11) 30 (9) NS
> 110 mg/dL (%) n 75 (11) 63,3 (19) 70 (21)
Aile oykiisii 60 (12) 53,3 (16) 63,3 (19) NS

P< 0.05 anlaml olarak kabul edildi. NS; non- significant. Gruplar ki-kare testi ile
karsilastirildilar. Sonuglar (%) ve say1 seklinde ifade edildiler. LDL kolesterol cut-off
araliklarinin  belirlenmesinde Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ECS) ve Avrupa

Ateroskleroz Dernegi (EAS) lipid degerleri dikkate alinmistir (192).

4.4. Biyokimyasal belirteclerin kendi aralarindaki korelasyonlar

Hasta ve kontrol grubu olgularinda 6l¢iimii yapilan biyokimyasal belirteclerin Pearson
korelasyon analizi ile incelenen iligkileri sonucu VPOL1 ile GPx1 arasinda negatif bir
iliski oldugu saptandi (P<0.05). Diger parametreler arasinda herhangi bir iliski
saptanmadi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Biyokimyasal belirteclerin kendi aralarindaki korelasyonlar

VPO1 ATF4 GPx1 CRP
VPOl 175 -.285% -.161
ATF4 175 .041 -.089
GPx1 -.285% .041 -.0,65
CRP -.161 -.089 -.0,65

*P<0.05



42

4.5. Biyokimyasal Belirteclerle Lipid Parametreleri Arasindaki Korelasyonlar

Hasta ve kontrol grubu olgularinda yapilan biyokimyasal belirtegler ve lipid
parametreleri 6l¢iim sonucunda ATF4 diizeyleri ile total kolesterol (r=.294), LDL
kolesterol (r=.359) ve trigliserid (r=.317) arasinda pozitif korelasyon oldugu saptandi
(P<0.01). Lipid degerleri ile VPO1, GPx1ve CRP arasinda iliski saptanmadi (Tablo 4.5)

Tablo 4.5. Biyokimyasal belirteclerle lipid parametreleri arasindaki korelasyonlar

Trigliserid Total Kolesterol LDL Kolesterol ~HDL Kolesterol
VPOl .104 .144 120 156
ATF4 294%%* 359%* 317%* -.012
GPx1 -.057 -.026 .009 077
CRP 011 .053 .080 -.086

**P<0.01

4.6. N-damar, tek damar, iki ve ii¢ damar1 tikalh hastalarda biyokimyasal
belirteclerin kendi aralarindaki korelasyonlari

Kontrol ve koroner arter hastasi alt grubu olgularinda 6l¢timii yapilan biyokimyasal

belirteglerin Pearson korelasyon analizi ile irdelenen iliskilerinden elde edilen sonuglar:

= Kontrol grubunu olusturan olgularin biyokimyasal belirte¢leri arasinda herhangi bir
iliski saptanmadi.

» Tek damari tikali koroner arter hastasi olgularinda VPO1 ile ATF4 arasinda pozitif
iliski (r = .367, P<0.05) saptanirken, VPOI1 ile GPx1 arasinda negatif bir iligki
(r=-.467, P<0.01) saptandi.

= ki ve {ic damar1 tikali koroner arter hastasi olgularinda ise CRP ile GPx1 arasinda

negatif bir iligki (r = -.366, P<0.01) oldugu goriildii.



Tablo 4.6. N-damar, tek damar, iKi ve ii¢c damari tikal hastalarda biyokimyasal

belirteclerin kendi aralarindaki korelasyonlari
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VPO1 ATF4 GPx1 CRP
N Damar
VPOl .042 -273 236
ATF4 .042 -.266 .076
GPx1 -.273 -.266 -.097
CRP 236 .076 -.097
Tek Damar
VPOl 367* -467** -.297
ATF4 367* -.022 -216
GPx1 -467** -.022 .063
CRP -.297 =216 .063
2 ve 3 Damar
VPOl .149 .194 -.281
ATF4 .149 134 -.074
GPx1 .194 134 -.366%*
CRP -.281 -.074 -.366*
* P <0,05

** P<0,01
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5. TARTISMA

Diinyamizda ve iilkemizdeki O6lim nedenlerine bakildiginda koroner arter
hastaligmin ilk siralarda yer aldigi goriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii verileri ise bu
klinik tablonun ilerleyen yillarda daha da agirlasacagi yoniindedir. Arter duvarindaki
degisikliklerin eslik ettigi ve damar liimeninde daralmaya bagli olarak, kan akisinin
azalmasina yol acan aterosklerotik plaklarin birikmesi gilinlimiizde tan1 ve tedaviye
yonelik gelismelere ragmen halen 6nlenememektedir. Son yillarda, oksidatif stres ve
endoplazmik retikulum stresinin ateroskleroz patogenezindeki rolii iizerindeki
caligmalar gittik¢e h1z kazanmaya baglamistir.

Biz de planlamis oldugumuz projemizde, literatiirde bu alanda yapilmis olan
aragtirmalart temel alarak, koroner arter hastalifinin tam1 ve tedavisine katkida
bulunabilecek bir biyobelirte¢ saptanmasi i¢in Onciil bir aragtirmay1 hedefledik.

Elde ettigimiz bulgular1 kisaca 6zetleyecek olursak;

1- Kontrol grubuyla kiyaslandiginda tek damar hastalarinda VPO1 ve CRP
diizeylerinin hafif yiikseldigi buna karsin ATF4 ve GPx1 diizeylerinin
diistiigiinti gozlemledik.

2- VPOI1, ATF4 (P =0,043) ve GPx1 diizeylerinin 2 ve 3 damar hastalarinda,
kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir. Diger yandan CRP diizeyleri 2
ve 3 damari tikali grupta, kontrol grubu ve tek damar hastalarina kiyasla
yiikselmistir.

3- Tiim olgularimizi dahil ettigimiz korelasyon analizi sonuglarimiz VPO1 ve
GPx1 arasinda istatiksel olarak anlamli negatif yonde (r = - .285, P<0,05), ATF4
ile lipid parametreleri (trigliserid (r = 0,294, P<0,01), total kolesterol (r = 0,359,
P<0,01), ve LDL diizeyleri (r = 0,317, P<0,01)) arasinda ise istatiksel diizeyde
anlaml pozitif yonde bir iliski oldugu gézlenmistir.

4- Biyokimyasal belirteclerin kendi aralarinda tikali damar sayilarina gére yapilmis
olan korelasyon analizi sonuglarina gore; N damarli hastalarda herhangi iliski
gozlenmemisken, tek damar hastalarinda VPO1 ve ATF4 diizeyleri arasinda
pozitif yonde istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmis (r = 0,367, P<0,05),
VPO diizeyleri ile GPx1 arasinda ise negatif yonlii istatiksel anlamli bir iligki

gosterilmistir(r = -0,467, P<0,01), 2 ve 3 damar1 tikal1 hastalarda ise GPx1 ve
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CRP diizeyleri arasinda negatif yonlii, istatiksel diizeyde anlaml1 bir iliski

gozlenmistir(r = -0,366, P<0,05) .

Oksidatif stress kardiyovaskiiler hastaliklar ve inflamasyon arasinda oxLDL
araciligiyla da bir koprii olusturmaktadir (64). Dolagimdaki LDL partikiillerinin
proteoglikanlar vasitasiyla ekstraselliiler matrikste tutulumlar1 ve burada oksidatif ve
kimyasal modifikasyonlara maruz kalmalari, onlar1 makrofaj ¢Opgii (scavenger)
reseptorler i¢in kopiik hiicre gelisimini tetikleyen substrat haline doniistiirmektedir.
Olusan oxLDL ve proinflamatuar rolii normal endotel fonksiyonlarinin bozulmasina
neden olmaktadir. Bu durum adezyon molekiillerinin ve kemokinlerin salinimina,
intimaya l0kosit ve T-hiicre gociine neden olarak aterom gelisimine katki
saglamaktadirlar. Lokosit aktivasyonu daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
tetikleyen miyelopeksidazi aktifleyerek doku hasarma katki saglamaktadir (193-195).
Biz de calisgmamizda antioksidan savunma sisteminin tetikleyicisi olan ATF4 ile
oksidatif lipid hasarinin substratlar1 olan trigliserid, total kolesterol ve LDL kolesterol

diizeyleri arasinda istatiksel diizeyde anlaml1 bir iligki saptadik.

2010 yilinin baslarinda oksidan karakterdeki VPOl ve KAH iliskisinin
incelendigi c¢alismalarda, VPO1’in oksidatif stres ile yakindan iligkili oldugu ve
dolayisiyla da hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. VPO1
aktivitesi sonucu olusan HOCI kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde dnemli rolii
olan oksidatif stresin olusumuna neden olabilir. Miyokard iskemi-reperfiizyon (IR)
hasar1 olusturulmus bir tavsan modelinde; oksidatif hasardaki artisla birlikte VPOI1
mRNA diizeylerinin ve ekpresyonunun da arttigt ve. NOX’in inhibe edilmesiyle VPO1
ekspresyonunun baskilandigi ve buna paralel olarak da IR hasarinda azalma oldugu
gosterilmistir (196). Vaskiiler endotel hiicre apoptozis modeli olusturulmus baska bir
calismada ise VPOl konsantrasyonuna ve zamana baglhi olarak HOCI
konsantrasyonunda artis saptanmustir. Diger bir ¢alismada ise, VPOl geni
susturuldugunda ise oxLDL ve HOCI olusumunun inhibe oldugu gosterilmistir (154).
Kendiliginden hipertensif olmus tavsanlar iizerine yapilan bagka bir calismada ise
arterial dokularda VPO1 ekspresyonunun onemli derecede arttigi ortaya konmustur
(197). Calismamizda elde ettigimiz bulgularda, tek damar hastalarinda gézlenen VPO1,
ATF4 arasindaki pozitif iliski, artmis oksidatif stresin, antioksidan savunma sistemini

harekete geciren transkripsiyon faktorii ATF4’i indiikledigini disiindiiriiyor.
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Aterosklerotik siirecin 6nemli bir tetikleyicisi olan okside fosfolipidlere maruz birakilan
insan aortik endotel hiicrelerinde UPR, 6zellikle de ATF4’lin aktiflendigi goriilmiistiir.
Bu baglamda, ATF4 baska bir transkripsiyon faktorii olan XBP1 ile birlikte, hasara
yanitta inflamasyonu daha da arttiran IL-8, IL-6 ve monosit kemotaktik protein-1
ekspresonu i¢in gereklidir (198). ATF4’{in pro-apoptotik roliinii irdeleyen ¢aligmalarda
ise ATF4’iin endotel hiicrelerinde CHOP ve ATF3’lin de gorev aldig1 sinyal yolagini
aktifledigi tespit edilmistir (199). Diger taraftan ATF4 kardiyovaskiiler hastaliklarda
tedavi amaciyla kullanilan salvianolik asit B’nin ER stresinin ana diizenleyicilerinden
olan glikoz-regiile edici protein (GRP78)’i upregiile etmesine aracilik eder. Bu sekilde
ATF4’in endotel hiicrelerini oksidatif stres indiiklii hiicresel hasardan korudugu

diistiniiliir (200).

VPOI ve GPx1 aktivitesi arasindaki negatif iliski ise ATF4 aracili antioksidan
sistemin aktivasyonunun, bu sistemin bir iiyesi olan GPx1’i tiiketmesinden
kaynaklanacagimi diisiinmekteyiz. Ateroskleroz patogenezinde serbest radikallerin roli
ayrintisiyla incelenmistir. Calismamizda tayin ettigimiz GPx1, H202’1 suya rediikte
ederek, olas1 daha tehlikeli radikal {iriinlerin olusumuna engel olmaya calisir. VPO1 ise
H202’1 kullanarak, CI" iyonlar1 varliginda daha toksik 6zellige sahip HOCI olusturur.
Dolayisiyla GPx1 diizeylerinde saptadigimiz azalma aslinda artmis H20:2
temizlenmesine yonelik kompansazyon mekanizmasinin bir sonucu olabilir ve
ortamdaki azalmis H202 nedeniyle VPO1’in substrati da azalacagindan enzimin
sentezinde bir degisiklige neden olmamis olabilir. Elde ettigmiz VPO1 sonuglart Yi-
Shuai Zhang’in bulgularini desteklemektedir (201) ki bu calismada da VPOI diizeyinin
ortamdaki H20:2 konsantrasyonuna bagli olarak degisitigi ifade edilmistir. Dolayisiyla
hem total grupta hem de tek damar tikali hasta grubunda gézlemlenmis olan GPx1 ve
VPOI1 arasindaki ters yonlii iliskinin azalan H>O: diizeyleri ile iliskili olabilecegi

diisiincesindeyiz.

Hastaligin daha ileri asamalarinda yani 2 ve 3 damari tikali grupta GPx1 ve CRP
arasindaki negatif iligki tiiketilen GPx1’in yani artmis oksidan stresin inflamasyonu
tetiklenmesinden kaynaklanacagi goriisiinii kuvvetlendirmektedir. Dolayistyla hastaligin
baslangi¢ donemlerinde artmis oksidatif stres, antioksidan savunma sistemini harekete
gecirmekte, hastaligin daha ileri asamalarinda ise bu durumun inflamasyonu

tetikledigini diislindiirmektedir ki bulgularimiz literatiirdeki ¢calismalarla ortiigmektedir.
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Bir¢ok klinik ve temel bilimler c¢alismalarinda arteriyel hastaliklarin gelisiminde
vaskiiler inflamasyonun rolii ortaya konmustur. Bir akut faz reaktanti olan C-reaktif

protein (CRP) kardiovaskiiler risk biyobelirteci olarak vurgulanmaktadir (6,202-204).

Literatiirde son yillarda dikkatleri {izerine toplayan oksidatif stres ve
endoplazmik retikulum stressinin ateroskleroz patogeneziyle olan iliskisi, hali hazirda
tim ayrintisiyla ortaya konamamustir. Elde ettigimiz bulgularimizin, yukarida
bahsedilen iligkilerin agiklanmasina ve ateroskleroz patogenezinin aydinlatilmasina
katki saglayacagi diislincesindeyiz. Bu baglamda, c¢alistigimiz biyokimyasal
belirteclerden VPOl ve ATF4’iin KAH ile iliskili birer biyobelirte¢ olabilecegi,
ozellikle de geleneksel risk faktorlerine ilaveten hastaligin tedavi siirecinin takip ve
izlenmesinde de 6nemli faydalar saglayacagi diisiincesindeyiz. Elde ettigimiz sonuglarin
farkli popiilasyonlarda ve daha genis hasta gruplarinda, oksidan stresin protein ve lipid
hasar belirtecleriyle birlikte degerlendirilecegi, spesifik vaskiiler inflamasyon

markirlariyla irdelenecegi genis calismalarla teyid edilmesi gerekmektedir.



10.

48

KAYNAKLAR

Go AS, Mozaffarian D, Roger VL, Benjamin EJ, Berry JD, Blaha MJ, et al. Heart
Disease and Stroke Statistics - 2014 Update: A report from the American Heart
Association [Internet]. Vol. 129, Circulation. 2014. 28-292 p. Available from:
http://circ.ahajournals.org/cgi/doi/10.1161/01.cir.0000441139.02102.80

Tabas I, Garcia-Cardefia G, Owens GK. Recent insights into the cellular biology
of atherosclerosis. J Cell Biol [Internet]. 2015;209(1):13-22. Available from:
http://jcb.rupress.org/content/209/1/13.full

Perk J, De Backer G, Gohlke H, Graham I, Reiner Z, Verschuren M, et al.
European Guidelines on cardiovascular disease prevention in clinical practice

(version 2012). Vol. 33, European Heart Journal. 2012. p. 1635-701.

World Health Organization. Global Atlas on Cardiovascular Disease Prevention

And Control. Policies, Strategies and Interventions. Iraq. 2011;164.

Rafieian-Kopaei M, Setorki M, Doudi M, Baradaran A, Nasri H. Atherosclerosis:
Process, indicators, risk factors and new hopes. Vol. 5, International Journal of

Preventive Medicine. 2014. p. 927-46.

Libby P, Ridker PM, Hansson GK. Progress and challenges in translating the
biology of atherosclerosis. Vol. 473, Nature. 2011. p. 317-25.

Mudau M, Genis A, Lochner A, StrijJdom H. Endothelial dysfunction : the early
predictor of atherosclerosis. Cardiovasc J Afr [Internet]. 2012;23(4):222-31.

Available from: http://www.cvja.co.za/onlinejournal/vol23/vol23 issue4/#/44/

Woollard KJ, Geissmann F. Monocytes in atherosclerosis: Subsets and functions.

Vol. 7, Nature Reviews Cardiology. 2010. p. 77-86.

Gui T, Shimokado A, Sun Y, Akasaka T, Muragaki Y. Diverse roles of
macrophages in atherosclerosis: From inflammatory biology to biomarker

discovery. Vol. 2012, Mediators of Inflammation. 2012.

Rudijanto A. The role of vascular smooth muscle cells on the pathogenesis of
atherosclerosis. Acta Med Indones [Internet]. 2007;39(2):86-93. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17933075



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

49

Doran AC, Meller N, McNamara CA. Role of smooth muscle cells in the
initiation and early progression of atherosclerosis. Vol. 28, Arteriosclerosis,

Thrombosis, and Vascular Biology. 2008. p. 812-9.

Ma QL, Zhang GG, Peng J. Vascular peroxidase 1: A novel enzyme in promoting
oxidative stress in cardiovascular system. Vol. 23, Trends in Cardiovascular

Medicine. 2013. p. 179-83.

Higa A, Chevet E. Redox signaling loops in the unfolded protein response. Vol.
24, Cellular Signalling. 2012. p. 1548-55.

Flohé L. Glutathione peroxidase. Basic Life Sci [Internet]. 1988;49:663-8.
Available from: http://link.springer.com/10.1007/978-1-4684-5568-
7 104%0Ahttp://research.bmn.com/medline/search/record?uid=89273257

World Health Organization. WHO | Cardiovascular diseases (CVDs) factsheet
No. 317 [Internet].
Http://Www.Who.Int/Mediacentre/Factsheets/Fs317/En/Index.Html. 2015.

Available from: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/en/index.html

Naghavi M, Wang H, Lozano R, Davis A, Liang X, Zhou M, et al. Global,
regional, and national age-sex specific all-cause and cause-specific mortality for
240 causes of death, 1990-2013: A systematic analysis for the Global Burden of
Disease Study 2013. Lancet [Internet]. 2015;385(9963):117-71. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25530442%35Cnhttp://www.pubmedcentral
.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=PMC4340604

Wang Y, Nakayama M, Pitulescu ME, Schmidt TS, Bochenek ML, Sakakibara
A, et al. Ephrin-B2 controls VEGF-induced angiogenesis and
lymphangiogenesis. Nature. 2010;465(7297):483—6.

Rubanyi GM. Mechanistic, technical, and clinical perspectives in therapeutic
stimulation of coronary collateral development by angiogenic growth factors.

Vol. 21, Molecular Therapy. 2013. p. 725-38.

Onat A, Karakoyun S, Akbas T, Karadeniz FO, Karadeniz Y, Cakir H, et al.
TEKHARF 2014 taramasi ve Tiirkiye’de colrafi bolgelere gore oliim orani ile
koroner hastalik insidansi. Turk Kardiyol Dern Ars. 2015;43(4):326-32.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

50

Berthold HK, GouniBerthold I. Lipid-lowering drug therapy in elderly patients.
Curr Pharm  Des [Internet]. 2011;17(9):877-93.  Available from:
http://ovidsp.ovid.com/ovidweb.cgi? T=JS&PAGE=reference&D=med 7&NEWS
=N&AN=21418034

Lakatta EG, Levy D. Arterial and cardiac aging: Major shareholders in
cardiovascular disease enterprises: Part I: Aging arteries: A “set up” for vascular

disease. Vol. 107, Circulation. 2003. p. 139-46.

Anuurad E, Enkhmaa B, Gungor Z, Zhang W, Tracy RP, Pearson TA, et al. Age
as a modulator of inflammatory cardiovascular risk factors. Arterioscler Thromb

Vasc Biol. 2011;31(9):2151-6.

Chiu J-J, Chien S. Effects of Disturbed Flow on Vascular Endothelium:
Pathophysiological Basis and Clinical Perspectives. Physiol Rev [Internet].
2011;91(1):327-87. Available from:
http://physrev.physiology.org/cgi/doi/10.1152/physrev.00047.2009

Weiford BC. Cardiovascular Medicine. In: Jama [Internet]. 2005. p. 374.
Available from: http://dx.doi.org/10.1016/B978-1-4377-0398-6.00040-
8%35Cnhttp://jama.jamanetwork.com/article.aspx?doi=10.1001/jama.294.3.376-a

Luszczewski A, Matyska-Piekarska E, Trefler J, Wawer I, Lacki J, Sliwinska-
Stanczyk P. Reaktywne formy tlenu - Znaczenie w fizjologii 1 stanach patologii
organizmu. Reumatologia [Internet]. 2007;45(5):284-9. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15198963

Furchgott RF, Zawadzki J V. The obligatory role of endothelial cells in the
relaxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature.

1980;288(5789):373—6.

Furchgott RF, Cherry PD, Zawadzki J V, Jothianandan D. Endothelial cells as
mediators of vasodilation of arteries. J Cardiovasc Pharmacol [Internet]. 1984;6

Suppl 2:S336-43. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6206342

Van De Voorde J, Leusen L. Role of the endothelium in the vasodilator response

of rat thoracic aorta to histamine. Eur J Pharmacol. 1983;87(1):113-20.

Hutchinson PJA, Palmer RMJ, Moncada S. Comparative pharmacology of EDRF



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

51

and nitric oxide on vascular strips. Eur J Pharmacol. 1987;141(3):445-51.

Palmer RMJ, Ashton DS, Moncada S. Vascular endothelial cells synthesize nitric
oxide from L-arginine. Nature [Internet]. 1988;333(6174):664—6. Available from:
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/333664a0

Saye JA, Singer H a, Peach MJ. Role of endothelium in conversion of
angiotensin I to angiotensin II in rabbit aorta. Hypertension. 1983;6(2 Pt 1):216—
21.

Bonetti PO, Lerman LO, Lerman A. Endothelial dysfunction: A marker of
atherosclerotic risk. Vol. 23, Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology.

2003. p. 168-75.

Zhang J, Defelice AF, Hanig JP, Colatsky T. Biomarkers of endothelial cell
activation serve as potential surrogate markers for drug-induced vascular injury.

Vol. 38, Toxicologic Pathology. 2010. p. 856-71.

Blann AD. Endothelial cell activation, injury, damage and dysfunction: Separate

entities or mutual terms? Blood Coagul Fibrinolysis. 2000;11(7):623-30.

Furchgott RF. Endothelium-derived relaxing factor: discovery, early studies, and

identification as nitric oxide. Biosci Rep. 1999;19(4):235-51.

Sowers JR. Hypertension, Angiotensin II, and Oxidative Stress. N Engl J Med
[Internet]. 2002;346(25):1999-2001. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMe020054

Deanfield JE, Halcox JP, Rabelink TJ. Endothelial function and dysfunction:
Testing and clinical relevance. Vol. 115, Circulation. 2007. p. 1285-95.

Charakida M, Donald AE, Terese M, Leary S, Halcox JP, Ness A, et al.
Endothelial dysfunction in childhood infection. Circulation. 2005;111(13):1660—
5.

Pober JS. Cytokine-Mediated Activation of Vascular Endothelium Physiology
and Pathology. Am J Pathol. 1988;133(3):426-33.

Chong AY, Blann AD, Lip GYH. Assessment of endothelial damage and
dysfunction: Observations in relation to heart failure. Vol. 96, QJM - Monthly
Journal of the Association of Physicians. 2003. p. 253—-67.



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

52

Brown RA, Shantsila E, Varma C, Lip GYH. Current Understanding of
Atherogenesis. Am J Med [Internet]. 2017;130(3):268-82. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.amjmed.2016.10.022

Yusuf PS, Hawken S, Ounpuu S, Dans T, Avezum A, Lanas F, et al. Effect of
potentially modifiable risk factors associated with myocardial infarction in 52
countries (the INTERHEART study): Case-control study. Lancet.
2004;364(9438):937-52.

Yeboah J, Folsom AR, Burke GL, Johnson C, Polak JF, Post W, et al. Predictive
value of brachial flow-mediated dilation for incident cardiovascular events in a

population-based study: The multi-ethnic study of atherosclerosis. Circulation.

2009;120(6):502-9.

Heitzer T, Schlinzig T, Krohn K, Meinertz T, Miinzel T. Endothelial dysfunction,
oxidative stress, and risk of cardiovascular events in patients with coronary artery
disease. Circulation [Internet]. 2001;104(22):2673—8. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11723017

Spencer CGC, Gurney D, Blann AD, Beevers DG, Lip GYH. Von Willebrand
factor, soluble P-selectin, and target organ damage in hypertension: A substudy

of the Anglo-Scandinavian Cardiac Outcomes Trial (ASCOT). Hypertension.
2002;40(1):61-6.

Ishikawa S, Shimano M, Watarai M, Koyasu M, Uchikawa T, Ishii H, et al.
Impact of sitagliptin on carotid intima-media thickness in patients with coronary
artery disease and impaired glucose tolerance or mild diabetes mellitus. Am J
Cardiol [Internet]. 2014;114(3):384-8. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0002914914011175

Berenson GS, Srinivasan SR, Bao W, Newman WP, Tracy RE, Wattigney WA.
Association between Multiple Cardiovascular Risk Factors and Atherosclerosis
in Children and Young Adults. N Engl J Med [Internet]. 1998;338(23):1650-6.
Available from: http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM199806043382302

Lim HS, Lip GYH, Blann AD. Plasma von Willebrand factor and the
development of the metabolic syndrome in patients with hypertension. J Clin

Endocrinol Metab [Internet]. 2004;89(11):5377-81.  Available from:



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

53

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&do
pt=Citation&list uids=15531484

Vasan RS. Biomarkers of cardiovascular disease: Molecular basis and practical

considerations. Vol. 113, Circulation. 2006. p. 2335-62.

Ridker PM. C-Reactive Protein and the Prediction of Cardiovascular Events
Among Those at Intermediate Risk. Moving an Inflammatory Hypothesis
Toward Consensus. Vol. 49, Journal of the American College of Cardiology.

2007. p. 2129-38.

Zhang D, Sun X, Liu J, Xie X, Cui W, Zhu Y. Homocysteine accelerates
senescence of endothelial cells via DNA hypomethylation of human telomerase

reverse transcriptase. Vol. 35, Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular

Biology. 2015. p. 71-8.

Wang TJ. New cardiovascular risk factors exist, but are they clinically useful?

Vol. 29, European Heart Journal. 2008. p. 441-4.

National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel. National
Cholesterol Education Program. Arch Intern Med [Internet]. 1991;151(6):1071.
Available from:
http://archinte.jamanetwork.com/article.aspx?doi=10.1001/archinte.1991.004000
60019005

Ross R, Glomset J. Atherosclerosis and the arterial smooth muscle cell. Science

(80-). 1973;180(4093):1332-9.

Ross R, Glomset J, Harker L. Response to injury and atherogenesis. Am J Pathol
[Internet]. 1977;86(3):675-84. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/842616

Andreou DE, Andreadou 1. Atherosclerosis: An inflammatory disease.
Pharmakeftiki [Internet]. 2009;22(3):83-96. Available from:
http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejm199901143400207

Libby P, Ridker PM, Hansson GK. Inflammation in Atherosclerosis. From
Pathophysiology to Practice. Vol. 54, Journal of the American College of
Cardiology. 2009. p. 2129-38.



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

54

Wang JC, Bennett M. Aging and atherosclerosis: Mechanisms, functional
consequences, and potential therapeutics for cellular senescence. Vol. 111,

Circulation Research. 2012. p. 245-59.

Stary HC. Natural history and histological classification of atherosclerotic lesions
an update. Arterioscler Thromb Vasc Biol [Internet]. 2000;20(5):1177-8.
Available from: http://atvb.ahajournals.org/cgi/doi/10.1161/01.ATV.20.5.1177

Galkina E, Ley K. Immune and Inflammatory Mechanisms of Atherosclerosis.
Annu  Rev Immunol [Internet]. 2009;27(1):165-97. Available from:
http://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev.immunol.021908.132620

Stary HC, Chandler AB, Dinsmore RE, Fuster V, Glagov S, Insull W, et al. A
definition of advanced types of atherosclerotic lesions and a histological
classification of atherosclerosis: A report from the Committee on Vascular
Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American Heart Association. Vol. 15,

Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 1995. p. 1512-31.

Simionescu M, Sima A V. Morphology of atherosclerotic lesions. In:

Inflammation and Atherosclerosis. 2012. p. 19-37.

Nielsen LB, Nordestgaard BG, Stender S, Kjeldsen K. Aortic permeability to
LDL as a predictor of aortic cholesterol accumulation in cholesterol-fed rabbits.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1992;12(12):1402-9.

Steinberg D. The LDL modification hypothesis of atherogenesis: an update. J
Lipid Res [Internet]. 2009;50(Supplement):S376-81. Available from:
http://www.jlr.org/lookup/doi/10.1194/j1r.R800087-JLR200

Ishigaki Y, Oka Y, Katagiri H. Circulating oxidized LDL: A biomarker and a
pathogenic factor. Vol. 20, Current Opinion in Lipidology. 2009. p. 363-9.

Simionescu M. Implications of early structural-functional changes in the
endothelium for vascular disease. Vol. 27, Arteriosclerosis, Thrombosis, and

Vascular Biology. 2007. p. 266-74.

Mompeo B, Popov D, Sima A, Constantinescu E, Simionescu M. Diabetes-
induced structural changes of venous and arterial endothelium and smooth

muscle cells. J Submicrosc Cytol Pathol [Internet]. 1998;30(4):475-84. Available



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

55

from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9851055

Boisvert WA, Santiago R, Curtiss LK, Terkeltaub RA. A leukocyte homologue
of the IL-8 receptor CXCR-2 mediates the accumulation of macrophages in

atherosclerotic lesions of LDL receptor- deficient mice. J Clin Invest.

1998;101(2):353-63.

Haley KJ, Lilly CM, Yang JH, Feng Y, Kennedy SP, Turi TG, et al.
Overexpression of eotaxin and the CCR3 receptor in human atherosclerosis:
Using genomic technology to identify a potential novel pathway of vascular

inflammation. Circulation. 2000;102(18):2185-9.

Davi G, Patrono C. Platelet Activation and Atherothrombosis. N Engl J Med
[Internet]. 2007;357(24):2482-94. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMra071014

Millonig G, Malcom GT, Wick G. Early inflammatory-immunological lesions in
juvenile atherosclerosis from the Pathobiological Determinants of

Atherosclerosis in Youth (PDAY)-study. Atherosclerosis. 2002;160(2):441-8.

Packard RRS, Lichtman AH, Libby P. Innate and adaptive immunity in
atherosclerosis. Semin Immunopathol [Internet]. 2009;31(1):5-22. Available
from: http://link.springer.com/10.1007/s00281-009-0153-8

Bobryshev Y V. Dendritic cells in atherosclerosis: Current status of the problem

and clinical relevance. Vol. 26, European Heart Journal. 2005. p. 1700-4.

Weis M, Schlichting CL, Engleman EG, Cooke JP. Endothelial determinants of
dendritic cell adhesion and migration: New implications for vascular diseases.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22(11):1817-23.

Soehnlein O, Weber C, Lindbom L. Neutrophil granule proteins tune monocytic

cell function. Vol. 30, Trends in Immunology. 2009. p. 538—46.

Lappalainen J, Lindstedt KA, Oksjoki R, Kovanen PT. OxLDL-IgG immune
complexes induce expression and secretion of proatherogenic cytokines by

cultured human mast cells. Atherosclerosis. 2011;214(2):357-63.

Tiwari RL, Singh V, Barthwal MK. Macrophages: An elusive yet emerging

therapeutic target of atherosclerosis. Vol. 28, Medicinal Research Reviews. 2008.



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

56

p. 483-544.

Velican C, Velican D. Study of coronary intimal thickening. Atherosclerosis
[Internet]. 1985;56(3):331-44. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4052151

Glagov S, Weisenberg E, Zarins CK, Stankunavicius R, Kolettis GlJ.
Compensatory Enlargement of Human Atherosclerotic Coronary Arteries. N Engl
J Med [Internet]. 1987;316(22):1371-5. Available from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM198705283162204

Tabas I, Tall A, Accili D. The impact of macrophage insulin resistance on
advanced atherosclerotic plaque progression. Vol. 106, Circulation Research.

2010. p. 58-67.

Sima A, Bulla A, Simionescu N. Experimental obstructive coronary
atherosclerosis in the hyperlipidemic hamster. J Submicrosc Cytol Pathol
[Internet]. 1990;22(1):1-16. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2311094

Virmani R, Kolodgie FD, Burke AP, Farb A, Schwartz SM. Lessons from sudden
coronary death: A comprehensive morphological classification scheme for

atherosclerotic lesions. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2000;20(5):1262-75.

Burke AP, Kolodgie FD, Farb A, Weber DK, Malcom GT, Smialek J, et al.
Healed plaque ruptures and sudden coronary death: Evidence that subclinical
rupture has a role in plaque progression. Circulation [Internet]. 2001;103(7):934—
40. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11181466

Persson T, Popescu BO, Cedazo-Minguez A. Oxidative stress in alzheimer’s
disease: Why did antioxidant therapy fail? Vol. 2014, Oxidative Medicine and
Cellular Longevity. 2014.

Lopez-Alarcon C, Denicola A. Evaluating the antioxidant capacity of natural
products: A review on chemical and cellular-based assays. Vol. 763, Analytica

Chimica Acta. 2013. p. 1-10.

Ebrahimian T, Li MW, Lemari¢ CA, Simeone S, Pagano PJ, Gaestel M, et al.

Mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2 in angiotensin II-



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

57

induced inflammation and hypertension: Regulation of oxidative stress.

Hypertension. 2011;57(2):245-54.

Riley PA. Free radicals in biology: Oxidative stress and the effects of ionizing

radiation. Int J Radiat Biol. 1994;65(1):27-33.

Gutteridge JMC. Biological origin of free radicals, and mechanisms of

antioxidant protection. Chem Biol Interact. 1994;91(2—3):133—40.

Halliwell B, Gutteridge JM, Cross CE. Free radicals, antioxidants, and human
disease: where are we now? J Lab Clin Med. 1992;119(6):598—620.

Poljsak B, Suput D, Milisav 1. Achieving the balance between ROS and
antioxidants: When to use the synthetic antioxidants. Oxidative Medicine and

Cellular Longevity. 2013.

Drose S, Brandt U. Molecular mechanisms of superoxide production by the

mitochondrial respiratory chain. Adv Exp Med Biol. 2012;748:145-69.

Kohen R, Nyska A. Oxidation of biological systems: Oxidative stress
phenomena, antioxidants, redox reactions, and methods for their quantification.

Vol. 30, Toxicologic Pathology. 2002. p. 620-50.

Gandhi S, Abramov AY. Mechanism of oxidative stress in neurodegeneration.

Oxidative Medicine and Cellular Longevity. 2012.

Miao L, St. Clair DK. Regulation of superoxide dismutase genes: Implications in

disease. Vol. 47, Free Radical Biology and Medicine. 2009. p. 344-56.

Locatelli F, Canaud B, Eckardt K-U, Stenvinkel P, Wanner C, Zoccali C.
Oxidative stress in end-stage renal disease: an emerging threat to patient
outcome. Nephrol Dial Transplant [Internet]. 2003;18(7):1272—-80. Available
from: https://academic.oup.com/ndt/article-lookup/doi/10.1093/ndt/gfg074

Rice-Evans CA, Diplock AT. Current status of antioxidant therapy. Free Radic
Biol Med [Internet]. 1993;15(1):77-96. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8359712

Rice-Evans C, Richard Bruckdorfer K. Free radicals, lipoproteins and
cardiovascular dysfunction. Vol. 13, Molecular Aspects of Medicine. 1992. p. 5—
111.



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

58

Sies H. Oxidative stress: Oxidants and antioxidants. Vol. 82, Experimental

Physiology. 1997. p. 291-5.

Wang Y, Chun OK, Song WO. Plasma and dietary antioxidant status as
cardiovascular disease risk factors: A review of human studies. Vol. 5, Nutrients.

2013. p. 2969-3004.

Mann GE, Niehueser-Saran J, Watson A, Gao L, Ishii T, de Winter P, et al.
Nrf2/ARE regulated antioxidant gene expression in endothelial and smooth

muscle cells in oxidative stress: implications for atherosclerosis and

preeclampsia. Acta Physiol Sin. 2007;59(2):117-27.

Sies H. Total antioxidant capacity: appraisal of a concept. J Nutr [Internet].
2007;137(6):1493-5. Available from:
http://jn.nutrition.org/content/137/6/1493 .abstract

Vaziri ND. Causal link between oxidative stress, inflammation, and hypertension.

Vol. 2, Iranian journal of kidney diseases. 2008. p. 1-10.

Cai H, Harrison DG. Endothelial dysfunction in cardiovascular diseases: The role
of oxidant stress. Circ Res [Internet]. 2000;87(10):840—4. Available from:
http://circres.ahajournals.org/cgi/doi/10.1161/01.RES.87.10.840

Majzunova M, Dovinova I, Barancik M, Chan JYH. Redox signaling in
pathophysiology of hypertension. Vol. 20, Journal of Biomedical Science. 2013.

Touyz RM. Molecular and cellular mechanisms in vascular injury in
hypertension: role of angiotensin II. Curr Opin Nephrol Hypertens [Internet].
2005;14(2):125-31. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15687838

Ng CY, Kamisah Y, Faizah O, Jaarin K. The role of repeatedly heated soybean
oil in the development of hypertension in rats: Association with vascular
inflammation. Int J Exp Pathol [Internet]. 2012;93(5):377-87. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22974219

Savoia C, Sada L, Zezza L, Pucci L, Lauri FM, Befani A, et al. Vascular
Inflammation and Endothelial Dysfunction in Experimental Hypertension. Int J

Hypertens [Internet]. 2011;2011:1-8. Available from:



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

59

http://www.hindawi.com/journals/ijhy/2011/281240/

Pacurari M, Kafoury R, Tchounwou PB, Ndebele K. The renin-angiotensin-
aldosterone system in vascular inflammation and remodeling. Vol. 2014,

International Journal of Inflammation. 2014.

Horio E, Kadomatsu T, Miyata K, Arai Y, Hosokawa K, Doi Y, et al. Role of
endothelial cell-derived angptl2 in vascular inflammation leading to endothelial

dysfunction and atherosclerosis progression. Arterioscler Thromb Vasc Biol.

2014;34(4):790-800.

Devaraj S, Kumaresan PR, Jialal I. C-reactive protein induces release of both
endothelial microparticles and circulating endothelial cells in vitro and in vivo:

Further evidence of endothelial dysfunction. Clin Chem. 2011;57(12):1757-61.

Steyers CM, Miller FJ. Endothelial dysfunction in chronic inflammatory
diseases. Vol. 15, International Journal of Molecular Sciences. 2014. p. 11324—

49.

Park SH, Blackstone C. Further assembly required: Construction and dynamics

of the endoplasmic reticulum network. Vol. 11, EMBO Reports. 2010. p. 515-21.

Phillips MJ, Voeltz GK. Structure and function of ER membrane contact sites
with other organelles. Vol. 17, Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2016. p.
69-82.

Rowland AA, Voeltz GK. Endoplasmic reticulum-mitochondria contacts:
Function of the junction. Vol. 13, Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2012.
p. 607-15.

Kaufman RJ, Malhotra JD. Calcium trafficking integrates endoplasmic reticulum
function with mitochondrial bioenergetics. Vol. 1843, Biochimica et Biophysica

Acta - Molecular Cell Research. 2014. p. 2233-9.

Cardenas C, Miller RA, Smith I, Bui T, Molg6 J, Miiller M, et al. Essential
Regulation of Cell Bioenergetics by Constitutive InsP3 Receptor Ca2+ Transfer
to Mitochondria. Cell. 2010;142(2):270-83.

Vishnu N, Jadoon Khan M, Karsten F, Groschner LN, Waldeck-Weiermair M,

Rost R, et al. ATP increases within the lumen of the endoplasmic reticulum upon



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

60

intracellular Ca2+ release. Mol Biol Cell [Internet]. 2014;25(3):368-79.
Available from: http://www.molbiolcell.org/cgi/doi/10.1091/mbc.E13-07-0433

Inoue T, Suzuki-Karasaki Y. Mitochondrial superoxide mediates mitochondrial
and endoplasmic reticulum dysfunctions in TRAIL-induced apoptosis in Jurkat

cells. Free Radic Biol Med. 2013;61:273-84.

Eletto D, Chevet E, Argon Y, Appenzeller-Herzog C. Redox controls UPR to
control redox. J Cell Sci [Internet]. 2014;127(17):3649-58. Available from:
http://jes.biologists.org/cgi/doi/10.1242/jcs. 153643

Ushioda R, Miyamoto A, Inoue M, Watanabe S, Okumura M, Maegawa K, et al.
Redox-assisted regulation of Ca ?* homeostasis in the endoplasmic reticulum by
disulfide reductase ERdj5. Proc Natl Acad Sci [Internet]. 2016;113(41):E6055—
63. Available from: http://www.pnas.org/lookup/doi/10.1073/pnas. 1605818113

Cao SS, Kaufman RJ. Endoplasmic Reticulum Stress and Oxidative Stress in Cell
Fate Decision and Human Disease. Antioxid Redox Signal [Internet].
2014;21(3):396-413. Available from:
http://online.liebertpub.com/doi/abs/10.1089/ars.2014.5851

Fu S, Watkins SM, Hotamisligil GS. The role of endoplasmic reticulum in
hepatic lipid homeostasis and stress signaling. Vol. 15, Cell Metabolism. 2012. p.
623-34.

Rutkowski DT, Kaufman RJ. A trip to the ER: Coping with stress. Vol. 14,
Trends in Cell Biology. 2004. p. 20-8.

Malhotra JD, Kaufman RJ. The endoplasmic reticulum and the unfolded protein
response. Vol. 18, Seminars in Cell and Developmental Biology. 2007. p. 716—
31.

Keestra-Gounder AM, Byndloss MX, Seyffert N, Young BM, Chavez-Arroyo A,
Tsai AY, et al. NOD1 and NOD2 signalling links ER stress with inflammation.
Nature. 2016;532(7599):394—7.

Lindholm D, Wootz H, Korhonen L. ER stress and neurodegenerative diseases.
Cell Death Differ [Internet]. 2006;13(3):385-92. Available from:
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/sj.cdd.4401778



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

61

Medigeshi GR, Lancaster AM, Hirsch AJ, Briese T, Lipkin WI, DeFilippis V, et
al. West Nile Virus Infection Activates the Unfolded Protein Response, Leading
to CHOP Induction and Apoptosis. J Virol [Internet]. 2007;81(20):10849-60.
Available from: http://jvi.asm.org/cgi/doi/10.1128/JVI.01151-07

Pillich H, Loose M, Zimmer K-P, Chakraborty T. Activation of the unfolded
protein response by Listeria monocytogenes. Cell Microbiol [Internet].
2012;14(6):949—64. Available from: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1462-
5822.2012.01769.x

Wu S, Tan M, Hu Y, Wang JL, Scheuner D, Kaufman RJ. Ultraviolet light
activates NFkB through translational inhibition of IkBa synthesis. J Biol Chem
[Internet]. 2004;279(33):34898-902. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15184376

Rutkowski DT, Kaufman RJ. All roads lead to ATF4. Dev Cell. 2003;4(4):442—
4.

Urano F, Wang XZ, Bertolotti A, Zhang Y, Chung P, Harding HP, et al.
Coupling of stress in the ER to activation of JNK protein kinases by
transmembrane protein kinase IRE1. Science (80- ). 2000;287(5453):664—6.

Gentile CL, Frye M, Pagliassotti MJ. Endoplasmic Reticulum Stress and the
Unfolded Protein Response in Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Antioxid Redox
Signal [Internet]. 2011;15(2):505-21. Available from:
http://www.liebertonline.com/doi/abs/10.1089/ars.2010.3790

Yamazaki H, Hiramatsu N, Hayakawa K, Tagawa Y, Okamura M, Ogata R, et al.
Activation of the Akt-NF- B Pathway by Subtilase Cytotoxin through the ATF6
Branch of the Unfolded Protein Response. J Immunol [Internet].
2009;183(2):1480-7. Available from:
http://www.jimmunol.org/cgi/doi/10.4049/jimmunol.0900017

Moroder L, Besse D, Musiol HJ, Rudolph-Bohner S, Siedler F. Oxidative folding
of cystine-rich peptides vs regioselective cysteine pairing strategies. Biopolym -

Pept Sci Sect. 1996;40(2):207-34.

Chatzi A, Tokatlidis K. The Mitochondrial Intermembrane Space: A Hub for
Oxidative Folding Linked to Protein Biogenesis. Antioxid Redox Signal.



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

62

2012;19(1):121003062117006.

Hwang C, Sinskey A, Lodish H. Oxidized redox state of glutathione in the
endoplasmic reticulum. Science (80- ) [Internet]. 1992;257(5076):1496-502.
Available from: http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1523409

van der Vlies D, Makkinje M, Jansens A, Braakman I, Verkleij AJ, Wirtz KWA,
et al. Oxidation of ER Resident Proteins Upon Oxidative Stress: Effects of
Altering Cellular Redox/Antioxidant Status and Implications for Protein
Maturation. Antioxid Redox Signal [Internet]. 2003;5(4):381-7. Available from:
http://www.liebertonline.com/doi/abs/10.1089/152308603768295113

Lisa S, Domingo B, Martinez J, Gilch S, Llopis JF, Schitzl HM, et al. Failure of
prion protein oxidative folding guides the formation of toxic transmembrane

forms. J Biol Chem. 2012;287(44):36693—701.

Sideraki V, Gilbert HF. Mechanism of the antichaperone activity of protein
disulfide isomerase: Facilitated assembly of large, insoluble aggregates of

denatured lysozyme and PDI. Biochemistry. 2000;39(5):1180-8.

Gross E, Kastner DB, Kaiser CA, Fass D. Structure of Erolp, source of disulfide
bonds for oxidative protein folding in the cell. Cell. 2004;117(5):601-10.

Harding HP, Zhang Y, Zeng H, Novoa I, Lu PD, Calfon M, et al. An integrated
stress response regulates amino acid metabolism and resistance to oxidative

stress. Mol Cell. 2003;11(3):619-33.

Tu BP, Weissman JS. Oxidative protein folding in eukaryotes: mechanisms and
consequences. J Cell Biol [Internet]. 2004;164(3):341-6. Available from:
http://jcb.rupress.org/content/164/3/341

Santos CXC, Tanaka LY, Wosniak J, Laurindo FRM. Mechanisms and
Implications of Reactive Oxygen Species Generation During the Unfolded
Protein Response: Roles of Endoplasmic Reticulum Oxidoreductases,
Mitochondrial Electron Transport, and NADPH Oxidase. Antioxid Redox Signal
[Internet]. 2009;11(10):2409-27. Available from:
http://www.liebertonline.com/doi/abs/10.1089/ars.2009.2625

Sturza A, Leisegang MS, Babelova A, Schréder K, Benkhoff S, Loot AE, et al.



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

63

Monoamine oxidases are mediators of endothelial dysfunction in the mouse

aorta. Hypertension. 2013;62(1):140—6.

Cai H. Hydrogen peroxide regulation of endothelial function: Origins,
mechanisms, and consequences. Vol. 68, Cardiovascular Research. 2005. p. 26—

36.

Zeeshan H, Lee G, Kim H-R, Chae H-J. Endoplasmic Reticulum Stress and
Associated ROS. Int J Mol Sci [Internet]. 2016;17(3):327. Available from:
http://www.mdpi.com/1422-0067/17/3/327

Rizzuto R, De Stefani D, Raffacllo A, Mammucari C. Mitochondria as sensors
and regulators of calcium signalling. Vol. 13, Nature Reviews Molecular Cell

Biology. 2012. p. 566-78.

Rainbolt TK, Saunders JM, Wiseman RL. Stress-responsive regulation of
mitochondria through the ER unfolded protein response. Vol. 25, Trends in
Endocrinology and Metabolism. 2014. p. 528-37.

Marciniak SJ, Yun CY, Oyadomari S, Novoa I, Zhang Y, Jungreis R, et al.
CHOP induces death by promoting protein synthesis and oxidation in the stressed

endoplasmic reticulum. Genes Dev. 2004;18(24):3066-77.

Ariyama Y, Tanaka Y, Shimizu H, Shimomura K, Okada S, Saito T, et al. The
role of CHOP messenger RNA expression in the link between oxidative stress

and apoptosis. Metabolism. 2008;57(12):1625-35.

Song B, Scheuner D, Ron D, Pennathur S, Kaufman RJ. Chop deletion reduces
oxidative stress, improves beta cell function, and promotes cell survival in
multiple mouse models of diabetes. J Clin Invest [Internet]. 2008;118(10):3378—
89. Available from:
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&id=18776
938&retmode=ref&cmd=prlinks%SCnpapers3://publication/doi/10.1172/JCI3458
7

Li G, Scull C, Ozcan L, Tabas I. NADPH oxidase links endoplasmic reticulum
stress, oxidative stress, and PKR activation to induce apoptosis. J Cell Biol.

2010;191(6):1113-25.



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

64

Drummond GR, Sobey CG. Endothelial NADPH oxidases: Which NOX to target
in vascular disease? Vol. 25, Trends in Endocrinology and Metabolism. 2014. p.

452-63.

Bai YP, Hu CP, Yuan Q, Peng J, Shi RZ, Yang TL, et al. Role of VPOL1, a newly
identified heme-containing peroxidase, in ox-LDL induced endothelial cell

apoptosis. Free Radic Biol Med. 2011;51(8):1492-500.

Przygodzki T, Lapshina E, Zavodnik I, Sokal A, Bryszewska M. 2,3-Butanedione
monoxime does not protect cardiomyocytes under oxidative stress. Cell Biochem

Funct. 2006;24(5):413-8.

Ford DA. Lipid oxidation by hypochlorous acid: chlorinated lipids in
atherosclerosis and myocardial ischemia. Clin Lipidol [Internet]. 2010;5(6):835—
52. Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3041592&tool=pmce

ntrez&rendertype=abstract

Winterbourn CC. Comparative reactivities of various biological compounds with
myeloperoxidase-hydrogen peroxide-chloride, and similarity of oxidant to

hypochlorite. BBA - Gen Subj. 1985;840(2):204—10.

Kettle AJ. Neutrophils convert tyrosyl residues in albumin to chlorotyrosine.

FEBS Lett. 1996;379(1):103-6.

Heinecke JW, Li W, Mueller DM, Bohrer A, Turk J. Cholesterol Chlorohydrin
Synthesis by the Myeloperoxidase-Hydrogen Peroxide-Chloride System:
Potential Markers for Lipoproteins Oxidatively Damaged by Phagocytes.
Biochemistry. 1994;33(33):10127-36.

Savenkova MI, Mueller DM, Heinecke JW. Tyrosyl radical generated by
myeloperoxidase is a physiological catalyst for the initiation of lipid peroxidation

in low density lipoprotein. J Biol Chem. 1994;269(32):20394—400.

Priitz WA, Kissner R, Koppenol WH, Riiegger H. On the irreversible destruction
of reduced nicotinamide nucleotides by hypohalous acids. Arch Biochem

Biophys. 2000;380(1):181-91.

Vissers MC, Pullar JM, Hampton MB. Hypochlorous acid causes caspase



163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

65

activation and apoptosis or growth arrest in human endothelial cells. Biochem J
[Internet]. 1999;344 Pt 2:443-9. Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1220662&tool=pmce
ntrez&rendertype=abstract

Midwinter RG, Vissers MCM, Winterbourn CC. Hypochlorous acid stimulation

of the mitogen-activated protein kinase pathway enhances cell survival. Arch

Biochem Biophys. 2001;394(1):13-20.

Vile GF, Rothwell LA, Kettle AJ. Initiation of rapid, p53-dependent growth
arrest in cultured human skin fibroblasts by reactive chlorine species. Arch

Biochem Biophys. 2000;377(1):122-8.

Khachigian LM, Fahmy RG, Zhang G, Bobryshev Y V., Kaniaros A. c-Jun
Regulates Vascular Smooth Muscle Cell Growth and Neointima Formation after
Arterial Injury. J Biol Chem [Internet]. 2002;277(25):22985-91. Available from:
http://www.jbc.org/lookup/doi/10.1074/jbc.M200977200

Ni J, Waldman A, Khachigian LM. c-Jun regulates shear- and injury-inducible
Egr-1 expression, vein graft stenosis after autologous end-to-side transplantation
in rabbits, and intimal hyperplasia in human saphenous veins. J Biol Chem.

2010;285(6):403848.

Kato Y, Koike Y, Tomizawa K, Ogawa S, Hosaka K, Tanaka S, et al. Presence of
activating transcription factor 4 (ATF4) in the porcine anterior pituitary. Mol Cell
Endocrinol. 1999;154(1-2):151-9.

Stocker R, Perrella MA. Heme oxygenase-1: A novel drug target for
atherosclerotic diseases? Circulation. 2006;114(20):2178-89.

He CH, Gong P, Hu B, Stewart D, Choi ME, Choi AMK, et al. Identification of
activating transcription factor 4 (ATF4) as an Nrf2-interacting protein.
Implication for heme oxygenase-1 gene regulation. J Biol Chem.

2001;276(24):20858-65.

Bowers AJ, Scully S, Boylan JF. SKIP3, a novel Drosophila tribbles ortholog, is
overexpressed in human tumors and is regulated by hypoxia. Oncogene.

2003;22(18):2823-35.



171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

66

Nishizawa M, Nagata S. cDNA clones encoding leucine-zipper proteins which
interact with G-CSF gene promoter element 1-binding protein. FEBS Lett.
1992;299(1):36-8.

Haghighat A, Weiss D, Whalin MK, Cowan DP, Taylor WR. Granulocyte
colony-stimulating factor and granulocyte macrophage colony-stimulating factor
exacerbate atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice. Circulation
[Internet]. 2007;115(15):2049-54. Available from:
http://circ.ahajournals.org/cgi/content/abstract/115/15/2049

Harding HP, Novoa I, Zhang Y, Zeng H, Wek R, Schapira M, et al. Regulated
translation initiation controls stress-induced gene expression in mammalian cells.

Mol Cell. 2000;6(5):1099-108.

Kilberg MS, Pan Y-X, Chen H, Leung-Pineda V. Nutritional control of gene
expression: how mammalian cells respond to amino acid limitation. Annu Rev
Nutr [Internet]. 2005;25:59-85. Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3600373 &tool=pmce
ntrez&rendertype=abstract

Kilberg MS, Shan J, Su N. ATF4-dependent transcription mediates signaling of
amino acid limitation. Vol. 20, Trends in Endocrinology and Metabolism. 2009.

p. 436-43.

Oskolkova O V., Afonyushkin T, Leitner A, Sehlieffen E Von, Gargalovic PS,
Lusis AJ, et al. Atf4-dependent transcription is a key mechanism in VEGF up-
regulation by oxidized phospholipids: Critical role of oxidized sn-2 residues in

activation of unfolded protein response. Blood. 2008;112(2):330-9.

Outinen P a, Sood SK, Pfeifer SI, Pamidi S, Podor TJ, Li J, et al. Homocysteine-
induced endoplasmic reticulum stress and growth arrest leads to specific changes
in gene expression in human vascular endothelial cells. Blood [Internet].
1999;94(3):959-67. Available from:
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&amp;id=1
0419887&amp;retmode=ref&amp;cmd=prlinks

Malabanan KP, Kanellakis P, Bobik A, Khachigian LM. Activation transcription

factor-4 induced by fibroblast growth factor-2 regulates vascular endothelial



179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

67

growth factor-A transcription in vascular smooth muscle cells and mediates
intimal thickening in rat arteries following balloon injury. Circ Res.

2008;103(4):378-87.

Kelsen SG, Duan X, Ji R, Perez O, Liu C, Merali S. Cigarette smoke induces an
unfolded protein response in the human lung: A proteomic approach. Am J

Respir Cell Mol Biol. 2008;38(5):541-50.

Marchand A, Tomkiewicz C, Magne L, Barouki R, Garlatti M. Endoplasmic
reticulum stress induction of insulin-like growth factor-binding protein-1
involves ATF4. J Biol Chem [Internet]. 2006;281(28):19124-33. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16687408%5Cnhttp://www.jbc.org/content
/281/28/19124 full.pdf

Yang X, Karsenty G. ATF4, the osteoblast accumulation of which is determined
post-translationally, can induce osteoblast-specific gene expression in non-

osteoblastic cells. J Biol Chem. 2004;279(45):47109—14.

Flohe L, Giinzler WA, Schock HH. Glutathione peroxidase: A selfnoenzyme.
FEBS Lett. 1973;32(1):1324.

Ghyselinck NB, Jimenez C, Dufaure JP. Sequence homology of androgen-
regulated epididymal proteins with glutathione peroxidase in mice. J Reprod

Fertil [Internet]. 1991;93(2):461-6. Available from: 1787466

Toppo S, Vanin S, Bosello V, Tosatto SCE. Evolutionary and Structural Insights
Into the Multifaceted Glutathione Peroxidase (Gpx) Superfamily. Antioxid
Redox Signal [Internet]. 2008;10(9):1501-14. Available from:
http://www.liebertonline.com/doi/abs/10.1089/ars.2008.2057

Marinho HS, Antunes F, Pinto RE. Role of glutathione peroxidase and
phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase in the reduction of
lysophospholipid  hydroperoxides. Free Radic Biol Med [Internet].
1997;22(5):871-83.  Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-
post/Entrez/query?db=m&form=6&dopt=r&uid=9119256

Quintana-Cabrera R, Fernandez-Fernandez S, Bobo-Jimenez V, Escobar J, Sastre
J, Almeida A, et al. y 3-Glutamylcysteine detoxifies reactive oxygen species by

acting as glutathione peroxidase-1 cofactor. Nat Commun. 2012;3.



187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

68

Murphy MP, Holmgren A, Larsson NG, Halliwell B, Chang CJ, Kalyanaraman
B, et al. Unraveling the biological roles of reactive oxygen species. Cell Metab.

2011;13(4):361-6.

Mauri P, Toppo S, De Palma A, Benazzi L, Maiorino M, Ursini F. Identification
by MS/MS of Disulfides Produced by a Functional Redox Transition. Methods
Enzymol [Internet]. 2010;473(10):217-25. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0076687910730111

Brigelius-Flohé R, Flohé L. Basic Principles and Emerging Concepts in the
Redox Control of Transcription Factors. Antioxid Redox Signal [Internet].
2011;15(8):2335-81. Available from:
http://www.liebertonline.com/doi/abs/10.1089/ars.2010.3534

Blankenberg S, Rupprecht HJ, Bickel C, Torzewski M, Hafner G, Tiret L, et al.
Glutathione Peroxidase 1 Activity and Cardiovascular Events in Patients with
Coronary Artery Disease. N Engl J Med [Internet]. 2003;349(17):1605—13.
Available from: http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJMo0a030535

Cheng F, Torzewski M, Degreif A, Rossmann H, Canisius A, Lackner KJ.
Impact of Glutathione Peroxidase-1 Deficiency on Macrophage Foam Cell

Formation and Proliferation: Implications for Atherogenesis. PLoS One.

2013;8(8).

Reiner Z, Catapano AL, De Backer G, Graham I, Taskinen M-R, Wiklund O, et
al. Dyslipidaemias. Eur Heart J [Internet]. 2011;32(14):1769—-818. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21712404

Nicholls SJ, Hazen SL. Myeloperoxidase and cardiovascular disease. Vol. 25,

Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2005. p. 1102—11.

Hansson GK, Hermansson A. The immune system in atherosclerosis. Vol. 12,

Nature Immunology. 2011. p. 204-12.

Leonarduzzi G, Gamba P, Gargiulo S, Biasi F, Poli G. Inflammation-related gene
expression by lipid oxidation-derived products in the progression of

atherosclerosis. Vol. 52, Free Radical Biology and Medicine. 2012. p. 19-34.

Li T-T, Zhang Y-S, He L, Liu B, Shi R-Z, Zhang G-G, et al. Inhibition of



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

69

vascular peroxidase alleviates cardiac dysfunction and apoptosis induced by
ischemia—reperfusion. Can J Physiol Pharmacol [Internet]. 2012;90(7):851-62.
Available from: http://www.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1139/y2012-066

Shi R, Hu C, Yuan Q, Yang T, Peng J, Li Y, et al. Involvement of vascular
peroxidase 1 in angiotensin II-induced vascular smooth muscle cell proliferation.

Cardiovasc Res. 2011;91(1):27-36.

Gargalovic PS, Imura M, Zhang B, Gharavi NM, Clark MJ, Pagnon J, et al.
Identification of inflammatory gene modules based on variations of human
endothelial cell responses to oxidized lipids. Proc Natl Acad Sci U S A [Internet].
2006;103(34):12741-6. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&do
pt=Citation&list uids=16912112

Mungrue IN, Pagnon J, Kohannim O, Gargalovic PS, Lusis AlJ.
CHAC1/MGC4504 Is a Novel Proapoptotic Component of the Unfolded Protein
Response, Downstream of the ATF4-ATF3-CHOP Cascade. J Immunol
[Internet]. 2009;182(1):466-76. Available from:
http://www.jimmunol.org/cgi/doi/10.4049/jimmunol.182.1.466

Wu HL, Li YH, Lin YH, Wang R, Li YB, Tie L, et al. Salvianolic acid B protects
human endothelial cells from oxidative stress damage: A possible protective role

of glucose-regulated protein 78 induction. Cardiovasc Res. 2009;81(1):148-58.

Zhang YS, He L, Liu B, Li NS, Luo XJ, Hu CP, et al. A novel pathway of
NADPH oxidase/vascular peroxidase 1 in mediating oxidative injury following

ischemia-reperfusion. Basic Res Cardiol. 2012;107(3).

Libby P, Tabas I, Fredman G, Fisher EA. Inflammation and its resolution as

determinants of acute coronary syndromes. Circ Res. 2014;114(12):1867-79.

Ridker PM. Moving beyond JUPITER: Will inhibiting inflammation reduce

vascular event rates? Curr Atheroscler Rep. 2013;15(1).

Ridker PM, Danielson E, Fonseca FAH, Genest J, Gotto AM, Kastelein JJP, et al.
Rosuvastatin to prevent vascular events in men and women with elevated C-
reactive protein. N Engl J Med [Internet]. 2008;359(21):2195-207. Available

from:



70

http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&id=18997
196&retmode=ref&cmd=prlinks%5Cnpapers2://publication/doi/10.1056/NEJMo
a0807646



71

HAM VERILER

09 01T 88T 698 99  1T'S06TOE LLT 0T‘'g TES'6T Jepn 0 19 uipey| DO
9 91 68T 91 ¥6°0 S7'0€86. 69T 9L'9)  6¥P'9T JOA 0 69 943 ERC
€9 €t 98T 8T 91’0 Ov'€L0VST TTvT 120 8€'se Jep 0 89 uipey| A'S
LY 971 6€¢ 1ZA" 97’0 S9'968C4 0LT 8€EY ¥90vE Jepn 0 6 uipey| A’
L9 T 661 [4<]" 997  96'6L0VST 8€'C 60'L| €EE'EE BN 0 89 uipejy ‘O'H
4% yASTd 65¢ 99 ve'ET €8°/57SY 8L'L €68 1's¢ JOA 0 LE uipey| !
T€ 8¢T 61 09¢ 780 S0'98TY9 S6'T LLT]  EPTILT Jepn 0 LS 9343 nd
99 6€T ¥0¢ €97 ¥S'€l  08'LTTTET L6'T 'L 660°LT BN 0 79 uipejy ‘'V'N
8¢ 85T 60¢ 88 66'€|  66'9SOTTT S6'T 81'8| 867'9C JOA 0 19 uipey| v'§
S9 617 0cg LET 2’0  6L'68T6ST 0LT v6'€  9v0°CE Jepn 0 89 uipey| ERY
LY [474" T¢¢ 6.7 96| ¢0'TE9TOT 9€'8T 67’9 €0P'ST JOA 0 S uipejy ‘AY
19 917 TLT 19 9T ¥7'6996S¢ 6v'T 06's|  L6T'67 JOA 0 ¥S 9343 ni
4% 78T 1434 0T¢ L0 69°60SYTT 0€T 16°L 978'ST Jep 0 6t 9343 ol
17 TL e €6 €L°07) €8'6LETST [4A%" v’ 9€T'6C BN 0 79 uipejy v
€9 01T TLT 98 ¥S'¥|  8S'899€€T 17T 89V TvlLT Jepn 0 [4° uipey| e
9¢ 19T £9¢ 8178 C1'0]  OV'EPIETT LY'T LL'L] ¥SL9T Jepn 0 St 9343 O
S¢€ S¢T €LT 01T (443 9¥'9t89g L9'S 6L'8  T8V'TE JOA 0 09 39343 ‘WD
T€ 91 91 10T CE'T|  T0'TEITOT 95'C 76’6  LVO'TE JOA 0 4% 943 V'N
8§ 68 LYT ¥S v’y 10°0998LC 01'C €TV TLI'ET JOA 0 L 943 ‘ag
99 0] 891 8§ €200 9€'L¥99tE 87'C 9v‘9)  ¥98°0€ Jepn 0 St 9343 ‘d'H
A-1aH A1a1 -1 31 dy)| TXdD i1V TOdN DIN (o) Sepl  19AIsuD wisj

sal




72

00°TY]

00'8€T

00'S6T

00'v6

1G6'G9594T

v8'T

433

STLT

Jep

! L9 NENPE! ‘IN'H
00°cS 00°S8T] 00°SS7] 00°€ST 08'vgY Ov'v69.TT sY'T €5 1267  OA I 19 oM3 &y
00°LS] 00'v¢C 00'18 00'T¢] 0g‘L] 68'800Y] S0'T 10°S €V'SE OA I 1L S -
00°L7 00°€9] 00'SOT| O0O0'TET 667 S9'06£0VT v8' 20°'s 16°€ql oA I 19 .
PENPE! 'S
0079 00°ZTIT| 00°98T 00'v9 60T 98'VE6TET 9/'T 1L'9 1597 oA I 9¢ uipey 57
‘ ‘9€T ‘°6T ‘ST ‘ Sp’ 1 ST ‘ L )
000§, 00°9€ 00'26 00'ST? 9¢'6 799638 € 6C'9 9/'67]  OA I St oMIT AN
OO\H i’ ‘{ { ‘ i’ ‘ i’ i’ o
z 0098 00°Z8T 00069 8€C 7T'€L959 17T ¥S'T TT°2¢] oA I b oM3 ‘3
00| 009ZT| 00°SLI 00't8 0£'2E ST'TILYS g’ ‘ o
1 68 43 €287 oA I 39 uipey 5N
00°L€ O00'SET| 00°€8T] 00°06T ¥2'Yl  v6'TESEST 69'T 79’9 L6°ST oA I 99 uipey 40
00°Ss§l 00'T6T 00997 00°8S€ YEY  SLTL ¥ ‘l ‘ o
OvTT 99 4 €T'CE oA I s yoN3 e
00y 00607 00vL7 00'60€ 8v'T|  TZ'v6SOTT TL's LL'S €0'cg  Jep I 0S yoN3 3
Oo\ I ‘{ i’ K| { ‘ ’{ i’ o
69 00‘T9 00°€ET 00'S6 60 £8'78006) 1 £9'6 0597 oA I 99 soM13 oW
00°s ‘81 ‘05 ‘v T ‘6€T T ‘ot Sy Jep
€ 008 00057,  00'vTY 98 88'6£107] 66 69°0 4 I e o3 "
oo\mm { { { ! { I { { Lm
00°LS 00°€0T 00°sq ar 95'€058/ €€T 09/ 8€'6C N I 09 1oN3 ol
00'vE 00v0T| 00691 00°€07 97'1 9£'0656 06'T 1433 LL'€T  dep I 0L PENBE -
00°s€] 00'66] 00°ZST| 00vvT 97'Y) 0€'209.9 v0'T 099 71'LY den 1 Sh ™
39343 A
00‘sy| 00707 0079 ‘ v i ‘ ‘ ‘ 0
00°LET 19°/ S0'980TYT STT 7s's LL'YTY 0N I 19 woma  TAW
0089 00'86] 00°€9T 00'19 ¥Z| €0'TTI9VET €0°g 61'S 97'9¢] oA I 0S uipey Y3
00°L€ 00°szI] 00T8I 001ZT L2'7  €7'€00£0T 10T S6'Y 69'vel  den I 9 PEMEE e
000§ 00'Z¥T| 00v87 00°0€9 0€'Y TE'TE0SY ¥9'C 69V ce'cel  Jep I 6¢ PENEE o
A-1AdH A-1d1 A-1 81 dd) TXdD| 41V TOdA DIN oV Sepl 1Aisuid wisj

sal




73

00'SS|  00'vZI]  00°THe 007t ¥T's S0‘982¥9 L91 891 78°0€ Jep 4 65 I VAW
00t 0096  00°€ST 00°6Y] €5'GT 81'8989TT L8] vy 78°0¢ [ 4 9 PEMRE EN
00‘vEl  00'G8T)  00°€EZ  O0O0'LET 1S‘E L1LT889T 091 YA G5'LT Jep 4 09 PEMRE VN
00'Z€  00'9CT|  00VLT 009 T6°L ¥'60€0€T €€T €€’g 7€'6¢ [ 4 99 EEMRE| V'IN
00'6€,  00'66T|  00'99Z]  00'SPT 69°C Tr'v69SLT 9191 €V'T 7€'6¢ [ 4 9t PEMPE Q'S
00'6%,  00'vLT|  0069C]  00°TCE 62T 797650/ €5°C (AWl 0T'0¢g Jep 4 09 PEMPE ‘0'd
00‘T¥|  00'€ST| 00607  00°0LT 0z'oT 69°0LT8TT €9°T S6°9 88C€ Jep 4 S9 uipey W
00‘€El  00'8ET|  00°88T|  00'SET AN 65°C1648€ €0°C 6EY vELT Jep 4 09 uipey ‘I°H
00'6¢  00‘TOT|  00°GST|  00°Z6T e 6878769 SEC 1LY 0L'9¢ [ 4 19 A3 n
00'Sgl  00'60T)  00°0ST|  00'90¢ Sh'eT 1212469 6L Sz'g €5°C€ Jep 4 19 A3 RE
00°9€] 00‘T6  00‘T¥I]  00°8TT 99'1¢ 0L',88TLT 56 6€C 15°S¢ [ T 99 PEMRE v'$
0069  00‘€0T|  00°LLT 00°LY] 59 LY'S¥S0TT 621 €89 6€°0€ Jep T L9 PEMRE 'SV
00'8S|  00'0vI] 00907  00'80T €01 969/ 191 6LE€T 75'8¢ Jep T 89| A3 ER
00‘T¥|  00'¢IT|  00°49T|  00°9ZT 6] ¥8°9€L9Y] 86'T 0T'0T €1°8¢ [ T 19 PEMRE M3
00‘€fl  00'99T) 00507  00'V9T 00CT €C'9ECSTT 9’1 LS'T vELT Jep T 09 PEMPE V'Y
00‘TEl  00°ZTT|  0066T]  00'69€ 4 €/°16886 081 0T'g €T Jep T 9 uipey ‘a|
00‘CEl  00'0CT] 00°69T|  00'€9T ] STTTL¥8T 18] 90C 48 43 Jep T S9 EEMRE| Wl
00‘€y|  00°0CT| 00€8T|  00°66T 7sT LT'vT0TTT 6L €€'g] 87'8¢ Jep T 89 uipey ‘oY
002t 00°08 00'2ST 00'86¢ 196 L¥T0L9T L8'T LT'C 9.'6¢ Jep T ¥S MEXRE ‘0’3
00'6%]  00'v0Z]  00vLZl  00°06C ¥6'9 v€‘C8TI6ET 991 L9°g) 7L'9¢g Jep 1 1§ uipey N
»-1aH -1a1 -1 81 dud IXdD LY TOdA DIA ov SeAl  39AIsup wis|

sal




74

00°0v 00'v9 00'SPT 00202 8v'g €2°97£80T 84C 19°8 8L'SY JOA € L9 uipey Ll
00'TE 00'0TT 00°09T 00SST € 6S'€089ST 91’6 v0'L €€9¢ JOA € 6§ 943 S
00°LL] 00'0vT 00'SET 00'€TT €79 GE'6ETHST S9'T 019 ¥9°LT Jep € SL uipey| 57
00°st] 00'9LT 00°LYT 0006 0y 9t'68€CT 60C ve'q LE'ST Jep € 9 I AN
0067 00'€0T 00'8¥T 00°6/] ¥9'T SEVOVTY or'T €€ 9€'8¢ JOA € 89 9343 A
00'T€] 00'S6T 00'SLT 00°00€ [4% 79'vESLE L0C 0T'g vLTg Jep € [4; 9343 ‘OH
00°'SY 00'2LT 00'€€T 00SST e’ €6'PYIVLT L6'T 98’8 og'og Jepn € 4% 9343 AN
0009 00'¥9T 00'TET 00'STT 16T €0'€0918 9L'T 809 Tr'1g Jepn € 95 9343 ‘a’s
00'6€ 00'8ET 00'6T¢ 00'CLT 8€'L T0'9vL9TT 80C ve'L] 90'6¢ JOA € 99 943 TY'H
00'TS 00'T8T 00'SST 00°LTT G8'8 L8'66€ELL| A% vL'L TL'Le Jep € €9 EXEE NS
006V 00°LL] 00'6CT 00°08 1% €€'7¥S098 9LT €86 GO'ET Jep € 0L 39343 TN
00°8€] 00'STT 00°TLT 0016 10 €6'73€58 TAl 0S'Y €0'€T 0N € ot uipey T3
00°€€ 00'6€T 00°€0¢ 00'S6T 6Ly 0€'9L02€ S0C LT'S LY'LT Jep € [4S] 943 ey
0009 00'86T 00'59¢ 00'8PT Y16 TE'SELLET 09y vZ'9 ¥9'LT JOA € S9 uipejy ‘ass
00'v9 00SST 00'SET 00'98T € 96'C08LTT L9’ LS'E 97'st JOA € 89 EXEE TN
00°ze 00'0LT 00°22¢ 00'8€T TLL 9€'8V69Y L9'T 6€’g 90°€g Jepn [4 09 uipey| N
0029 00'6LT 00'99¢ 00'TTC L8'T TL'C8TS6T 0L'T 68 ST'1E Jepn [4 09 uipey| O'N
00'vY 00'9PT 00'80¢ 00°£8 CET 88'STETLI 8T 1L 6€'Ce JOA 4 (44 uipey| ‘0’9
00°9€] 0086 00'9vT 00'T0T 959 00'vTI8TYT [/} T 80°SE Jepn [4 89 9343 ‘H
00t 00'v0T 00'8ST 00ty 34 6C'LTETOT LL 109 9€'/T Jepn [4 59 9343 ‘WY
A-1aH A1ai A-1 81 dy)| IXd9 41V TOdN DIN Qv SeAl  12AIsu) wisy

saL




75

ETiK KURUL KARARI
Tarib ve Sayve: 0405201 6-162360
T.C.

CERRAHPASA TTP FAKUTTEST DEKANLIGI
Klinik Arsstirmalar Etik Kurulo

Ry RINASEQO-A04. 01 02—
Konu Yiiks Lix.Ogr. Faoma Kalay'm ctik
kurul karan

TIBBI BIVOKIMY A ANABILIM DALI BASKANLIGINA

flgi 226042006 larib, 6887 1907-604.01.01-15258% say b yam

Anahilim Dalimz &gretim fiyesi Dog. M Zeynep Banu GUNGORiin damgmanhignda
Yiiksclk Lisans {hgrencisi Fatma KALAY w0 ponitdcidliginde ProlDe Orkide DOMM A,
ProfDr.Hisevin Aynl SONMEZ, Prof.Dr.Hakan EKMEKCH, Prof.Dr.Mine KUCUR,
Frof.Dr.0zlem Balet EKMEKCT ve Dog.Dr.Bars T TIMUR un vardmen ik lzrmds ™ Keron
Anjivosn ¥apinns Hastalarda Tikah Damar Savis ile Vaskiller Peroksidaz 1 (YPO1),
Transkripsivon Aktive Edici Faktinr-4 (A'TH-d) ve Glutatyon Peroksidor (GPx)Dizevlerinin
Tncelenmesi” bashkh Yiilsek Lisans Tezi halkinda 03 Mawis 2006 taribinde loplengn
Fakiltemiz slinik Arastrmalar Bk Kurulunca mitealeere edilmis olup, Bilimse] Arastirma
Mrovjeleri TRAP) desredi alinmasz Losuluyla etile ppdan uyeun olduguns eavar verlmisie

Bilpilerinise rica olumur,

e-Tmzah
Praf. e, Orgiir KASAPCOPUE
Eagkan

EK :
I dosye elden texlimn edilecekiir.

Dogretamak, igin:nip:i 194,27, 120,06 envision. Sorguialval date_Doc aspx7Y=BERDSYEAR
Aynn ah Mlui'i;" irthes Gl GO TIAMUE Dipl. 27000
Tstanibar] Tiniversiesi Comsipass Tip Faknileesi 14302 Corralipasa’ ISTANBIL
Tel: 02123414 3000 21107- 21168 Fax @0 (212) 6320033
e-pasta - ctfpersoaelniistonbul sdutr Elskivonik A% anavsimanbuledu.n




INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

KORONER ANJIYOSU
YAPILMIS HASTALARDA TIKALI
DAMAR SAYISI ILE VASKULER

PEROKSIDAZ 1
TRANSKRIPSIYON AKTIVE
EDICI FAKTOR 4 VE

GLUTATYON PEROKSIDAZ
DlJ?FYI FRININ INCELENMESI

Géndarim Tarihi: 31-Ma 50N YT PN ma Kalay
Géndurkm Humaras: 5 ."I:-G-1 G352

Dosyaadi: C_FAKT R 4 VE GLUTATYON PERDHS OAZ 0 ZEVLES W _N_NOSLEWWES doox [104.73K)
Haolimrs Sdyesa

76



77

KORONER ANJIYOSU YAPILMIS HASTALARDA TIKALI
DAMAR SAYIS| ILE VASKULER PEROKSIDAZ 1
TRANSKRIPSIYON AKTIVE EDICI FAKTOR 4 VE GLUTATYON
PEROKSIDAZ DUZEYLERININ iINCELENMES]

DEUIMNALLIK RAFORU

"3

%1 %2 %1

BENZERLIK ENDEKSI INT ERNET YA YINLAR OGREMCI GDEVLERI

KAYRAKLARI

BIRMCIL KAYMaKLAR

www.istanbulsaglik.gov tr 5

internet Kaynadi I‘:';J"r"‘u
Submitted to Istanbul Universit 4
Oarerci Odevi Y {?r’"o
ALTIN GULOVAA, Asena and DEMIRSQY, <) 4
0

Ozge. "Orglit Kiiltiirii ve Orglitsel Baglilik
Arasindaki lligki: Hizmet Sektérii Calisanlar
Uzerinde Ampirik Bir Aragtirma", Uludag
Universitesi lIBF Isletme B&liimii, 2012.

Yayin

KURNAZ, Ozlem and YILMAZ AYDOGAN,
Hilya. "Okside LDL Reseptorii-1 (LOX-1) ve
Kardiyovaskiiler Hastaliklarla iliskisi", Tip

Aragtirmalari Dernegi, 2014.
Yayin

<%1

Submitted to TechKnowledge Turke
Ofrenci Odavi g Y {%1



78

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adr FATMA Soyadi KALAY
Dog.Yeri |KARABUK Dog.Tar. 25.12.1988
Uyrugu T.C TC Kim No 24353708338
Email fatmakalayfz@gmail.com Tel 5469007880
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis.  |ISTANBULUNIVERSITESI 2018
Lisans SELCUK UNIVERSITESI 2012
Lise FEVZi CAKMAK ANADOLU LISESi 2007

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
1. Is Saglhgi ve Giivenligi Uzmani| BS Mimarlik & insaat Ltd. Sit. 2015-2016
. Diinya Yerel Yonetim ve Demokrasi

2. Stajyer Akademi Vakfi 2016-2018
3. -
Yabanc Okudugunu % % KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma Yazma Puam Puam
INGILIZCE |1Yi ORTA Iyi 73.75

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi

MICROSOFT OFFICE Ivi

SPSS Iyi






