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OZET

Koroner Arter Hastalarinda Lipoprotein Iliskili Fosfolipaz A2 (Lp-PLA2)
V279F Tek Nokta Mutasyonunun Arastirilmasi

Koroner arter hastaliklarinin bashica lezyonu aterosklerozun erken evresinde,
LDL’nin oksidatif modifikasyonuna Kkars1 kronik enflamatuvar yanitin,
makrofajlar ve T-lenfositler gibi enflamatuvar hiicrelerin subendotelyal
birikimine yol actig1 diisiiniilmektedir. Lp-PLA2 (lipoprotein iliskili fosfolipaz A2),
LDL oksidasyonundan okside serbest yag asitleri ve lizofosfatidilkolin gibi giiclii
proenflamatuvar ve proaterojenik iiriinler olusmasini saglayan A2 fosfolipazlar
ailesine ait bir enzimdir. Lp-PLA2, normal ve hastalikhi arterlerin media
tabakasinda bulunmakta, temel olarak monositler/makrofajlar, T lenfositler ve
mast hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. Calismamizda, Kkoroner arter
hastalarinda Lp-PLA2 V279F polimorfizminin olas1 roliiniin belirlenmesi
amaclandi. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji Anabilim
Dalinda koroner anjiyografi uygulanan 180 birey calismaya dahil edildi. Koroner
arterlerinden herhangi birinde %70 ve iizeri darhgi olan 109 birey koroner arter
hastas1 olarak, herhangi bir darhik ya da lezyon tespit edilmeyen 71 birey kontrol
olarak gruplandirildi. Kontrol ve KAH grubunda serum Lp-PLA2 diizeyleri
ELISA ile, achk kan sekerleri (AKS) ve lipid profilleri enzimatik kolorimetrik
yontem ile belirlendi. Kontrol ve KAH grubunun genomik DNA’lar1 tam kandan
izole edildi. Lp-PLA2 V279F mutasyonu, V279F mutasyon belirleme Kiti
kullamlarak gercek-zamanlh polimeraz zincir reaksiyonu ile saptandi. Serum Lp-
PLA2 ve AKS diizeyleri KAH grubunda kontrol grubuna oranla yiiksek saptandi
(p<0.001). 3 ve iistii damar1 tikal olan hastalarda Lp-PLA2 diizeyi 1 damanr tikal
hastalara gore yiiksek bulundu (p=0.016). Plakh hastalarda Lp-PLA2 diizeyleri
yiiksek bulunmasina ragmen anlamh bir fark saptanmadi. Lp-PLA2 V279F
mutasyonu, hem KAH grubunda hem de kontrol grubunda VV (wild) genotip
olarak saptandi, VF (heterozigot) ve FF (mutant) genotipleri ise her iki grupta da
saptanmadi. Sonug olarak, ¢caliyma grubumuzda heterezigot ve mutant genotipler
saptanmadi@ icin Lp-PLA2 V279F mutasyonunun KAH icin genetik risk faktorii
olarak degerlendirilemeyecegini ancak Lp-PLA2 yiiksekliginin KAH’da belirte¢
olarak kullanilabilicegini belirledik.

Anahtar Kelimeler: Koroner Arter Hastahgi,, Lp-PLA2, V279F, Tek nokta,
Mutasyon
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ABSTRACT

The Investigation of Lipoprotein Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) V279F
Single Point Mutation in Coronary Artery Disease

The main lesion of coronary artery disease (CAD) in the early phase of
atherogenesis, chronic inflammatory response to oxidative modification of LDL is
thought to lead to the subendothelial accumulation of inflammatory cells, such as
macrophages and T lymphocytes. Lp-PLA2 (lipoprotein associated phospholipase
A2) is an enzyme that belongs to the A2 phospholipases family that hydrolyzes
phospholipids at the sn2 position generating potent proinflammatory and
proatherogenic products, such as lysophosphatidylcholine and oxidized free fatty
acids from oxidation of LDL. Lp-PLA2 is found in the media of normal and
diseased arteries, is produced mainly by monocytes/macrohages, T lymphocytes,
and mast cells, and its association with risk of coronary artery disease. Various
mutations especially V279F mutation observed in Lp-PLAZ2. Because of V279F
mutation reducing the affinity of Lp-PLA2 substrate, the aim of this study was to
determine the possible role of Lp-PLA2 V279F polymorphism in patients with
CAD. In this study, 180 subjects who underwent coronary angiography by Mersin
University Medical Faculty Department of Cardiology were included. 109 subjects
who have >70% stenosis in any of the major coronary arteries were selected as
CAD and 71 subjects who have no stenosis or lesion were selected as control.
Serum Lp-PLAZ2 levels were measured by ELISA and fasting blood glucose and
lipid profile by enzymatic colorimetric methods. DNA of control and CAD groups
were extracted from whole blood. Lp-PLA2 VV279F polymorphism was detected by
using Lp-PLA2 V279F mutation detection kit with real-time PCR method. Serum
Lp-PLAZ2, and fasting blood glucose levels were found significantly higher in CAD
group compared to control group (p< 0.001). Statistically significant difference
was found between the patients with 1 and >3 vessel obstructed for Lp-PLA2 levels
(p=0.016). Although there were high levels of Lp-PLA2 in patients with plaque,
this difference was not statistically significant. For Lp-PLA2 V279F mutation, VV
(wild) genotype was detected in both the CAD group and the control group while
VF (heterozygous) and FF (mutant) genotypes were not detected. In conclusion,
because of not detected heterozygous and mutant genotypes in our study, the Lp-
PLA2 V279F mutation can not be evaluated as a genetic risk factor, but we found
that the high level of Lp-PLA2may be used as a marker of CAD.

Key words: Coronary Artery Disease, Lp-PLA2, V279F, Single point, Mutation
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1. GIRIS

Koroner Arter Hastaligi (KAH), kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisindeki
ilerlemelere ragmen, giiniimiizde halen bir¢ok iilkede kadin ve erkeklerde 6liim nedeni
olarak basta gelmektedir. KAH risk faktorleri arasinda sigara kullanimi,
dislipoproteinemi, diabetes mellitus ve arter kan basinci yiiksekliginin yani sira, ailede
miyokard infarktiisii Oykiisii, dolayisiyla genetik egilim de onemli bir yere sahiptir.
Giiniimiizde aterosklerozun okside LDL, hipertansiyon, sigara gibi genetik, metabolik
ve ¢evresel hasarlara yanit olarak gelisen kronik inflamatuvar bir hastalik oldugu kabul
edilmekte ve koroner aterosklerozun doguracagi klinik sonuclar agisindan liimen
daralmasinin derecesinden ziyade inflamasyonun siddetinin daha 6nemli oldugu ileri
stirilmektedir (1,2).

Uzun dénem Framingham Kalp Calismasi, kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde
kolesterolii major bir risk faktorii olarak ortaya koyarak, aterosklerozun patogenezi icin
kullanilabilecek ilk biyobelirteci tanimlamistir (3). Gergekten de bir¢ok klinik
calismada, kardiyovaskiiler olaylar agisindan risk altinda olan kisilerde total ve LDL
kolesteroliin diizeylerinin arttig1 ve bir farmakolojik tedavi uygulanarak bunlarin
seviyelerinin azaltilmasinin yararli etkilere sahip oldugu goézlemlenmistir. Ancak
normal lipoprotein diizeylerine sahip olduk¢a fazla sayidaki insanda da hala
ateroskleroz gelismeye devam etmektedir ve bu nedenle, bu hastaligin gelisiminde diger
baska faktorlerin de rol aldigini akillara getirmektedir. Aterosklerotik plak olusumunun
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin arastirildigr cesitli ¢aligmalar mevcuttur. Bu
caligmalarda hastalik olusum siirecinin, kolesterol ve lipidlerin arteriyel duvarlarda
birikmesinden &te, belirgin bir enflamatuvar yanitin yer aldigi kompleks mekanizmalar
icerdigi ortaya konmustur (4,5). Bu nedenle, kardiyovaskiiler hastaligi olan genel
populasyonda taninin ¢ok daha dogru konulabilmesi ve prognozun ¢ok daha iyi
belirlenebilmesi ve akut koroner sendromlardan etkilenen hastalarin, medikal ve
girisimsel tedavilerden daha fazla fayda gorebilmeleri amacina yonelik olarak yeni
biyolojik belirteglere ihtiyag duyulmaktadir (6).

Son zamanlarda lipoprotein iligkili fosfolipaz A2’nin (Lp-PLA2) diger KAH risk

faktorlerinden bagimsiz olarak endotelyal disfonksiyon ile iliskisi belirlenmis olup, Lp-
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PLA2 ile KAH arasindaki iliski kohort ¢aligmalar1 yani sira klinik deneylerde de
calisilmigtir. Yapilan bir calismada, Lp-PLA2 diizeyleri artmis hastalarin koroner
endotel disfonksiyonu bulunma riskinin, normal Lp-PLA2 diizeyli hastalara gore 3.3 kat
daha riskli oldugu belirlenmistir (7-10).

Makrofaj, monositler, T-lenfositler, mast ve karaciger hiicreleri Lp-PLA2’nin
tiretildigi baglica kaynaklardir. Bu hiicreler aterogenezis ve ateroskleroz gelisimine
katilmaktadir. insanlarda Lp-PLA2 ¢ogunlukla LDL kolesterole ve ¢ok az miktarda da
HDL ve VLDL’ye bagli olarak bulunur. LDL partikiiliindeki okside olmus fosfolipidler
Lp-PLA2 i¢in substrattir. LDL partikiilii iizerindeki fosfolipidler okside oldugunda Lp-
PLA2 hizli bir sekilde gliserol lizerindeki sn-2 pozisyonundaki yag asidini koparir ve iki
tane gli¢lii mediator olan okside serbest yag asidi (0xFFA) ve lizofofatidilkolin (LPC)
tiretir (8-10). Lp-PLA2’nin substrati olan okside-LDL ve okside LDL’nin iiriinii LPC’in
makrofajlar tizerinde proapoptotik etkileri vardir. Lp-PLAZ2’nin iirettigi oXFFA ve LPC
yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir ve kolayca ateromaya diffiize olabilmekte ve ateroskleroza
katilan ¢esitli hiicre tiplerine etki etmektedirler. LPC monositler ve T hiicreleri icin
giiclii bir kemoatraktandir ve endotel disfonksiyonunu ilerletmekte, makrofaj
proliferasyonunu sitiimiile etmekte ve diiz kas hiicrelerinde apoptozisi indiiklemektedir.
Aktive olmus makrofaj ve kopiik hiicreleride daha fazla Lp-PLA2 iiretmektedir. Lp-
PLA2 dolasimdaki plaklardan da salinmaktadir. Plaklarda Lp-PLA2 baslica nekrotik
kor, zedelenebilir plak c¢evresinde ve riiptiire plaklarda eksprese olur ¢ok az miktarda
daha az ilerlemis plaklarda bulunur. Bu da Lp-PLA2’nin plak gelisim mediatorii
olabilecegini gostermektedir (9-13).

Bu calismada Lp-PLA2 V279F gen polimorfizminin koroner arter hastaligi olan
hastalarda olas1 roliinlin belirlenmesi amacglanmistir. Tiirkiye’de Lp-PLA2 V279F
mutasyonunun koroner arter hastaligi ile iliskisi ile ilgili yapilan bir g¢aligmaya
rastlanmadigindan, ayrica bolgede yapilan ilk ¢alisma olmasi nedeni ile kontrol grubu
sonuglart degerlendirilerek saglikli kisilerde Lp-PLA2 V279F gen polimorfizminin allel

siklig1 bulunarak toplumda goriilme sikligininda belirlenmesi de amaglanmustir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Koroner Arter Hastaliginin Tarihcesi

1768'de William Heberden kalp kaynakli gogiis agrisi ig¢in "Angina Pektoris"
terimini ilk defa kullanmistir ve tanimlamistir. 19. yilizyil baslarinda Adam Hammer
koroner arter tikanmalarinda tromboembolizmin roliinii agiklamistir. 1910'da William
Osler akut miyokard infarktiisii patogenezi hakkinda Onemli agiklamalarda
bulunmustur. Bu tarihten sonra KAH'lin tan1 ve tedavisi iizerinde arastirmalar ve
gelismeler yogunlagmis ve hizlanmistir (14).

1960 yilina kadar akut miyokard infarktiisliniin tan1 ve tedavi yontemleri
yetersizdi. Ross ve ark. (15), 1974’de arteriyel hasarin, trombositlerden ve/veya diger
hiicrelerden lokal biiylime faktorleri salinimina neden oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu
durumun, diiz kas popiilasyonunda proliferatif bir yanit1 baglatabilecegi ve ateroskleroza
neden olacagi kabul gormiistiir (14, 15).

Ross ve Glomset 1976 yilinda, ateroskleroz patogenezi igin hasara yanit
hipotezini 6ne stirmiislerdir. Lipoprotein kaynakli lipitlerin ve 6zellikle oksidatif olarak
modifiye olan lipitlerin birikmesinin, arteri hasara ugrattigina ve diiz kas hiicresine
bagimli tamir siirecini baslattigina inanilmaktadir. Bu durumun, diger iyilesme
reaksiyonlarinda goriilen skar dokusuna benzeyen intimal plaklarin olugsmasina ve
sonug olarak ateroskleroza yol actigi kabul edilmistir. Daha sonraki yillarda koroner
bakim {initelerinin gelismesi, etkili yeni ilaglarn kullanima girmesi ve tani
yontemlerinin gelismesiyle akut miyokard infarktiisiiniin hastane Oliim oranlar
%?30'lardan %15'e dusiiriilmiistiir. Son yillarda ise tip alanindaki gelismeye paralel
olarak KAH'1n tani ve tedavi yontemlerinde de ¢ok hizli gelismeler olmaktadir (14-18).

2.2. Koroner Arter Hastalig1
Koroner arter liimeninin genellikle bir ateromatdz plakla daralmasi ya da

tikanmasi1 sonucu olusan hastaliga, KAH denir. Aterosklerotik damar hastalig1r yasamin



erken donemlerinde baslar ve hayat boyu devam eder. Bu hastaliklar tiim diinyada
oldugu gibi lilkemizde de basta gelen mortalite ve morbidite nedenleri arasindadir (18).

Koroner arter hastaligina bagl oliimler genelde geng¢ ve orta yaglarda ortaya
cikmakta ve kisiyi en verimli oldugu yasta yakalamaktadir. Calismalar, tiim diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan 6liim oraniin 1990 ve 2020 yillart arasinda, %28.9°dan
%36.3’e yiikselecegini gostermektedir (19).

Tirk Kardiyoloji Dernegi’nin Onciiliigiinde 1990 yilindan beri yiiriitiilen
TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri) ¢alismasinin 12
yillik izlem verilerine gore, Tiirkiye’de 2 milyon koroner kalp hastasinin bulundugu ve
yilda 160 bin yurttasimizin koroner kalp hastaligindan 6ldiigii bildirilmektedir. Ulke
genelinde yilda 260 bin civarinda koroner olay meydana gelmekte, bunlarin derhal fatal
cereyan eden 85 bini ¢ikarilinca, 175 bin nonfatal koroner olayli hasta tedaviye aday
kalmaktadir. Bunlarin da dahil oldugu 2 milyon koroner hastadan yaklagik 75-80 bini
ilaveten hayatin1 yitirmektedir. Boylece toplam koroner hastasi halen yilda 90-100 bin
civarinda artmaktadir (20).

Koroner arter hastaligima bagli ani Oliimler sik olmasma karsin, KAH''m en
Oonemli nedeni olan ateroskleroz uzun siireli bir olusumdur. Ateroskleroz siklikla ¢esitli
faktorlerin etkisiyle uzun yillar sonucunda olusmakta ve etkileri yillar sonra ortaya
cikmaktadir. Ilerleyici bir hastalik olan KAH'in, olustuktan sonra ziinden tedavi edecek
tibbi ve cerrahi yontem heniiz bulunmamaktadir. Bu nedenle 6zellikle son zamanlarda
KAH olusumunu hizlandiran risk faktorlerinden korunma ve tedavi yontemlerine ¢ok
onem verilmektedir. Bu konuda Amerika ve Avrupa Kardiyoloji dernekleri arastirmalar
ve calismalar yaparak yayinlamaktadir. Glinlimiizde ateroskleroz olugumunu baslatan

veya hizlandiran bir¢ok risk faktorii ortaya konmustur (19, 21).

2.3. Ateroskleroz

Aterom ve ateroskleroz terimleri, Yunanca'da lapa+kitletkat: anlamlarina gelen
athero+oma-+skleros sozciiklerinden olusmustur (22).

Kalp kasin1 besleyen arterlerde (koroner arterler) olusan lezyonlar veya plaklar,

arterlerdeki kan akisinin bozulmasina yol agan hastalik siirecini, aterosklerozu
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baslatmaktadir. Lipid birikimi ve buna hiicrenin reaksiyonu, arter liimeninin
daralmasina ve hiicrelere oksijen ve hiicre yasami icin gerekli diger maddelerin yetersiz
oranda gitmesine neden olmaktadir. Sonucta gelisen ateroskleroz 6liim nedenlerinin
basinda gelmektedir (23).

Aterosklerotik siirecin daha kolay anlagilmasi i¢in normal arter duvar yapisinin

ve arter hiicrelerinin bilinmesinde yarar vardir.

2.3.1. Arter Duvarinin Yapisi

Arter duvarlarinda intima, media ve adventisya olmak {izere {i¢ morfolojik yap1
bulunmaktadir (Sekil 2.1) (24, 25).

Intima biitiin arterlerin liimeninde bulunan, endotel hiicrelerinden olusan tek
tabakali, kesintisiz ve matriks agisindan zengin bir yap1 gostermektedir. Aterosklerotik
lezyonlarin gelistigi bolgedir. Bu bdolgede kisilere gore iki farkli ateroskleroz
gelismektedir. Intimanin liimeninde birikimler sonucu olusan asimetrik kalinlasmalar
kan akimini gii¢lestirmektedir. intima kalinlagsmasinin bir diger sekli de arterin devamli
gelismesine bagli limen capmin degismesidir. Bu durumda aterosklerotik olusumlar
daha yogun ve simetrik olmaktadir (24, 26).

Media, arter duvariin en genis bolgesidir ve diiz kas hiicrelerinden olusmustur.
Bu bolge i¢ ve dis elastik bant (lamina) ile gevrelenmistir. Intima ve media i¢ elastik
bant ile birbirlerinden ayrilmaktadir. Yapilarinda kollajen, elastik lifler ve
glikozaminoglikan bulunmaktadir (26, 27).

Adventisya tabakasi ise damarin dis yiizeyini g¢evreleyen gevsek bir bag
dokusundan olusmaktadir. Bu bolgede kollajen lifler, elastik lifler, sinir lifleri,
fibroblastlar ve bazi diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Adventisya arter duvarlarini

belirleyen kiigiik kan damarlari ve lenfatik kanallar icermektedir (26, 27).
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Sekil 2.1. Normal arter duvari (25)

2.3.2. Arter Duvarimmin Hiicreleri
a) Endotel Hiicreleri

Endotel hiicreleri, kan damarlarinin intima tabakasinda bulunur ve ¢ok 6nemli
fonksiyonlar: vardir; Bunlar:;
1.Vaskiiler limende bulunan kan i¢in bir bariyerdirler.
2. Antitrombotiktirler, ¢iinkii heparan siilfat gibi ylizey molekiillerini ve Prostosiklin
(PGly) gibi antitrombojenik maddelerin salinimini yaparlar.
3.Potent vazodilator olan endotelyel kaynakli gevsetici faktor’iin (EDRF) salinimini
yaparlar. Lokal wvaskiiler tonusun regiilasyonunda onemli rol oynarlar. Potent
vazokonstriktor etkili endotelin'in yapildigi ve anjiotensin II'nin de salgilandigi yerdir.
Anjiyotensin II’ nin vazokonstriktor etkisi disinda prooksidan ve endotelin salinimini
uyarici etkisi vardir.
4.Nitrik oksit (NO) salgilarlar. NO, giiglii antiagregan etkisi nedeni ile trombositlerin
endotel yiizeyinde kiimelesmesini engeller.
5.LDL reseptorlerini tasirlar. Aterosklerotik siirecte ¢ok Onemli oldugu diistiniilen
LDL'nin baglanip i¢ tabakaya ge¢tigi kisimlardir.
6. Platelet Kokenli biiyiime faktorii (PDGF) gibi mitojenik ve kemotaktik maddeleri
sentez ederler. Duz kas hiicrelerine etki ederek, aterosklerozda da etkili olurlar.

7. Endotel hiicrelerinin dayandigi bazal membrani olusturan proteinleri sentezlerler (28,
29).



Boylece normal durumda endotel, koruyucu nontrombojik bir yiizey olusturur.
Metabolik olarak aktiftir ve vazoaktif maddeleri iretir. Endotel hiicreleri hasar
gordiiginde aktivitesi degisir. Kan plazma proteinleri i¢in etkili bariyer yetenegi
kaybolur. Hiicreler ve diger maddeler, subendoteliyal araliga gegerler. Zedelenmis
endotel, asirt miktarda kemotaktik faktorleri salgilayabilir (30).

Endotel hasar1 aterosklerozun ilk basamagi olup, endotelyal gecirgenlikte artis,
trombosit agregasyonu, lokosit adezyonu ve sitokin {iiretimini icerir. Nitrik oksit
dretiminin  veya aktivitesinin azalmasi endotelin vazodilatatér kapasitesinin

bozulmasina neden olur ve LDL'nin oksidasyonunu arttirir (31).

b) Diiz Kas Hiicreleri

Diiz kas hiicreleri, normal arter duvarmin media tabakasinda yer alirlar.
Aterogenezde yer alan temel mekanizma intima i¢inde diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonudur. Diiz kas hiicrelerinin esas gorevi arter tonusunu saglamaktir.
Aterosklerotik plagin olusumu sirasinda medyadan intimaya gegen bu hiicreler,
lezyonun fibroproliferatif siirecinde gorev alirlar. Bu yiizden diiz kas hiicrelerinin
intimada birikmesi, ilerlemis lezyonun gostergesi olarak kabul edilir (32).

Diiz kas hiicreleri ayrica makrofajlar gibi lipoproteinleri fagosite edip kolesterol
esterleri seklinde depolayarak “kopiik hiicreleri”ni olustururlar. Diiz kas hiicreleri,
endotelyum hiicreleri gibi, normalde boliinmeyen pasif hiicrelerdir. Ancak, damar hasari,
medial diiz kas hiicrelerinin boliindiigli, intimaya gog ettigi ve sonra intimal kalinlasma
olusturmak tizere tekrar tekrar bdoliindiigii proliferatif bir yamiti ortaya ¢ikarir.
Anjiyoplasti ve damar cerrahisi sonrasinda gozlenen restenoza benzeyen bu siireg,

biiylime faktorleri tarafindan kontrol edilir (33) .



c) Makrofajlar

Makrofajlar, normal arterde hiicre popiilasyonunun kiigiilk ama Onemli bir
kismin1 olustururlar. Dolasimdaki monositlerden tiireyen fagositik hiicrelerdir ve
aterosklerozun hem baslamasi, hem ilerlemesinde en 6nemli rolii oynarlar (32, 34).

Dolasimdaki monositler okside LDL'min (oksi-LDL) uyarmasi ile intima
tabakasina yerleserek makrofajlara doniisiirler. Bu olay makrofaj, endotel hiicresi ve
diiz kas hiicrelerinden salinan basta makrofaj kemotaktik protein-1 (MCP-1) olmak
tizere kemotaktik maddelerin etkisiyle meydana gelmektedir. Makrofajlarin okside
LDL’yi hiicre i¢ine almasiyla birlikte ateroskleroz icin karakteristik olan kopiik
hiicreleri meydana gelir (32, 35).

Arteriyel duvarda monositlerin  birikimi ve bunlarin sonra makrofajlara
dontisiimii ilk basta oksi-LDL'den koruma amacli olmasina ragmen, makrofajlarin
ilerleyici birikimi ve oksi-LDL alimlar1 aterosklerotik lezyonlarin gelisimine sebep olur.
Makrofajlar bir kez lezyona yerlestikten sonra, kendileri de pek ¢ok biyolojik madde
salgilayarak, yeni makrofajlarin gelmesini, diiz kas hiicreleri, fibroblast ve monositlerin
¢ogalmasini ve bag dokusu sentezini uyarirlar. Makrofajlar, aterosklerotik plaktaki
temel inflamatuvar hiicrelerdir. Her ne kadar diiz kas hiicreleri de lipoproteinleri
depolasa da bu olaydan asil sorumlu hiicreler makrofajlardir. Aterosklerotik plaktaki
makrofajin dmrii kesin olarak bilinmemektedir. Fakat bu hiicreleri bekleyen olast iki
durum vardir. Ya plak iginde oliir ve diger makrofajlar tarafindan fagosite edilirler, ya
da plak tizerindeki endotelin siyrilmasiyla kana karigir ve dalak ile lenf diigiimleri

tarafindan dolasimdan temizlenirler (32, 36).

d) Trombositler

Aterogenezin hemen her asamasinda lezyon iizerinde trombosit kiimeleri veya
mural  trombiisler  goriilebilir.  Cekirdeksiz  hiicreler  olduklarindan  protein
iiretememelerine karsin, trombositler igerdikleri graniillerde (o granuller) ¢ok sayida
degisik mitojenler, sitokinler ve vazoaktif maddeler tasirlar. Endotel hasarinda oldugu
gibi herhangi bir bicimde tetiklenen trombosit aktivasyonu ve agregasyonu, sonugta

degranulasyona ve bu maddelerin saliverilmesine neden olur. Biiyiik olasilikla bu
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mekanizma aterogenezde rol oynamaktadir. Yiiksek katekolamin diizeyi, stres ve
sigaranin, trombosit agregasyonunu artirarak, bu mekanizmayr hizlandirdig1
disiiniilmektedir. Yine de, trombositlerin asil etkisi, aterosklerozun bu erken
evrelerinde degil, ilerlemis lezyonun tehlikeli bir komplikasyonu olan trombiis

olusumundadir (34).

d) Adipositler
Adipositler, adventisyada sik bulunurlar ve arteri ¢evreleyen gevsek bag
dokusundaki major hiicre tipidirler. Lokal fibroblastlardan kaynaklanirlar ve bunlarin

say1 ve biiyiikliikleri, beslenme durumuna baglidir (35).

2.4. Aterosklerozun Patogenezi

Ateroskleroz, aterosklerotik plaklar adi verilen, damar liimenini daraltan intima
yerlesimli yagli fibroz lezyonlarin olusumuyla karakterize olup media ve adventisyada
dejeneratif degisikliklerle birliktedir. Plaklarin bazilar1 biiyiik 6l¢iide fibréz yapida,
bazilar1 ise llimende daralmay: arttiran, yanda liimende tikanmaya neden olan ikincil
komplikasyonlara yol agan (kalsifikasyon, lizerinde trombozis gelisen iilserasyon ve
plak i¢i kanama) yumusak, yagli yapidadir (37, 38). Ana yapi elemani fibréz doku
olmakla birlikte, lezyonun %45'den fazlasi lipidlerden, Ozellikle de kolesterolden
olusur. Bu kolesterol, lokal sentezden degil, hemen tiimiiyle kandan tliremistir.
Ateroskleroz elastik arterlerin (aorta, karotis, iliak vb.) ve orta genislikte miiskiiler
arterlerin (koroner, popliteal arterler) hastaligi olup, nadiren kiigiik arterler de tutulur.
Arter duvarlarimin kalinlasip elastikligini kaybettigi arter hastaliklarindan bir grubunu
olusturur (22).

Aterosklerotik stireci hangi olaym ya da olaylar dizisinin baslattig
bilinmemektedir. Aterosklerozun patogenezi igin ¢ok sayida teori ne siiriilmiistiir. One

stiriilen teoriler; hasara yanit teorisi (39), degisime ugramis lipoprotein teorisi (40),



diisiik yogunluklu lipoproteinlerin tutulmasi teorisi (41), hemodinamik bozukluklar
teorisi (42) ve immiinolojik teoridir (43).

Bu teoriler i¢inde en yaygin kabulii “hasara yanit” (“response to injury”) teorisi
gormektedir. Ross ve Glomset adli arastirmacilar tarafindan 1976 yilinda ortaya atilan
bu teoride olaylar1 endotel disfonksiyonu baslatmaktadir (15,18). Metabolik, mekanik,
toksik, immiinolojik olaylar ile infeksiyonlar endotel disfonksiyonuna neden olurlar.
Bilinen risk faktorlerinin  hemen hepsi (sigara, hipertansiyon, diyabet,
hiperkolesterolemi, okside LDL, kolesterol) endotelde islevsel bozukluga yol agabilir.
Disfonksiyon, tek hiicre sirasindan olusan bu tabakanin kan ile damar duvar arasinda
bariyer olusturabilmesi i¢in segici gegirgenligini ve antitrombotik yapisini bozar. Bunun
sonucunda gelisen inflamatuvar ve proliferatif olaylar dizisi aterosklerotik plagin
olusmasina neden olur (44).

Endotel disfonksiyonu, oOnemli hiicresel etkilesimlere neden olmakta ve
aterosklerotik lezyon gelisimine yol agmaktadir. Endotelyal dengenin bozulmasiyla,
endotel gegirgenligi, vazokonstriksiyon, koagiilasyon kaskadi, inflamatuvar ve
immiinolojik reaksiyonlar tetiklenir (45,46).

Endotel disfonksiyonu ile birlikte, endotel permeabilitesinde degisiklikler,
endotele 16kosit adezyonunun artmasina, adezyon molekiilleri (ICAM-1; Hiicrelerarasi
adezyon molekiilii, VCAM-1; Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii), sitokinler (IL-1;
Interlokin-1, TNF-a; Tiimor nekrdz faktorii alfa), kemokinler (MCP-1; Monosit
kemotaktik protein-1, IL-8; Interlokin-8) ve biiyiime faktorlerinin (PDGF; Platelet
kokenli biiyiime faktorii, bFGF; Temel fibroblast biiylime faktorii) salinmasina neden
olur (47). Bu sitokinler ve adezyon molekiilleri, 16kositlerin damar duvarindan
hiicreleraras1 alana giriglerini diizenlemektedirler. Salgilanan c¢ekici maddeler ile
lezyonlu alana go¢ eden monositler inflamatuvar sitokinler salgilarlar. IL-18, TNF-a
gibi sitokinler, endotele daha ¢ok 16kosit ve LDL baglanmasina neden olmanin yaninda

protrombojenik bir 6zellik de verirler (Sekil 2.2) (39, 47, 48).
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Sekil 2.2. Endotel disfonksiyonu (48)

Erken lezyon olusumu i¢in ¢ok Onemli degisikliklerden birisi, damar
hiicrelerinin oksidatif hasara maruz kalmasinin bir sonucu olan LDL oksidasyonudur.
LDL'nin oksidasyonu, lizofosfatidilkolin gibi modifiye lipidlerin salinimina yol acar.
Bu lipid tiirlerinin bazilari, endotel hiicrelerini aktive eden sinyal molekiilleri olarak rol
oynayabilir. Bu durum, l6kosit adhezyon molekiilii olan, VCAM-1’in ekspresyonuna
yol acar. VCAM-1, monositler ve T lenfositleri i¢in bir reseptérdiir. LDL’nin
oksidasyonu monositler, makrofajlar, notrofiller, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve diiz
kas hiicrelerinde olugsmaktadir Okside LDL (Ox-LDL), normal arterlerde bulunmayip
sadece makrofajlarda aterosklerotik lezyonlarda bulunmaktadir. Vaskiiler hiicrelerde
oksidatif stres ve siiperoksit anyonunun artmast LDL’nin Ox-LDL’ye doniisimiinii
arttirmaktadir. Kronik hiperlipidemide dolasimdaki LDL endotel hiicreleri tarafindan
olusturulan engeli gegerek, endotel altinda birikmeye baglar. Buradaki matrikste
bulunan proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar, LDL ile etkileserek birikimini
saglarlar. Intimada matrikse bagli olarak tutulmakta olan LDL, endotel ve diiz kas
hiicreleri ile makrofajlar tarafindan okside edilir. Bu ilk asamadaki LDL’ye yapisindaki
apo B-100 degismediginden ¢ok az degistirilmis LDL (minimally modified LDL;

mmLDL) adi verilir. Okside LDL'de apo B-100'de degismistir ve bu lipoprotein de
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monosit ve lenfositler i¢in kemotaktik maddelerin yapimini uyarir. Okside LDL'nin
makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi 'scavenger' (¢Opgii) reseptorler araciligiyla olur.
Bu sekilde alinan LDL, makrofaj iginde kolesterol esterlerine doniiserek birikmesi
sonucu koptik hiicrelerini olusturur (49-53).

Endotel hiicreleri altina yerlesen makrofaj kopiik hiicreleri ve T hiicrelerinden
olusan bu karakteristik lezyon, aterosklerozun ilk lezyonu olarak bilinen yagh ¢izgidir.
Yagl cizgi icerisindeki T hiicreleri aktive olurlar ve damar duvarmnin kendi hiicreleriyle
birlikte ¢esitli sitokinler (timor nekrozis fakt6ér-beta, gama interferon), fibrojenik
mediatorler ve biiyiime faktorleri salgilarlar. Bunlar diiz kas hiicre gocii ve
proliferasyonunun gergeklesmesine aracilik ederler ve etraflarinda yogun bir
ekstraseliiler matriks olugmasimi saglarlar. Media tabakasindaki diiz kas hiicreleri
inflamatuvar uyariya yanit olarak, 6zellesmis enzimleri vasitasiyla elastin ve kollajeni
yikar. Boylece diiz kas hiicreleri internal elastik laminayi asarak intima altina gog
ederler. Ayn1 zamanda bu diiz kas hiicreleri, daha fazla monosit toplanmasini saglayan

faktorler salgilarlar (Sekil 2.3) (48, 54, 55).

/ 5
/ s
- Erae | Platelet Lokosit
Duz kas hicre § 0 hiicre T hicre adezyonu ve adezyonu ve
migrasyonu formasyonu | aktivasyonu agregasyonu gingi

Sekil 2.3. Yagl ¢izgi lezyon gelisimindeki baslangi¢ olaylar (48)
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Sonugta, ateroskleroz lezyonunun en ileri bi¢imi olan, lipidler ve nekrotik
dokudan olusan ¢ekirdek ile bunu orten fibroz kilifla karakterize fibroz plak olusur.
Nekrotik ¢ekirdek, lipid icerigini plaga bosaltarak apopitoz ve nekroza ugrayan
makrofajlardan olugmaktadir. Fibroz kilifta ise mediadan intimaya go¢ eden diiz kas
hiicreleri, kollajen fibrilleri, elastin, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar bulunur
(Sekil 2.4). Aterosklerotik plaklarda, fibroz plagin yirtilmasi ile komplike lezyonlar
olusur. Koroner ateroskleroza bagli morbidite ve mortalite esas olarak komplike

lezyonlardan kaynaklanmaktadir (48, 56, 57).

/

Makrofaj birikimi I Nekrotik cekirdek Fibroz kilif olusumu I
olusumu

Sekil 2.4. Nekrotik ¢ekirdek ve fibroz kilif olusumu (48)

2.5. Aterosklerotik Plak ve Aterosklerozun Lezyonlar:

Lipidler hiicre disinda birikmeye basladiginda aterogenez yagh ¢izgi evresini
geemis demektir. Oksidasyona ugrayan LDL sadece aterosklerotik plaklarda bulunur,
normal intimada bulunmaz. Lipidlerin hiicre dis1 birikiminden iki mekanizma

sorumludur; kandaki aterojenik lipoprotein pargaciklari proteoglikandan zengin
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ekstraselliiler matriks tarafindan tutulurlar ve/veya kopiik hiicrelerinin 6liimiinden sonra
bu hiicrelerden aciga ¢ikabilir. Makrofajlar plak iginde ¢ogalir ve Oliirler. Denge;
lezyonun ilerleyen, sessiz veya gerileyen tipte olmasina baglidir (58,59).

Yagl ¢izgi evresini gegmek sadece lipid birikimiyle olmaz. Diiz kas hiicrelerinin
urettigi bag dokusu da birikerek oldukca heterojenik aterosklerotik lezyonlarin
olusumuna yol acar. Baz1 plaklar lipidden zenginken bazilar1 da lipidden fakirdir ve
morfolojileri farkli komsu plaklar olusabilir (60). Endotel, aterogenezin erken
doneminde saglamdir. Ancak daha sonra olgun plaklarda tizerlerine trombositlerin
yapistigr yiizeyel kopiik hiicre infiltrasyonuna bagli olan disfonksiyone alanlar goriiliir.
Sonrasinda endotele yapisan trombositlerden biiyiime faktorleri salinir  ve
mikrotrombiisler plaktaki diiz kas hiicrelerinin daha ¢ok bag dokusu matriksi
tiretmelerini uyarirlar. Disfonksiyone endoteldeki sizinti nedeniyle sadece lipoproteinler
degil kandan kaynaklanan albiimin ve fibrinojen gibi bir¢ok bilesen de gelisen lezyonda
yer alir (61).

Ilerlemis plaklar liimen daralmasina yol acarak semptomatik olabilirler.
llerlemis plaklarin bir grubu diiz kas hiicrelerinin aracilik ettigi iyilesme ve tamir
islevleri ve kalsifikasyon ile kararli hale gelerek yirtilmaya karsi direngli olurlar. Bu
kararli plaklar stabil koroner sendromlarin en sik nedenidir (62).

Ileri lezyonlarin diger bir grubu olan hassas plaklar ise liimen trombozuna neden
olabilecekleri ic¢in ozellikle tehlikelidir. Hassas plagmn yirtilip {izerine trombiis
eklenmesi kararsiz angina, akut miyokard infarktiisii ve ani koroner 6liim gibi akut
koroner sendromlarin en sik sebebidir (61).

Plagin yirtilma riski plak biyiikliigiinden ¢ok plak tipine baglidir. Lipidden
zengin ve yumusak plaklar kollajenden zengin ve sert plaklara gore daha hassas ve
yirtilmaya daha yatkindirlar. Ustelik doku faktdr igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle
plaklar yirtildiktan sonra daha trombojenik olurlar. Plagin yirtilmaya hassas olmasi ii¢
faktore baghdir; lipidden zengin ¢ekirdegin biiyiikliigli, plak yikimiyla olusan
inflamasyon ve diiz kas hiicrelerinin eksikligi ile iyilesmenin bozulmasidir. Plak
biiytikligii ve darhigin siddeti ise plak hassasiyeti konusunda higbirsey ifade
etmemektedir (63, 64).

Aterosklerotik siireci kategorize etmek amaciyla, ateroskleroz lezyonlarinin

ilerleme siirecindeki morfolojik ve fizyolojik degisikliklerle, klinik sonuglar
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biitiinlestirilerek 1995 yilinda Amerikan Kalp Birligi (American Heart Association,
AHA) tarafindan lezyonlar sekiz farkli tipe ayrilmistir (65).

Tip | Lezyon: En erken evrede goriilen lezyonlardir. Minor lipid birikimi ve seyrek
makrofaj kokenli kopiik hiicreleri ile karakterizedirler. Koroner arterlerde bu lezyonlar

cogunlukla adaptif intimal kalinlagsmalar ile birlikte bulunurlar (34).

Tip 1l Lezyon: Makrofaj kokenli kopiik hiicreleri tip II lezyonlarda daha fazla sayida
bulunurlar ve arterlerin i¢ yiizeyinde sar1, ylizeyden kabarik olarak yagl ¢izgilenmeler
seklinde goriiniirler. Bu lezyonlar az miktarda T hiicreleri, mast hiicreleri ve lipid ile

dolu diiz kas hiicrelerini de ihtiva ederler(34).

Tip 111 Lezyon: Patolojik olarak aterosklerotik plak veya ateromun ilk olarak fark
edildigi evredir. Tip II lezyonlarla arasindaki en 6nemli fark, kiiciik ekstraselliiler lipid
birikintilerinin varhigidir. Lipid birikintileri, ekstraseliiler matriksi genisletir ve
intimanin hiicresel organizasyonunu bozar. Tip III lezyonlarin varliginin, ileride ortaya

cikabilecek klinik hastaligi 6ngordiigiine inanilmaktadir (34).

Tip IV Lezyon: Tip IV lezyonlarda ekstraseliiler lipid miktari, kolesterol
birikintileriyle dolu hiicreden yoksun bir havuz olusturacak sekilde artmistir. Lipid
cekirdek inflamatuvar hiicreler tarafindan ¢evrelenmis olup diiz kas hiicreleri ile bag
dokudan olusan ince bir tabaka ile kaplanmistir. Adventisyal vaza vazorumlar, plagin
derin kisimlarina dogru gelismeye baslar. Bu evrede arter, liimen voliimiinii korumak
amactyla yeniden sekillenir. Damarin dig konturu oval hale gelir ve bu nedenle bu

lezyonlarin anjiyografi ile goriintiilenmeleri zordur (34).

Tip V Lezyon: Tip IV lezyonlardaki, lipid ¢ekirdegi kaplayan fibroz dokunun artisi ile
karakterizedir. Buradaki fibrozise, ¢ogalan kollajen, proteoglikanlar gibi ekstraseliiler
matriks proteinlerini salgilayan diiz kas hiicreleri neden olmaktadir. Kollajen, genellikle
bu lezyonlarin baskin o6zelligi haline gelmektedir ve plak hacminin ¢ogunu
olusturmaktadir. Plak i¢ine kilcal damar gelisimi, tip IV lezyonlarla kiyaslandiginda

daha belirgindir. Tip V lezyonlar genelde, arterin yeniden sekilenme ile kompanse
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edebileceginden ¢ok daha biiyiik oldugundan, liimen daralmasina neden olurlar. Plak
rliptiirlerinin ¢ogu bu tip lezyonlarda ortaya ¢ikmaktadir. Riiptiire acik tip V lezyonlarda
tipik olarak, plak ve ¢evre normal intima arasindaki sinir bolgesinde ince bir fibréz

tabaka bulunmaktadir (34).

Tip VI, VII, VIl Lezyonlar: Tip VI lezyonlar, trombotik birikintiler veya kanama
ihtiva eden plaklardir. Tip VI lezyonlarin olusmasindaki en Onemli neden plak
riptiiridiir. Subendotelyal fibr6z dokuda yirtilmalar ve iilserasyonlar sik olarak
goriilmektedir (34).

Tip VII ve tip VIII lezyonlar, ¢ok az miktarda lipid iceren ya da hig lipid igerigi
olmayan, kalsiyum birikintileri (tip VII lezyonlar) veya baskin olarak kollajenden (tip
VIII lezyonlar) olusan ileri evredeki plaklardir. Tip VIII lezyonlar, tip V ve VI
lezyonlara gore daha kararhidir (34).

2.6. Koroner Arter Hastaligi Risk Faktorleri

Risk faktorii bireyde hastaligin gelisme sansini belirleyen bir ozelliktir. Bir
hastalik sebebi de olabilirler. Klinik ¢alismalarla, risk faktorlerinin modifikasyonunun
hastalig1 onledigi (primer 6nleme) veya mevcut hastaligin ilerlemesini durdurdugu ve
gerilettigi  gosterilmistir. Risk faktorlerinin tanimlanmasi ve bunlarin tedavisi
asemptomatik kisilerde KAH’nin 6nlenmesi (primer koruma) ve KAH olan kisilerde
tekrarlayan olaylarin 6nlenmesi (sekonder korunma) i¢in gereklidir (66).

Framingham c¢alismasinin 1961 yilinda yaymlamis olduklart 6 yillik takip
sonuglar ile KAH i¢in risk faktorleri belirlenmistir. Risk faktorleri, geleneksel risk

faktorleri ve degistirilebilir risk faktorleri olarak siniflandirilir (66).

2.6.1. Geleneksel Risk Faktorleri

Geleneksel risk faktorleri; yas, cinsiyet ve aile dykisiidiir.
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a) Yas: Ateroskleroz olusumu yasla birlikte artmaktadir. KAH i¢in major risk faktorleri
olmadig takdirde 45 yasin altinda ateroskleroza ait klinik bulgu saptanmasi nadirdir.
1993 yilinda toplanan Ulusal Kolesterol Egitim Programi’nin yayinladig1 yetiskinlerde
tedavi paneli II’de erkeklerde 45, kadinlarda 55 yasin iizerinde olmanin risk faktorii

oldugu bildirilmektedir (67).

b) Cinsiyet: Ateroskleroz olusumu olasilikla hormonal etkilesimler sonucunda,
erkeklerde daha sik ve daha geng yasta klinik bulgu vermektedir. Aterosklerotik damar
hastaligi erkeklerde 10-20 yil daha erken baslamakta olup sikligi kadinlardan 3-6 Kat
daha fazladir. Menapoz yasindan sonra ise KAH siklig1 erkek ve kadinda esit duruma

gelmektedir (67).

¢) Aile Oykiisii: Birinci derecede erkek akrabalarda 55 yasindan, birinci derecede kadin
akrabalarda 65 yasindan Once infarktiis veya ani 6liim bulunmasi risk faktorii olarak
kabul edilmektedir. Yapilan bir¢cok calismada aile Oykiisiiniin 6nemli bir risk faktori
oldugu saptanmistir. KAH gelismesi i¢in, yiiksek risk tagiyan ailelerde hiperlipidemi,
diistik HDL diizeyi, hipertansiyon, KAH ig¢in aile dykiisii veya prematiire KAH i¢in aile

Oykiistinden en az biri mevcuttur (68).

2.6.2. Degistirilebilir Risk Faktorleri:

a) Dislipidemi: Yiiksek serum total kolesterol (TK) ve LDL kolesterol diizeyleri ile
diisiik HDL kolesterol diizeyi KAH i¢in bagimsiz risk faktoriidiirler. Kanitlar, LDL
kolesteroliin primer aterojenik faktér oldugunu desteklemekte olup, kilavuzlar lipid
diisliricti tedavide LDL kolesterolii primer hedef olarak gostermektedir (69,70).
Lipoproteinlerin gesitli reseptorler vasitasi ile dolasimdan, viicut sivilarindan ve

interstisyel bosluklardan alinmalarindan sonra, igerdikleri kolesterol ve trigliseridler
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farkli yollarla metabolize olurlar. Trigliseridler adipoz ve kas dokularina taginarak yag
asitleri olarak depolanir veya enerji liretimi i¢in okside olurlar. Kolesterol ise karaciger,
barsak ve diger ekstrahepatik dokular arasinda devamli olarak tasinir. Yiiksek LDL
kolesterol seviyeleri, aterosklerozun tiim evrelerinde rol almaktadir. Plazmada yiiksek
LDL kolesterol seviyelerinin mevcudiyeti, LDL partikiillerinin arter duvarinda
oksidasyonuna ve cesitli inflamatuvar mediyatorlerin sekresyonuna neden olur. Bu
olaylarin sonucunda okside LDL tarafindan endotel hiicre fonksiyonlar1 bozulmaktadir
(71,72).

Serum kolesterol seviyeleri ile KAH riski arasindaki iliski dogrusal olup,
kolesterol disiiriicii tedavinin KAH riskini azalttigim1 gosterilmistir. Gliglii LDL
diisiiriicii ajanlar olan statinler ile yapilan g¢alismalarin sonucunda, LDL kolesterol
diizeyinin diisiiriilmesi ile major koroner olaylarda belirgin bir azalma gdzlenmistir.
Diisiik plazma HDL kolesterol diizeyleri ile koroner olay gelisme riski arasinda da
giicli bir iligki olup, HDL kolesterolde ortalama 1 mg/dl diisme, KAH riskini %2-3
artirmaktadir. Genetik faktorler, yasam tarzi, sigara, fiziksel inaktivite ve obeziteye yol
acan asir1 kalori alimi diisitk HDL kolesterol diizeyleriyle iligkilidir. Bunlarin yanisira
beta blokorler, anabolik steroidler ve progestasyonel ajanlar gibi ilaglar da HDL
kolesterolii diisirmektedir. Nikotinik asit, fibratlar ve statinler ise HDL kolesterol
diizeyini yiikseltmektedirler (70,73-75).

Son meta-analizler trigliserid yiiksekliginin koroner arter hastaligi i¢in bir risk
faktorii oldugunu ortaya koymustur. Obezite ve kilo fazlaligi, fiziksel aktivite azligi,
asirt alkol alimi, asir1 karbonhidratli beslenme (toplam enerji tiiketiminin %60'indan
fazlas1), diyabet, kronik bobrek yetersizligi, nefrotik sendrom gibi hastaliklar,
kortikosteroidler, Ostrojenler, retinoidler, yiiksek doz beta bloker gibi ilaglar ve ailevi
kombine hiperlipidemi, ailevi hipertrigliseridemi, ailevi disbetalipoproteinemi gibi
genetik bozukluklar trigliserid yiiksekligine neden olurlar. Trigliserid yiiksekligi de

siklikla metabolik sendromun bir 6gesi olarak karsimiza ¢ikar (73,74).

b) Sigara: Sigara tiikketimi, koroner arter hastaligi acisindan tek, en Onemli

degistirilebilir risk faktoriidiir. Sigaranin lipid profili lizerine olumsuz etkileri vardir.
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Sigara icmeyenlerle karsilastirildiginda, sigara icenlerde HDL diizeyleri daha diisiik,
LDL ve trigliserid diizeyleri daha yiiksek saptanmistir (76-78).

Sigara kan basincinda degisikliklere yol agmaktadir. Sigaranin akut inhalasyonu
kan basincinda diismeye neden olmaktadir. Bunun sebebi olasilikla sigara i¢enlerde
viicut agirliginin daha az olmasindan kaynaklanmaktadir (79,80).

Yapilan bir meta-analizde sigara igmeyen bir kisinin, sigara dumanina pasif
maruz kalmasinin kardiyak riski %20-30 artirdigi gosterilmistir. Sigaranin, ateroskleroz
olusumunda rol oynayan pihtilasma faktorleri, trombosit fonksiyonlar1 ve diger
hematolojik parametreler {izerinde olumsuz etkileri saptanmistir (81).

Yapilan birgok ¢alismada sigaranin kardiyovaskiiler hastalik riskini iki kat
arttirdign gosterilmistir. Icilen sigara miktar1 ile bu risk dogrusal olarak artmaktadur.
Sigara icenlerde miyokard infarktiisii ve kardiyak oOliim riski, i¢gmeyenlere gore

erkeklerde 2.7, kadinlarda 4.7 kat daha fazla bulunmustur (76).

¢) Hipertansiyon: Hipertansiyon, koroner kalp hastaligi i¢in ¢ok Onemli bir risk
faktoriidiir. Biitlin aterosklerotik kardiyovaskiiler olaylarin %35'inden hipertansiyon
sorumludur. Hipertansiyonun bozulmus endotel fonksiyonu, endotel lipoprotein
gecirgenliginin  artig, artmus oksidatif stres, akut plak riiptiriinii tetikleyen
hemodinamik stres, artmis miyokardiyal duvar stresi ve artmis miyokardiyal oksijen
ihtiyact gibi mekanizmalarla kardiyovaskiiler riski artiric etkisi mevcuttur (82,83).

Arteriyel kan basmcinin yiikselmesi, 0Ozellikle hiperlipidemili hastalarda,
plazmadaki lipidin arterlerin intimal hiicrelerine filtrasyonunu arttirir. Hipertansiyon ve
hiperlipidemi arterlerin intimasinin zedelenmesine, bu bolgelerde platelet birikmesine
ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonuna neden olabilir (84).

Koroner kalp hastaligi, hipertansiflerde normotansiflere gore 2-3 kat daha
fazladir. Hipertansiyon, kadin ve erkekte, akut miyokard infarktiisii riskini 2-3 Kat
artirmaktadir. Diyastolik kan basincinda 15 mmHg veya sistolik kan basincinda 25
mmHg'lik yiikselme reinfarktiis riskini sirasiyla %40 ve %37 artirmaktadir ve bu durum

diger risk faktorlerinden bagimsizdir (85, 86).
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Kardiyovaskiiler risk acisindan daha onceki yillarda bilinenin aksine sistolik kan
basinci ve nabiz basinci, diyastolik kan basinct kadar énemlidir. Artik izole sistolik
hipertansiyonun da toplam kardiyovaskiiler mortalite ve inme sonuglar1 agisindan
diyastolik kan basincit kadar onemli oldugu bilinmekte ve etkili sekilde tedavisi
onerilmektedir. Yine sistolik ve diyastolik kan basinci arasindaki fark olarak tanimlanan
nabiz basinci da kardiyovaskiiler olay agisindan artmus riskle iligkilidir. Hipertansiyonda
koroner kalp hastaligi riskinin arttigin1 gosteren etkenler sunlardir; nabiz basincinda
artts, mikroalbiiminiiri (glinde 30-300 mg), hiperiirisemi, sol ventrikiil hipertrofisi,

dislipidemi, diyabet, obezitenin varlig1 ve C-reaktif protein yiiksekligidir (82, 86).

d) Diabetes Mellitus: Diabetes Mellitus (DM), KAH i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir.
DM tek basina major risk faktorii olmasinin yanisira hipertansiyon gibi diger major risk
faktorleriyle de birliktedir. Normal bireylerle karsilastirildiginda, dislipidemi ve
hipertansiyon diabetik hastalarda daha sik goriilmektedir. Diyabetik hastalarda 6zellikle
HDL diizeyinin diisiik olmasi ile hipertansiyon riski daha da artmaktadir. DM’li
hastalarda koroner olaylarin nedeni ¢ok c¢esitlidir. Bu nedenlerin i¢inde trombosit
agregasyonunda artis 6nemli bir yer tutmaktadir (87).

Hem DM’lihem de glukoz tolerans bozuklugu olan hastalarda, ateroskleroz
gelismesine yol agan diger onemli bir faktér de hiperinsiilinemidir. Cok sayida
epidemiyolojik ve klinik ¢alismada hiperinsiilinemi ve insiilin rezistanst bulunan
olgularda KAH sikliginin artti1 gosterilmistir. Insiilin bir biiyiime faktoriidiir ve diiz
kas hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan lipid alinimini artirdigi gosterilmistir.
Hipertansiyon ve obesitenin de DM ve glukoz tolerans bozuklugu ile iliskili oldugu
saptanmigtir. Glukoz tolerans bozuklugu olan hastalarda hipertansiyon sikligmin ikiye
katlandig1 tesbit edilmistir. Diyabetik hastalarda, baska risk faktorleri de varsa KAH
riski katlanarak artmaktadir (88).
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e) Fiziksel Inaktivite: Uzun siireli fiziksel aktivitenin ideal kilonun ve kas Kitlesinin
idamesi i¢in onemli oldugu bilinmektedir. Ayrica egzersiz normal kan basincinin
idamesinde ve lipid degerlerinin optimum regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.
Diizenli egzersiz yapan hastalarda ani kardiak 6liim riskinin azaldig1 rapor edilmektedir
(3).

Bir¢ok epidemiyolojik calismada kalori alimi ile KAH arasinda ters bir iligki
oldugu ortaya konmustur. Yapilan arastirmalarda fiziksel olarak ideal sartlara sahip
olmayanlarda ise yiiksek saptanmustir (3).

Fiziksel inaktivite, DM ve hipertansiyon olusumunu hizlandirarak,
kollaterallerin gelisimini yavaslatarak da KAH’da dolayli olarak rol oynar (3).

Fiziksel aktivitenin ise KAH riskini azaltici etkisi multifaktoriyeldir. Diizenli
egzersiz hem sistolik hem de diyastolik basinci azaltmaktadir. Diizenli egzersiz
kardiyak outputu arttirtmakta ve sistemik vaskiiler rezistansi azaltmaktadir. Fiziksel
aktivitenin lipid profili tizerine olumlu etkisi vardir. Yogun egzersizin total kolesterol ve
LDL’yi disiirdiigic ve HDL’yi arttirdign gosterilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda
fiziksel inaktivite KAH igin bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (89).

f) Obezite: Obezitenin Framingham kalp ¢aligmalarinda bagimsiz bir risk faktorii
oldugu ortaya konmustur. Obezite bunun disinda hiperkolestrolemi, hipertansiyon, DM
ve lirik asit yliksekligine de zemin hazirlamaktadir. Obezitesi ve santral obezitesi olan
bireylerde mortalite oraninin yiiksek oldugu bildirilmektedir. Viicut kitle indeksi (VKI,
agirlik (kilo)/boy'un(m) karesi ) obezitenin tanimlanmasinda kullanilan en ideal kriter
olarak kabul edilmistir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan smiflamada VKi:18.5-
24.9 normal, 25-29.9 kilo fazlaligi, >30 obezite, >40 kg/m2 ileri derecede obezite olarak
tanimlanmaktadir (90).

Obezitenin sigara hari¢ diger koroner risk faktorlerinin her biri ile dogrudan
iligkili oldugu bilinmektedir. Sigara igenlerde olasilikla sigaranin istah lizerine olumsuz
etkisi nedeniyle daha diisiik olarak saptanmistir. Obezite ile en gii¢lii korelasyon kan

basinci yiiksekligi, hipertrigliseridemi ve diisiik HDL diizeyleri arasindadir (91).
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Birgok tilkede yapilan ¢aligmalarda koroner risk faktorii olarak yag dagiliminin
onemi gosterilmistir. Kadin ve erkeklerde yag dagilimi paternleri hormonal
degisikliklere baghdir. Kadinlarda bel-kalga oranmi androjen seviyeleri ile pozitif
iligkilidir. Bel-kalga oranindaki artis hipertansiyon, hiperkolestrolemi, fibrinojen
diizeylerinde ylikselme ve hipertrigliseridemi ile birliktedir. Viicut kitle indeksinde artig
ve bel-kalca oraninda artig veya santral obezite, KAH riskinide arttiran bir faktor olarak

gosterilmektedir (90).

2.6.3.Yeni Kardiyovaskiiler Risk Faktorleri

a) Homosistein: Homosistein, siilfiir igeren bir aminoasit olup esansiyel bir aminoasit
olan metiyonin metabolizmasinin yan iiriiniidiir. Diyetle alinan metiyonin vitamin B6 ve
B12 kofaktorleri ile homosisteine donistiiriilir (92).

Dolasimda yiiksek diizeylerde homosistein ateroskleroz ve tromboembolik
olaylarla iligkilidir. Mekanizmalar arasinda; endotel disfonksiyonu, LDL
oksidasyonunda hizlanma, akim bagimli endotel kaynakli gevsetici faktér bozukluguna
bagl arteryel vazodilatasyonda azalma, trombosit aktivasyonu, proinflamatuvar cevaba
yol agan monosit kemoatraktan protein ve interlokin 8 iiretiminde artis ve oksidatif stres
yer alir (93,94).

Yapilan ¢aligmalarda kardiyovaskiiler risk faktorleri i¢in diizeltme yapildiktan
sonra homosistein diizeyinin %25 azalmasi kardiyovaskiiler olay riskini %11, inme
riskini %19 oraninda azaltmaktadir. Homosistein yliksekligine baghh KAH riskinin
hipertansiyon, sigara, diyabet ve kronik renal yetmezlik varliginda daha yiiksek oldugu

saptanmugtir (95).

b) Inflamatuvar Belirtecler: Kardiyovaskiiler riski belirleme yoniinden en cok
incelenen inflamatuvar belirtecler C-reaktif protein (CRP) ve fibrinojen’dir. CRP,
karacigerde tretilen bir akut faz proteinidir ve inflamasyonun spesifik olmayan bir

biyokimyasal belirtecidir. CRP, inflamasyon, infeksiyon ya da doku yaralanmasi
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durumlarinda, IL-6 gibi sitokinlerin uyarisi ile karacigerden salgilanir. Sitokinlerden
farkli olarak yarilanma Omriiniin uzun olmasi (19 saat) ve sirkadiyen degisiklikler
gOstermemesi, tanisal bir test olarak kolaylikla kullanilmasini saglar (96).

Kompleman1 baglayip etkinlestirmesi, hiicre adezyon molekiillerinin ve doku
faktoriiniin yapimini uyarmasi, LDL’yi opsonize ederek endotel makrofajlari tarafindan
fagosite edilmelerini saglamasi, arter duvarina monositlerin gogilinii tetiklemesi ve
monosit kemotaktik protein-1’in {iretimini artirmasi, CRP’nin aterosklerozda dolaysiz
olarak tstlendigi islevlerdir. Yiiksek duyarlikli CRP’nin (Hs CRP); miyokard infarktiisii
(MI), inme, periferik arter hastaligi (PAH) ve ani 6liim riski ile bagimsiz olarak iligkili
oldugu gosterilmistir. Artmig Hs CRP diizeyi, tekrarlayan koroner olaylar, anjiyoplasti
sonrast trombotik olaylar, kararsiz angina pektoris ve koroner bypass sonrasi kotii
prognozla iliskilidir (97).

Fibrinojen, glikoprotein yapida karacigerde sentezlenen CRP gibi bir akut faz
reaktanidir. Trombin gibi pihtilasma faktorlerinin aktivasyonu, trombosit agregasyonu
ve diiz kas hiicre proliferasyonunu stimiile eder. Hipertansiyon, diyabet, sigara, obezite,
hiperlipidemi ve menopoz gibi risk faktorleri yiiksek fibrinojen diizeyleri iligkili
bulunurken yiiksek HDL diizeyleri, egzersiz ve hormon replasman tedavisi ile
fibrinojen diizeyleri diisiikk bulunmustur. CRP ile karsilastirildiginda fibrinojen diizeyi
6l¢timii klinikte sinirli olarak kullanilmaktadir (97-99).

¢) Lipoprotein (a): Lp (a), disiilfid bagi ile apoprotein a polipetid zincirine baglanmig
olan LDL partikiiliinden olusmaktadir. Lp (a) plazminojen i¢in yarigmali bir inhibitor
olup endojen fibrinolizisi baskiladigi One siiriilmiistiir. Yiksek Lp (a) seviyesi ile
kardiyovaskiiler hastalik, MI, beyin damar hastaligi, periferik damar hastaligi, balon
anjiyoplasti sonrasi restenoz veya safen ven bypas greft operasyonu sonrasi restenoz

arasinda bagimsiz bir iligki oldugu ¢aligmalarda gosterilmistir (100).
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d) Infeksiyon Ajanlari: Klasik risk faktérlerinin yaninda infeksiyonlarda endotel
disfonksiyonuna neden olmaktadir. Yapilan calismalarda klasik risk faktorleri
bulunmasa da insanlarin koroner arter hastaligina yakalandiklar1 goriilmektedir. Bu grup
hastalarda aterosklerozdan sorumlu tutulabilecek etkenler arasinda viriis ve bakteriler de
dikkati cekmektedir. Hem viriislerin hem de bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
aterosklerotik plaklarin ilerlemesinde rol aldiklar1 diisiiniilmektedir. Ozellikle
Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, herpes simplex virus, Cytomegalo virus ve

Coxsaki viriisler baslica suglanan patojenlerdir (101).

2.7. Koroner Arter Hastahginda Yeni Bir Risk Faktorii: Lipoprotein Iliskili
Fosfolipaz A2
2.7.1. Fosfolipaz A2 Enzim Ailesi

Fosfolipaz A2 (PLA2; EC 3.1.1.4) fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin
(PE), fosfatidilserin (PS) ve fosfatidilinozitol (PI) gibi fosfofolipidlerin spesifik olarak
sn-2-acil grubunun hidrolizini katalizler (Sekil 2.5) (102,103).

Sekil 2.5. Fosfolipaz A2'nin fosfolipidleri hidrolizi (103)
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Fosfolipaz A2 reaksiyonunun hidroliz iriinleri serbest yag asitleri ve
lizofosfolipidlerdir. PLA2’ler tarafindan serbest hale getirilen arasidonik asit (AA;
5,8,11,14-eikozatetraenoik asit) ve oleik asit (OA;9-oktadekanoik asit) gibi yag asitleri,
enerji depolar1 olmalar1 acgisindan 6nemlidirler ancak bundan daha 6nemli olarak AA
ayni zamanda ikincil mesajc1 ve inflamasyon ile sinyal iletiminin kuvvetli mediyatorleri
olan eikozanoidlerin prekiirsorleri olarak gérev yapmaktadir (104,105).

Fosfolipaz A2 hidrolizinin diger 6nemli iriinii olan lizofosfolipid, hiicre
sinyallerinde, fosfolipidlerin yeniden olusumunda ve membran perturbasyonunda
onemlidir. Hiicre sinyallerindeki roliine ilaveten, PLA2’nin yakin zamanda, sistemik ve
akut inflamatuvar durumlardan kansere kadar degiskenlik gosteren bir aralikta ¢ok
sayida patofizyolojik durumda rol aldig1 belirlenmistir (105).

Fosfolipaz A2 akut faz yanitinda, bakteriyel invazyona karsi savunmada 6nemli
bir role sahiptir ve fagositoz, kemotaksis, siiperoksid ve lizozomal enzimlerin agiga
cikist gibi notrofil fonksiyon degisiklikleri ile iliskilidir. PLA2 ayni zamanda
bakterisidal, permeabilite arttirici protein ile birlikte lokositlerde bakterilerin
oldiiriilmesinde de rol almaktadir. Polimorf niiveli 16kositlerin inflamatuvar yanitta
onemli bir islevleri, PAF, eikosanoidler gibi mediatorlerin iiretilmesidir Bu olaylardaki
birinci basamak ise, hiicresel fosfolipidlerin PLA2 ile hidrolizidir. A¢iga ¢ikan AA'de,
cesitli sitokinlerin agiga c¢ikmasina Onciiliik etmektedir. PLA2 mast hiicrelerinden
histamin saliniminda da bir mediyatdr olarak kabul edilmektedir. Kandaki PLA2 nin
kaynaginin biiyliik oranda monosit, makrofajlar, trombositler ve tiimdr hiicrelerinin

oldugu bildirilmektedir. (104-106).

Fosfolipaz A2 enzim ailesi ii¢ grup altinda incelenebilir;

+2
1. Sitoplazmik Ca bagiml fosfolipaz A2 (cCPLA2) (105)
2. Salgilanan diisiik molekiil agirlikli fosfolipaz A2 (SPLA2) (105)
3. Lipoprotein iliskili fosfolipaz A2 (105)
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2.7.2. Lipoprotein iliskili Fosfolipaz A2

Lipoprotein iligkili fosfolipaz A2 (Lp-PLA2) (EC: 3.1.1.47) fosfolipaz A2
ailesinin 7. grubudur. Gliserofosfolipidlerin sn-2 pozisyonundan yag asitlerinin
hidrolizini katalizleyen ve arasidonik asit, lizofosfolipid gibi serbest yag asitlerini
olusturan bir enzim ailesindendir. Lp-PLAZ2 aktivitesi Farr ve arkadaslart (107)
tarafindan 1980 yilinda gosterilmistir. Lp-PLAZ2, Platelet aktive edici faktoriide (PAF)
hidroliz ettiginden ayn1 zamanda platelet aktive edici faktor asetilhidrolaz (PAF - AH)
olarak da adlandirilmaktadir. PAF’in PAF-AH tarafindan hidroliz edilmesiyle lizo-
platelet aktive edici faktor (Lizo-PAF) olusur (Sekil 2.6) (9, 108).

EI)
CHg-C-OH
CHy-O-(CHy)n-CHs CHp-O-(CHa)n-CH3
g | |
CHj-C-O-C-H HO-C-H

‘,f . PAF-AH | ﬁ )
CHg-O-II:’-O-(CHQ)Z-N(CH;;)a CH2-O-II:’-O-(CH2)2-N(CH3)3

O O

PAF Lizo-PAF

Sekil 2.6. PAF’1n PAF-AH tarafindan hidrolizi (108)
PAF; Patelet aktive edici faktér, PAF-AH; Patelet aktive edici faktor asetilhidrolaz, Lizo-PAF; Lizo-
platelet aktive edici faktor

Su ana kadar PAF-AH’1n {i¢ izoformu belirlenmistir. Bunlar;
Plazma PAF-AH (Lp-PLA2)
PAF-AHII ve
PAF-AH Ib’dir.

26



Plazma PAF-AH, lipoproteinlerle karakteristik iliskisinden dolayr Lp-PLA2
olarak adlandirilmistir. Lp-PLA2, molekiiler agirligt 45 kDa olup monomerik bir
polipeptitdir. PAF-AHII ise molekiil agirligi 40 kDa olan bir intraseliiler enzimdir. Bu
enzim karaciger ve bobreklerde yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir. Lp-PLAZ2 ile %41
sekuens benzerligi vardir. PAF-AH’1n intraseliiler diger bir formu olan PAF-AH Ib
kompleksi, beyinde bulunur. Bu kompleks iki tane alve a2 26 kDa katalitik
subunitlerden olugmaktadir. Diger enzimlerle %3 sekuens benzerligi bulunmaktadir
(109, 110).

Lp-PLA2, fosfolipaz A2 enzimlerinin aksine enzimatik aktivite icin Ca**a
ihtiyag duymamaktadir. Lp-PLA2, baslica, monositler ve makrofajlar, T-lenfositler ve
mast hiicrelerinde bulunmaktadir. Lp-PLA2’nin yaklasik % 80’inin LDL’ye, % 20’sinin
ise HDL’ye baglandigi gosterilmistir. Ancak daha sonra, LDL ve HDL partikiilleri
arasindaki Lp-PLA2 dagiliminin daha degisken olabilecegi agiklanmistir. HDL ve LDL
partikiilleri arasindaki Lp-PLA2 dagiliminin plazma Lp-PLA2 aktivitesini etkileyen
glikozilasyon boyutuna bagli olarak degistigi kanitlanmistir (111, 112).

Lp-PLAZ2 invitro platelet aktive edici faktorii hidroliz edici etkisine ek olarak,
arter duvarmin etrafinda LDL oksidasyonuyla {iretilen okside LDL’deki modifiye
fosfolipidlerin, lizofosfotidilkolin (LPC) ve okside yag asitlerine (oxFFA) hidrolizini de
gerceklestirir (Sekil 2.7) (112-115).

0 0
;_-,J.AAMMA ;'_,LAMAMA lizofosfotidilkolin
) O
J] ) Lp-PL:
;;n*_ln)\!\f[" p-PLA2 (H
N ! e, \P l4 I - : \r'/
»,'-*Fu—l_‘ \\ ._I—v!'—l_—\/ i\

0 0

Okside LDL Okside Yag Asidi

} ):va\J\M’:'
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Sekil 2.7. Okside LDL’nin Lp-PLA2 tarafindan hidrolizi (114)
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2.7.2.1. Lp-PLA2 Enziminin Yapisi

1995 yilinda Tjoelker ve ark. (116) tarafindan plazma Lp-PLA2’nin protein
yap1 karakterizasyonu ve cDNA klonlamas1 yapilmistir. Insan Lp-PLA2 c¢cDNA’sin1
insan makrofaj ve T-hiicre lenfoma ¢cDNA Kkiitiiphanesini tarayarak klonlamislardir.
Kodlanan protein, 441 aminoasit rezidiisiinden olusmaktadir ve Lys-41 ve lle-42
arasindaki bagin yikilmasiyla 45 kDa molekiiler agirliginda olgun enzim olusmaktadir.
Ik 17 residii (Met-1 ile Ala-17) hidrofobiktir ve tipik sekresyon sinyal dizisi olusur ve
sonraki 24 residii (Vall8 ile Lys-41) plazmadan saflastirilan proteinde bulunamamuistir
(116,117).

Lp-PLA2’in sekil 2.8'de ii¢ boyutlu yapisi ve sekil 2.9'de tersiyer yapisi
verilmistir ve ¢ogunlukla 9 beta paralel tabaka ile 5 heliks yapidan olusmaktadir. Lp-
PLAZ2; Glisin-X-Serin-X-Glisin (GXSXG) dizisini igermektedir bu sekuens ¢ogunlukla
lipaz ve esterazlarda bulunmaktadir. Lp-PLA2’deki GXSXG motifin varlig: ile enzim
aktivitesinin serin spesifik inhibitorleri ile bloke edilebilecegi yoniinde goriigler
bulunmaktadir. Bu motifteki ser-273 aktif niikleofil bolgedir ve his-351 ve asp296 ile
katalitik tglii grup olusturur. Lp-PLA2 hidrofobik sinyal peptid ayrildiktan sonra
salgilanmaktadir ve yaygim bir sekilde N-glikolize oldugu gdzlemlenmistir. Iki tane N-
glikozilasyon bdlgesi bulunmaktadir ve seker zincirlerinin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte bu seker =zincirlerinin  enzim aktivite fonksiyonunu
etkileyebildigini bildiren kanitlar mevcuttur. Bolgeye 6zgli mutagenez kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda, birka¢ aminoasit rezidiisiiniin LDL partikiiliiniin Lp-PLA2 ye

baglanmasinda 6nemli oldugu saptanmistir (116-118).
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Sekil 2.8. Lp-PLA2’ nin {i¢ boyutlu yapis1 (118)

n'@

Sekil 2.9. Lp-PLA2 enziminin tersiyer yapist (118)

2.7.2.2. Lp-PLA2 Substratlar:

Lp-PLA2’nin insan plazmasindaki PAF hidrolizinin neredeyse tiimiinden
sorumlu oldugu bildirilmistir. Hemostatik fonksiyonunu belirli bir diizeyde tutmak igin,
insan plazmasin da PAF diizeyleri en az 54 pg/ml kadar olmalidir. Lp-PLA2 yiiksek
Vmax’a sahip oldugu icin plazmada PAF omrii birkag dakikadir. HDL-iligkili lesitin-

kolestrol acilesterazin PAF’a kars1 hidrolitik aktivite gostermesine ragmen, in vivo
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olarak PAF wuzaklagtirmasina katkist ¢ok azdir. Bir diger HDL-iliskili enzim
Paraoksanaz-1’in (PON-1) PAF’a kars1 hidrolitik aktivite gosterdigi, ancak bu hidrolitik
aktivitesinin biiyiik bir olasilikla PON-1 preparatlariin Lp-PLAZ2 ile kontaminasyonu
sonucu oldugu bildirilmistir. Lp-PLA2’nin Val279Phe tek nokta mutasyona sahip
bireylerden alinan plazmada PAF hidrolizinin olmadig1 ve ekzojen olarak eklenen
PAF’1n degigsmeden kaldig1 saptanmistir. Bu ylizden Lp-PLA2’nin insan plazmasindaki
PAF hidrolizinin neredeyse tiimiinden sorumlu oldugu bildirilmistir (119-122).

Lp-PLA2 PAF’1n bir asetil esterini hidroliz eden enzim olarak kesfedilmesine
ragmen, daha sonraki c¢alismalarda, genis bir substrat spesifitesine sahip oldugu
gosterilmistir (119).

Lp-PLA2’nin aym1 zamanda fosfotidil kolinin (PC) sn-2 posizyonundaki kisa
zincirli yag asitlerine kars1 hidrolitik aktivitesi vardir. Lp-PLA2 sn-2’deki C9 agil
zincirli PC’ni nedeyse hi¢ degrade etmemesine karsin, w-sonunda agil zincirin aldehit
grubu varliginda enzim aktivitesi onemli Ol¢iide artmaktadir. Bu artmis aktivitenin
nedeni biiyiik bir olasilikla substratlarin sudaki artmis ¢oziiniirliigiinden olabilecegi ileri
stirilmistiir (120).

Ayrica, sn-2 pozisyonundaki C5 agil zincirli PAF analoglarinin, w-aldehit ya da
w-karboksil olmasi Lp-PLA?2 tarafindan hidrolizini saglamaktadir (119).

2.7.2. 3. Lp-PLA2 Geni ve Genetik Polimorfizmler

Lp-PLA2 geni kromozomun 6921.2-p12 bolgesinde yer alir ve 12 ekzondan
olusur. Lp-PLA2’de ilk tanimlanan V279F mutasyonu, 9. ekzonda 994. niikleotidde
Guaninin yerine Timinin (G994T) yer almasiyla olusan tek nokta mutasyonudur. Bu
niikleotid degisikligi olgun proteinde Valin 279 Fenilalanin (V279F) olusmasina ve Lp-
PLAZ2 enziminde aktivite eksikligine neden olmaktadir. Val 279 aktif bolge olan Ser273
ve Asp296 residulari arasinda bulunur ve bu yapi enzimin dogru katlanmasi igin
oldukca onemlidir. Lp-PLA2 enzim eksikliginin molekiiler temelinin baglica enzimin
aktif bolgesi yakinindaki V279F tek nokta mutasyonundan kaynaklandig: belirlenmistir
(13,123).
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Miwa ve ark (124) ilk kez Lp-PLA2 aktivite degisikligini 5 japon ailede
otozomal resesif olarak kalitsal oldugunu bildirmigslerdir. Saglikli Japon bireylerde
V279F mutasyonunun goriilme sikligi yiiksek olarak saptanmis olup heterozigot ve
homozigot siklig1 sirasiyla %27 ve %4 olarak belirlenmistir. Bu mutasyon daha sonra,
Tayvan, Kore Kirgizistan, Azerbaycan ve Tiirkiye’deki bireylerde de oldugu
belirlenmistir. Kuzey Amerika ile ilgili herhangi bir veri bulunmamaktadir (124-126).

Lp-PLA2 geninde baska tek niikleotid polimorfizmleri de (SNP) tanimlanmustir.
En ¢ok calisilan SNP’ler R92H, 1198T, 1317N, Q281R, V279F ve A379V’dir (Sekil
2.10) (127, 128).

atal
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Intrenic SHP Inactivating non=synonymous SHP

Sekil 2.10. Lp-PLA2 geni ve SNP’ler (123)

1198T ekzon 7°de (pozisyon 593, T-C) ve A379V ekzon 11°de (pozisyon 1136,
T-C) bulunan missense polimorfizmlerdir ve Kafkaslarda tanimlanmigtir. Lp-PLA2’nin
substrat affinitesini azalltigi bulunmustur. 1317N mutasyonu enzimin Katalitik
bolgesinde N bagli glikolizasyon bolgesinde olusur. V279F yakinindaki Q281R(ekzon
9, pozisyon1001, A-G) mutasyonunun aktiviteyi azalttigi ancak tamamen ortadan

kaldirmadigi saptanmistir (125,127).
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2.7.2.4. Lp-LPA2 Ekspresyonu ve Ekspresyonunun Diizenlenmesi

In vitro calismalarda, Lp-PLA2 nin kaynagi hematopoetik hiicreler ve
hepatositler olarak belirlenmistir. Monositlerin makrofajlara farklilasmasi siiresince
makrofajlardan Lp-PLA2 sentezlenmekte ve sekrete edilmektedir. Mast hiicreleri gibi
diger hematopoetik hiicreler inflamasyona yanit olarak Lp-PLA2 sekrete etmektedir.
Northern blot analizi ile timus, tonsil ve plasenta gibi makrofajlarin bol miktarda
bulundugu dokularda Lp-PLA2 mRNA ekspresyonu gézlemlenmistir (128,129).

Lp-PLA2 sekresyonu, substratlari, bazi sitokinler ve steroid hormonlar1 gibi
ekzojen uyaricilar tarafindan diizenlenmektedir. Ayrica onemli Olciide hiicresel
farklilasma durumundan da etkilenmektedir (130).

Yapilan calismalarda anti inflamatuvar glukokortikoid olan Dexametazonun
farklilasmis HL-60 hiicrelerinden Lp-PLA2 sekresyonunu artirdigini, proinflamatuvar
mediatorler olan TNF alfa, IL-1 alfa ve IL-1 betanin desidul mafrofajlardan
sekresyonunu azalttigi gosterilmistir. INF gama, IL-1,4,6, TNF alfa, GM-CSF, ve M-
CSF ile situmiile olan makrofajlarda Lp-PLA2 sekresyonunda azalma saptanmustir.
Diger bir ¢aligmada ise proinflamatuvar uyaranlar olan Lipopolisakkarit, IL-1 beta G-
CSF ve TNF alfa’nin daha az farklilasmis monositlerde Lp-PLA2’nin sekresyonunu ve
sentezini artirdigi gosterilmistir. Sonug olarak pro ve anti inflamatuvar ajanlarin Lp-
PLA2’nin ekspresyonunu diizenleme yeteneginin hiicresel farklilagma durumuna bagh
oldugu gdzlemlenmistir. In vivo olarak, 6strojenlerin yetiskin erkek ve disi farelerin
plazma Lp-PLA2 diizeylerini azalttigi, aksine progestrinlerin ters etki yaptigi
belirlenmistir (128-131).

2.7.2.5. Lp-PLA2’nin Lipoproteinlerle Tliskisi

Lp-PLA2 aktivitesinin %80'i LDL-K ile ve kalan %20'si HDL-K ile iliskilidir.
In vivo olarak, Lp-PLA?2 iki lipoprotein arasinda transfer olabilmektedir. Bu 6zellik,
Lp-PLA2 aktivitesinin regiilasyon mekanizmasindan biridir (125).

Lp-PLA2- LDL iliskisi

Lp-PLA2 aktivitesi lipit kompozisyonunu ve lipoprotein yap1 degisiklerinden
etkilenmektedir. Hiicresel Lp-PLA2 sekresyonu LDL ve diger lipoprotein
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partikiillerinin sekresyonundan bagimsiz olarak olusmakta ve Lp-PLA2 sekrete
olduktan sonra plazma lipoprotein partikiillerine baglanmaktadir. Bu lipoprotein
partikiilleri havuzunda Lp-PLA2 tercihen kiiglik, yogun LDL (LDL-5) ve HDL3c ile
iligskidedir (Sekil 2.11) (132-134).

LDL’deki ApoB’nin karboksil terminal ucu Lp-PLA2 iliskisinde 6nemli rol
oynar. Lp-PLA2 aktivitesinin LDL-5 i¢inde bol miktarda bulunan LDL’nin
elektronegatif subfranksiyonu [LDL(-)] ile iliskisi gosterilmistir. LDL(-)’nin MCP-1 ve
IL-8 gibi kemokinlerin salinimini indiikledigi saptanmistir (132,134).

Sekil 2.11. LDL ve Lp-PLA2 (134)

Lp-PLA2- HDL iliskisi

Lp-PLA2 tercihen HDL subfraksiyonlarindan HDL3c ile iliskidedir. HDL-
iligkili Lp-PLAZ2 nin olasi rollerinden birisi Lp-PLA2 rezervuari olarak davranmaktadir.
Apolipoprotein E eksikligi farelerdeki, apolipoprotein I asir1 ekspresyonunun HDL-Lp-
PLA2 diizeyini arttirdigi gorilmistiir. Hiperkolesterolemi hastalarda da HDL-Lp-PLA2
aktivitesinin 6nemli derecede azaldigi bildirilmistir. HDL iligkili Lp-PLA2, HDL nin
antioksidatif ve anti-inflamatuvar potansiyeline katki sagladigi diisiiniilmektedir
(133,135).
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2.7.2.6. Lipoproteinler Arasindaki Degisik Lp-PLA2 Dagilimi ve Ateroskleroz

Dislipidemi ateroskleroz i¢in giiclii bir risk faktorii olarak diistintilmektedir.
Lipoprotein partikiilleri arasindaki Lp-PLA2 aktivite dagilimi dislipidemi hastalarinda
saglikli bireylere gore degismistir ve lipoproteinler arasindaki Lp-PLA2 nin bu anormal
dagilimi Lp-PLAZ2'nin ateroprotektif roliinii etkileyebilmektedir (135).

Esansiyel hiperkolesterolemi (TipIIA dislipidemi) hastalarinda artmis total
kolesterol ve plazma LDL-iliskili Lp-PLA2 aktivitesi gozlenirken, HDL-iliskili Lp-
PLA2'de 6nemli bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir. Plazma enzim aktivitesinin total
plazma kolesterolii, LDL-K ve ApoB ile pozitif korelasyonu gézlemlenmistir. Plazma
ve LDL-iliskili Lp-PLAZ2 enzim aktivitelerinin, hiperkolesteroleminin siddetindeki artis
ile paralel olarak arttigida bildirilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi ise homozigot
ailesel hiperkolesterolemi hastalarda saptanmistir (135).

Mikst hiperlipidemili (Tip 1I1B dislipidemi) hastalarda, total kolesterol ve LDL-
iligkili plazma Lp-PLA2 aktivitelerinde artis bulunmustur. Bu hastalarda ayn1 zamanda
VLDL ve IDL'deki Lp-PLA2 aktivitelerinde artis saptanmistir. Tip IIB hastalarinda
azalmis HDL-K ve HDL-iliskili Lp-PLA2 aktivitesi ve artmis TG diizeyleri
belirlenmistir (136).

Esansiyel hipertrigliseridemili (tip IV dislipidemi) hastalarda daha yiiksek
plazma Lp-PLA2 aktivitesi bulunmustur. Bu hastalarda VLDL ve IDL Lp-PLA2
aktivitesi daha yiiksek iken, LDL-iligkili Lp-PLA2 aktivitesi degismemistir. Sonug
olarak bu tiim dislipidemiler azalmis HDL-iligkili Lp-PLA2'nin plazma Lp-PLA2'ye
oranini indiiklemektedir. HDL, LDL oksidasyonunu o6nlemekte ve HDL-iliskili Lp-
PLA2'nin bu etkiyi diger HDL-iliskili enzimler olan Paraoksanaz ve Lesitin kolesterol
acil transferaz) ile birlikte yapmis olabilecegi disiintilmektedir. Dislipidemi-indiklii
azalmig HDL-iligkili Lp-PLA2'nin plazma Lp-PLA2'ye orani aterosklerozu tetiklemekte
veya siddetlendirmektedir. (137,138).

Tip 1A ve B dislipidemili hastalarin hipolipidemik ilag olan atorvastatin ile
tedavi edildiklerinde, plazma LDL diizeylerindeki azalmanin bir sonucu olarak total Lp-
PLAZ2 aktivitesi azalmakta ve tercihen LDL-5 subfrakiyonu iliskili Lp-PLAZ2 aktivitesi
azalmaktadir. Atorvastatin tedavisi HDL-iligkili Lp-PLA2 aktivitesine etki etmedigi
icin, HDL-Lp-PLA2'nin LDL-Lp-PLA2'ye orami ilag alimindan sonra yeniden
diizenlenmistir. Ote yandan baska bir hipolipidemik ilag olan fenofibrat tip Il A B ve IV
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dislipidemili hastalarda total plazma Lp-PLAZ2 aktivitesini azalttigi saptanmustir. Tip Il
A hastalarda, bu azalis LDL-5 iliskili Lp-PLA2' nin azalmasindan kaynaklidir. Tip 1IB
ve IV hastalarinda ise VLDL+IDL ve LDL-5 iligkili Lp-PLA2'deki azalistan dolayidir.
Ayrica fenofibrat tedavisinde HDL-iligkili Lp-PLAZ2 aktivitesindeki artis, HDL3c
subfraksiyonundaki Lp-PLA2 aktivitesindeki artigin bir sonucudur. Bu 6ngdriilere gore
hipolipidemik ilaglarin anti aterojenik etkilerinin bir kismi, HDL-iligkili Lp-PLA2'nin
LDL-iliskili Lp-PLA2'ye oraninda bir artis ile agiklanabilecegi Onerilmektedir
(136,137,139).

HDL-iliskili Lp-PLA2 aktivitesi, plazma HDL-C ve Apo A-l ile pozitif
korelasyonu gozlemlenmistir. Apo Al/PC disklerin intravendz infiizyonu insan plazma
HDL diizeylerinde artisa yol agtigi goriilmiistiir (140). Kujiraoka ve ark (141), saglikli
erkeklere Apo AI/PC disklerin intravendz infiizyonunun, total plazma Lp-PLA2
aktivitesini  degistirmeksizin ~ HDL-iligkili ~ Lp-PLA2  aktivitesini  artirdigini
bildirmislerdir (140-142).

2.8. Koroner Arter Hastalig1 Patogenezinde Lp-PLA2’nin Rolii

Oksidatif modifikasyon, monositlerin damar duvari i¢ine gogii, daha sonra
makrofajlarin  aktivasyonu ve kopiik hiicre olusumu aterosklerozun patogenezinde
anahtar rol oynamaktadir (7-9).

PAF niikleer faktor kappaB aktivasyon yolu ile ICAM-1 ve VCAM-1 gibi
adezyon molekiillerini ve MCP-1 ve CSF-1 gibi kemotaksis uyaranlarin ekspresyonunu
indiikler (7,125).

Lp-PLA2, damar duvarlarindaki okside LDL’yi hidrolize ederek LPC ve oxFFA
olusturmasi sonucu vaskiiler inflamasyon baglar, damar duvarina monosit toplanmasini
ve plak i¢indeki apoptozisi uyarir (7-9,118).

LPC ve oxFFA inflamatuvar mediatorler olup;
Monositler ve T hiicreleri i¢in gii¢lii bir kemoatraktandir,
Endotel disfonksiyonunu ilerletirler, makrofaj proliferasyonu sitiimiile ederler,
Diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda apoptozisi indiiklerler,

Adezyon molekiillerinin ekspresyonunu upregiile ederler,
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Heparin baglayic1 epidermal biiyiime faktdr-benzeri proteinleri ve platelet-derive
biiyiime faktorlerin ekspresyonunu sitiimiile ederler ve
Endotelden NO {iretimini inhibe ederler (113).

Sonrasinda sekillenen makrofajlar damar duvarindaki okside LDL’yi fagosite
eder ve kopiik hiicrelerini olustururlar, kopiik hiicrelerinin birikmesi lipit ¢ekirdegini
olusturur. Aktive makrofajlar ve kopiik hiicreleri daha fazla Lp-PLA2 iiretir ve Lp-
PLAZ2 plaklardan dolasima salinir (Sekil 2.12) (7-9,113, 143).

a
y
Mozt S'i“‘ﬁ“"/\-.

Adezyen

Aolekalleri

Sekil 2.12. Aterosklerozda Lp-PLA2’nin rolii (143)

Yapilan c¢alismalar, kiiciik yogun LDL’nin oksidasyona duyarliligindan dolay1
Lp-PLA2 ile birlesmeyi tercih ettigini gostermistir. Ciinkii Lp-PLA2’nin okside
LDL’deki fosfolipidlerden salgiladigi bioaktif okside serbest yag asitleri ve
lizofosfatidilkolinlerin  arteryal = duvar  {izerinde  zararh  etkileri  vardur.
Lizofosfotidilkolinin bir monosit kemoatraktan1 olarak etki gosterdigi, diiz kas ve
makrofaj proliferasyonunu tetikledigi, arteryal endotel fonksiyonunu bozdugu, makrofaj
ve diiz kas hiicreleri iizerine toksik ve apoptotik etkisi oldugu ve okside LDL’nin
antijenitesini artirdigi gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan bir¢ok klinik ¢aligmada
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Lp-PLAZ2’nin koroner arter hastaligi icin bir risk faktorii olabilecegi belirtilmektedir
(144-147).

Lp-PLA2 aterosklerotik plaklar iginde {iretildigi icin sistemik inflamasyon
yerine vaskiiler etki gibi yansimaktadir. Plaklarda Lp-PLA2 baslica nekrotik kor,
zedelenebilir plak ¢evresinde ve riiptiire plaklarda eksprese olur ¢ok az miktarda da
daha az ilerlemis plaklarda bulunur. Bu da Lp-PLA2 nin plak gelisim mediatorii
olabilecegini gostermektedir. Insan aortik aterosklerotik plaklarinda artmis Lp-PLA2
ekspresyonu gozlemlenmistir ve Lp-PLA2 ekspresyonu, zedelenebilir ve riiptiire
plaklarin makrofajlarinda ve nekrotik korda daha az ilerlemis plaklarla
karsilastirildiginda daha fazla eksprese olmaktadir (9-12,14,148).

Bazi ¢alismalarda da Lp-PLA2’nin ateroskleroza karsi koruyucu rolii oldugu
diistiniilmektedir. PAF ve PAF-benzeri okside fosfolipidler aterosklerotik plaktan
monosit-derive dentritik hiicre benzeri hiicrelerin gogiinii engellemekte ve bu hiicreleri
subendotelyumda alikoymasini desteklemektedir. PAF ve PAF-benzeri okside
fosfolipidlerin tiim etkileri Lp-PLA2’nin aterogenezde koruyucu rolii olabilecegi
hipotezine gotiirmektedir. Bu durum Lp-PLA2’nin dolasimdaki ve aterosklerotik
lezyonlardan fosfolipid mediatorlerin bu proaterojenik ve proinflamatuarlarin
temizlenmesi ile agiklanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda LDL’nin oksidatif etkisini
engellemesi, adenovirus araciligiyla Lp-PLA2’nin Apo E eksikligi saptanan farelere
transfer edildiginde aterosklerozun azalmasi ve kolesteroliin ana bileseni HDL olan
farelerde Lp-PLA2’nin aterosklerotik hastalik gelisimine karst koruyucu olmasi ve
tamamimin HDL’ye baglanmasi bu varsayimi destekler. Ancak bu antiaterojenik etki

insanlarda gosterilmemistir. (147-148).
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3. GEREC ve YONTEM

Arag ve Gerecler

Kimyasal Madde ve Coziiciiler

Mutlak etil alkol (Reidel-Haen, Almanya)
2-propandiol (Merck, Almanya)

Bidistile su

Alet ve Gerecler

Santrifiij (Sigma k-15-1, Almanya)

Etiiv (Niive EN 500, Tiirkiye)

-20 °C Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye)

-80 °C Derin dondurucu (Jouan, Danimarka)

+4 °C Sogutucu (Bosch, Almanya)

1,5 mI’lik kapakli ependorf tiip (Isolab, Almanya)

Otomatik ayarlanabilir pipet (Eppendorf, Almanya)

Cobas 501 otoanalizér (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
Ger¢ek zamanli PCR cihaz1 (LightCycler480 II, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

ELISA okuyucu (Organo Teknika, Avusturya)

EIlISA yikayicist (Organo Teknika, Avusturya)

Distile su cihazi1 (Milli pore, Fransa )

3 ml’lik %7,5 EDTA’l1 tiip (BD, Vacutainer, Ingiltere)

10 mI’lik igeriksiz biyokimya tiipii (BD, Vacutainer, Ingiltere)

Kullanilan Kitler
Total Kolesterol: (Kat. No. 2055643, Roche Diagnostics GmbH Mannheim,

Almanya)
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3.2.

3.2.1.

HDL Kolesterol: (Kat. No. 2055937, Roche Diagnostics GmbH Mannheim,
Almanya)

Trigliserit: (Kat. No. 2144620, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
Aclik Kan Sekeri: (Kat. No. 2055643, Roche Diagnostics Mannheim, GmbH,
Almanya)

High Pure PCR Template Kit (Kat. No. 1 796 828, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

Lp-PLA2 V279F Mutasyon Kiti (Kat. No. 947329 Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

Lp-PLA2 ELISA Kiti (Kat.No. E90867Hu, USCN Life Science Inc, China)

Kullanilan Ayiraglar

DNA izolasyonunda Kullanilan Ayiraclar ve Hazirlanmasi

DNA izolasyonu i¢in High Pure PCR Template Kit kullanilmigtir. Kit igerigi

cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan kitin igerigi

Kimyasal Miktar1 Icerigi
Baglayici tampon 20 ml 6 M guanidin HCI, 10 mM Tris-HCI, %20
Triton X-100 (v/v), pH:4,4
Proteinaz K 90 mg Liyofilize preparat
Inhibitor uzaklastirici tampon | 53 ml 5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI pH:6,6
Yikama tamponu 20 ml 20 mM NacCl, 2 mM Tris-HCI, pH:7,5
Eliisyon tamponu 40 ml 10 mM Tris, pH:8,5

Yukarida belirtilen kit igeriklerinden baglayici tampon ve eliisyon tamponu dogrudan

hicbir iglem yapilmadan kullanilirken diger icerikler kit prospektiisiinde verilen

uygulama talimatina gore asagida verilen sekilde hazirlanmistir.
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Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K (liyofilize halde oda sicakliginda saklanmistir) 4,5
ml steril bidistile su ile sulandirilmis ve 500 pL’lik porsiyonlar halinde -20°C’de
korunmustur.

Inhibitér Uzaklastirict Tampon: 33 ml tampona 20 ml mutlak etil alkol eklenmistir.
Yikama Tamponu: 20 ml yikama tamponunun iizerine 80 ml mutlak etil alkol eklemek
yolu ile hazirlanmistir.

Ayrica DNA izolasyon kitinin igerisinde bulunmayan fakat uygulama da gerekli olan 2-
propandiol herhangi bir hazirliga gerek duyulmadan, stok ¢ozeltiden dogrudan

kullanilmistir.

3.2.2.Serum Lp-PLA2 Diizeyinin Belirlenmesinde Kullanilan Ayiraclar ve
Hazirlanmasi
Lp-PLA?2 antikorlari ile kaplanmis plak (8x12=96 kuyucuk)

Standart (liyofilize)

Standart ve 6rnek diliisyon tamponu
Assay diluent A ve B

Detection reagent A ve B
Tetrametilbenzidin substrat (TMB)
Yikama ¢ozeltisi

Stop soliisyonu

Standart cozeltilerinin hazirlanmasi: 10 dk oda 1sisinda bekletilmis 1 ml
standart diluent, liyofilize halde olan stok standart i¢ine eklendi ve ¢alkalamadan hafifge
karistirildi. Hazirlanan stok soliisyonundaki standart konsantrasyonu 50 ng/ml dir. 8
tane ependorf alind1 ve ilk yedi ependorf igerisine 0.5 ml standart diluent eklenip
sonuncusu bos birakildi. 50 ng/ml olan stok soliisyonundan 500 pl alinip ilk ependorfa
eklendi, iyice karistirildi. Bundan da 500 ul alinip bir sonrakine eklendi. Bu islem
siradaki 7 ependorfla tamamlandi. Sonugta, 8 farkli konsantrasyonlardan olusan standart
seri hazirlandi.

Assay Diluent A ve B: 2 kat konsantre olarak verilen reaktifler 6 ml distile su

ile 12 ml olacak sekilde dilue edildi.
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Detection Reagent A: Santrifiij edildikten sonra 1 ml alinip 99 ml Assay diluent
A ile 1/100 oraninda dilue edildi.

Detection Reagent B: Santrifiij edildikten sonra 1 ml alinip 99 ml Assay diluent
B ile 1/100 oraninda dilue edildi.

Yikama Cozeltisi ve Yikama Prosediirii: 20 ml’lik 30 kat konsantre yikama
cozeltisi almip tlizerine 580 ml distile su eklenerek 600 ml lik yikama soliisyonu
hazirlandi. Her bir yikama basamaginda otomatik ELISA yikayicist her kuyucuga 350
ul yikama c¢ozeltisi pipetleyecek sekilde ayarlandi ve kuyucuklar her yikama

basamaginda 3 kez yikandi.

3.3.Calisma Grubu ve Ornek Al

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji ve kalp damar cerrahisi
polikliniklerine 2010-2011 yillar1 arasinda gogiis agrisi ile basvuran ve yapilan koroner
anjiografi isleminde epikardiyal koroner arterlerinden en az birinde %70 ve fazlasi
darlig1 olan 45-82 yaslar1 arasinda 109 koroner arter hastasi (17 Kadin, 92 Erkek) ve
0zgecmisinde herhangi bir hastaligi bulunmayan, koroner anjiografi sonuglart normal
bulunan 37-78 yaslar1 arasinda 71 saglikli birey (29 Kadin, 45 Erkek) caligmaya dahil
edildi.

Calhisma dis1 birakilan bireyler
Bireylerin istememesi
18 yas alt1 bireyler
Kronik bobrek yetmezligi olan bireyler
Karacigeri etkileyen hastaligi olan bireyler
Agir anemili bireyler
Immiin sistem hastalig1 olan bireyler
Gebeler ve emziren kadinlar
Koroner arterinde disseksiyon tespit edilen bireyler
Koroner yavas akimli bireyler
Maling hastalik tanis1 almis olan bireyler
Bu calisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu 26.05.2009 ve 6/114

nolu kararinca onaylanmistir. Calismaya katilan tiim bireyler c¢alisma hakkinda
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bilgilendirilip yazili onaylar1 alindiktan sonra, anjiyografi islemi sirasinda femoral
arterden 10 ml kan alinip, DNA eldesi i¢in etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igerikli
tiiplere ve serumlar1 ayrilmak tizere igeriksiz biyokimya tiiplerine ayrildi.

Hasta ve kontrol gruplarinda Lp-PLA2 V279F mutasyonunu saptamak igin
alian tam kanlar1 DNA izolasyonu i¢in ¢alisma giiniine kadar +4 °C’de saklandi. Lipid
profili, AKS diizeyleri i¢in igeriksiz biyokimya tiiplerine alinmis periferik venoz kanlari
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve Cobas 501
otoanalizoriinde ¢alisildi. Serum Lp-PLA2 diizeyinin caligilmasi i¢in igeriksiz tiiplere
alinan vendz kan Ornekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum ornekleri

ayrilmis ve ¢aligma giiniine kadar -80 °C’de saklandi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Koroner Anjioplasti

Koroner anjioplasti standart Judkin teknigi kullanilarak femoral girisimle
gerceklestirilmistir. Koroner anjioplasti esnasinda kontrast ajanit olarak Lopromide
(Ultravist-370, Schering AG) manuel olarak (her pozisyonda 6-8 ml kontrast ajani)
kullanmilmistir. Yatay eksende her iki sag ve sol yerlesimli koroner arterlerin kranial ve
kavdal agilar1 gosterilmistir. Koroner anjioplasti islemi Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali 6gretim {iyeleri tarafindan gergeklestirilmistir.
Anjiyografi sonrasi hastalarin tikali damar sayilari, Anabilim Dali Ogretim {iyelerince
hesaplanmis ve degerlendirilmistir. Koroner anjiyografi sonuglarina gore koroner
arterlerinden en az birinde > %70 darlik belirlenen KAH hastalar1 ateroskleroz tanisi

almistir.

3.4.2. Lipit Profili Ol¢iimleri

a) Total Kolesterol Olciimii: Total kolesterol (TK) diizeyleri enzimatik kolorimetrik
metod olan kolesterol oksidaz/fenol+aminofenazon (CHOD/PAP) ile ¢alisild.
Yontemde prensip, kolesterol esterlerinin kolesterol esteraz (CE) enzimi ile agiga ¢ikan

serbest kolesteroliin, kolesterol oksidaz varhiginda hidrojen perokside (H,0,)
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oksidasyonu ve olusan H,0;’nin ise peroksidaz (POD) ile fenol ve 4-aminoantiprin (4-
AAP) varliginda, kinonimine doniisiimii ve olugan kinoniminin 520 nm’de 6l¢iilmesine

dayanmaktadir (Esitlik 3.1).

Esitlik 3.1. Total kolesteroliin 6l¢iimiinde yer alan tepkime denklemi

CE

Kolesterol esterleri + H20 — Kolesterol ~ + Yag asitleri
CHOD

Kolesterol + o)} — Kolest-4-en-3-on + H,0,
POD

2H,0, + 4-AAP + fenol — Kinonimin + 4H,0

b) HDL Kolesterol Ol¢iimii: HDL-Kolesterol (HDL-K) &lgiimiinde homojen
enzimatik kolorimetrik yontem kullanildi. Yontemin prensibinde magnezyum siilfat ve
dekstran siilfat varliginda, polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis enzimlere
direncli, suda ¢oziinen LDL, VLDL ve silomikron kompleksleri olusturulur. HDL-K
kolesterol igerigi PEG ile modifiye edilmis (%40 oraninda) kolesterol esteraz ve
kolesterol oksidaz tarafindan enzimatik kataliz ile belirlenir. Kolesterol esterleri
kolesterol esteraz tarafindan serbest kolesterol ve yag asitlerine yikilir (Esitlik 3.2).
Oksijen varliginda kolesterol, kolesterol oksidaz tarafindan A4-kolestenon ve H,0;’ye
okside olur. Hidrojen peroksit, POD tarafindan 4-AAP ve sodyum-N (2-hidroksi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoksianilin  (HSDA) varliginda mavi-mor pigment olusturur.
Olusan mavi-mor pigmentin 582 nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometrik
olarak belirlenir.
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Esitlik 3.2. HDL-Kolesterol 6l¢iimiinde yer alan tepkime denklemi

PEG-CE
HDL-K-ester  + H,0 —  Kolesterol + Yag asitleri

PEG-Kolesterol oksidaz

HDL-K + O, — Ad-kolestenon + H,0,

POD

2H,0, + 4-AAP + HSDA + H" + H,O — mavi-mor pigment + 5H,0

¢) Trigliserit Ol¢iimii: Trigliserit (TG) diizeyleri enzimatik kolorimetrik (gliserolfosfat
oksidaz-peroksidaz) yontem ile dl¢iildii. Yontemin prensibi, trigliseritlerin lipoprotein
lipaz (LPL) tarafindan serbest yag asitleri ve gliserole hidrolizini, gliseroliin
gliserokinaz (GK) ile gliserol-3-fosfata katalizini, gliserol-3-fosfatin da gliserol fosfat
oksidaz (GPO) tarafindan dihidroksiaseton fosfata (DHAP) ve H,0O;‘e oksidasyonunu
ve olusan H,0,‘in POD Kkatalizi esliginde fenol ve 4-aminofenazon ile tepkimesi sonucu
4-benzokinonmonoiminofenazon olusumuna dayanmaktadir. Olusan kinon bilesiginin

520 nm’de verdigi absorbans HDL-kolesterol ile dogru orantilidir (Esitlik 3.3).

Esitlik 3.3. Trigliserit 6l¢iimiinde yer alan tepkime denklemi

LPL

Trigiserit + 3H0 — Gliserol + 3 yag asiti
GK

Gliserol + ATP — Gliserol-3-P + ADP
GPO

Gliserol-3-P + 0, — Dihidroksiasetonfosfat + H,0O,
POD

H,O, + 4-AP + 4-klorfenol — 4-benzokinonmonoiminofenazon + 2H,0

d) LDL ve VLDL Olg¢iimii
LDL ve VLDL diizeyleri oransal olarak Friedwald (149) esitligine gore hesaplandi
(Esitlik 3.4).
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Esitlik 3.4. Friedwald Esitligi

VLDL - Trigliserit

LDL =Total - kolesterol — (HDL+VLDL)

3.4.3. Achk Kan Sekeri Olciimii

Aclik kan sekeri diizeyleri enzimatik heksokinaz metodu ile calisildi. Yontem,
heksokinaz (HK) ve Mg*? varliginda glukoz ATP ile fosforile olur. Olusan glukoz-6-P,
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) ve NADP® varliginda okside olarak 6-
fosfoglukonata dontisiir. Olusan NADPH miktar1 6rnekteki glukoz konsantrasyonu ile

direk orantilidir ve 340 nm’deki artan absorbans degeri ol¢iilerek hesaplama yapilir

(Esitlik 3.5).

Esitlik 3.5. A¢lik kan sekeri 6l¢timiinde yer alan tepkime denklemi

HK
Glukoz + ATP — Glukoz-6-P + ADP

G6PD

Glukoz-6-P + 0, —  6-fosfoglukonat + NADPH + H”

3.4.4. Serum Lp-PLAZ2 Diizeyinin Belirlenmesi

Serum Lp-PLA2 diizeyleri kantitatif sandvig enzim bagli immiinoassay (ELISA)
yontemi ile galisilmis olup ydntemin prensibinde ELISA plak kuyucuklari insan Lp-
PLA2 molekiiliine kars1 gelistirilmis spesifik bir antikor ile kaplanmistir. Standartlar ve
orneklerin ELISA kuyucuklarma eklenmesi ile ortamda bulunan Lp-PLA2 molekiilleri
sabit antikorlara baglanir. Yikama ile 6rnekte baglanmayan komponentler uzaklastirilir.
Yikama sonrasi biyotinlenmis serbest antikorlar eklenir. Ikinci yikama islemi ile
ortamdan fazla antikorlar uzaklastirildiktan sonra Avidinle konjuge Horseradish

Peroksidaz (HRP) bagl konjugat eklenir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar tekrar
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yikanir ve ortama peroksidazin substrati olan Tetrametilbenzidin (TMB) eklenir. Son
basamakta kuyucuklara eklenen stop solusyonu ile reaksiyon durdurulur. Orneklerdeki
Lp-PLA2 konsantrasyonu olusan sar1 renkle dogru orantilidir. Bu renk 450 nm de
Olcliliirerek absorbans elde edilir. Daha sonra standart egri kullanilarak konsantrasyon
hesaplanir.
Calisma Prosediirii

1. ELISA plak kuyucuklarma standart, kor ve drneklerden 100 pL eklendi. Uzeri
kapatilip 37 °C de 2 saat inkiibe edildi.
Yikama islemi yapilmadan 6rnekler aspire edildi.
Her bir kuyucuga 100 pL Reaktif A pipetlenip 37 °C de 1 saat inkiibe edildi.
Soliisyonlar aspire edildi ve otomatik ELISA yikayicist ile 3 kez yikandh.
Her bir kuyucuga 100 pL Reaktif B pipetlenip 37 °C de 30 dakika inkiibe edildi.
Soliisyonlar aspire edildi ve otomatik ELISA yikayicist ile 5 kez yikandi

N o g bk~ WD

90 pL substrat solusyonu kuyucuklara pipetlenip 37 °C de 20 dakika inkiibe
edildi.

50 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

o

9. 450 nm de absorbanslar ELISA plak okuyucusunda okundu. Konsantrasyolar

standart egriden hesaplandi.

3.4.5. Lp-PLA2V279F Gen Polimorfizmin Belirlemesi

3.4.5.1. DNA izolasyonu
a) Prensip; Hiicreler, tim niikleazlari hemen inhibe eden bir kaotropik tuz
(guanidin HCI1) varliginda proteinaz K ile kisa bir inkiibasyon sonunda
parcalanir. Hiicresel niikleik asitler piirifikasyon filtre tiiplerinde bulunan 6zel
fiber cam yapiya secici olarak baglanir. Baglh niikleik asitler kontamine edici
hiicresel elemanlardan hizli yikama ve c¢evirme islemleri ile arindirilir. Bu

islemin ger¢eklesmesinde ¢izelge 3.1°de igerigi verilen inhibitor temizleyici
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tampon ile yikama tamponu kullanilmaktadir. Son olarak diisiik tuz eliisyonu ile

niikleik asitlerin fiber cam yapidan ayrilmalari saglanir.

b) Protokol;

1.

Steril bir tiipe (1,5 ml’lik kapakli) 200 puL tam kan alindi ve {izerine sirasi ile
200 pL baglayici tampon ve 40 uL proteinaz K eklendi. Proteinaz eklenmesini
takiben tiiplerin kapaklar1 kapatilarak hemen karistirildu.

Tipler 10 dakika 72°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan 100pL izopropanol eklenir, iyice karistirilir ve karisim
filtre tlipline aktarildi.

Bir dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi.

Toplama tiipii degistirildi ve tiipe 500 pL inhibitér uzaklastirict tampon eklendi.
1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve toplama tiipii tekrar degistirildi.
Ardindan tiipe 500pL yikama tamponu eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de
santrifiij edildi. Toplama tiipli degistirildi.

Bu yikama iglemi bir kez daha tekrar edildi ve toplama tiipii degistirildi.

Tiipe herhangi bir ¢ozelti eklenmeden 10 saniye 8000 rpm’de tekrar santrifij
edildi.

Son olarak 1,5 ml’lik kapakli DNA saklama tiiplerine filtre tiipleri yerlestirilerek
igerisine 72°C’de bekletilen eliisyon tamponundan 200 uL eklenerek 1 dakika
8000 rpm’de santrifiij edildi. Bu defa DNA eliisyon tamponunun yardimu ile 1,5
ml’lik kapakli DNA saklama tiiplerine gectigi icin filtre tiipleri uzaklastirilir ve

DNA eldesi tamamlanmis olur.

3.4.5.2. Primer ve Prob Dizayni

Biitiin amplifikasyon primerleri standart fosforamid kimyas1 (MWG-Biotech) ve

tim flurofor-isaretli problar Tib-Mol-Biol tarafindan sentezlenmis ve ters-faz HPLC ile

saflagtirllmistir. Amplifikasyonda Lp-PLA2 V279F mutasyonunu saptamak igin bir set

primer kullanilmigtir.

Lp-PLA2 Primer ve Prob Dizaym: Lp-PLA2 V279F mutasyonu igin primer ve prob

dizileri ¢izelge 3.2’de verilmistir. Primerler V279F mutasyonunun yer aldig1 148 b¢’lik
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amplikon eldesi i¢in kullanilmistir. V279F mutasyonunun belirlenmesi i¢in ¢apa prob
ve belirleme probu kullanilmistir.

Belirleme probu 148 bg¢’lik amplikonda C alleli ile komplementerdir. Probun
S’ucu LCRed 640 ile isaretlenmis, (Taq polimeraz tarafindan olasi uzamanin
engellenmesi i¢in) 3° ucu fosforile edilmis 21-mer oligoniikleotid dizisidir.

Capa probu belirleme probundan iki baz uzakliktaki bolgeye komplementer 3’
ucu floresanlanmis 30-mer oligoniikleotiddir. Sekil.3.1°de 148 bg amplikona primer ve

proplarin baglanmasi gosterilmistir.

Forward

—
T [¥274F]
]

148 b

AT A T LT AT T T T T e T T T T T T A o T TR T TR AT T L T Gl ol T A T T Gt TR S A T RAGA TRETRALGEAL GG R TAGTARATTA TTWAAG
ARG TT TR Tk T A AT AT T T T T AT TR T T A T T kA A T T A T A T T A T LR T T AT T T RS AT T T T T AT T A TR TT ST T CICTTATCATT TRRTARCETTE

(apa probu Beltrleme probu Reverss

Sekil 3.1. Primer ve problarin amplikona baglanma bolgeleri

Cizelge 3.2. Lp-PLA2 V279F mutasyonu i¢in kullanilan primer ve prob dizileri

Primer ve Problar Primer ve Prob Dizileri

Forward Primer 5> CAAATAggACTCTATTgATAggg 3’

Reverse Primer 5° gCTTTACTATCTTATTTTCTTACCTg 3’

Belirleme Probu 5" AgTCTgAATAACCgTTgCTCC--FL 3’

Capa Probu 5° LC-CCAAAAgAATGTCCAATTACTGCTATTTTT--PH 3’

3.4.5.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Real Time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) hedef DNA’daki niikleotid
dizisi bilinen nokta mutasyon ya da delesyon igeren bir bolgesinin amplifiye edilerek
mutasyonun tespit edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Analiz denatiirasyon,

amplifikasyon, melting ve cooling olmak iizere dort basamakta yapilmaktadir.
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Calismaya baslamadan oOnce Taq polimeraz, iki primer ve prob, dort cesit
deoksiriboniikleotid fosfat (dNTP), belirli derisimde magnezyum kloriir (MgCI2) ve
tizerinde calisilacak DNA’dan olusan karisim hazirlanir.

Denatiirasyon basamaginda sicaklik arttirilir ve DNA zincirindeki niikleotidler
arasindaki baglar koparilarak amplifikasyon islemine hazir hale getirilir. DNA denatiire
edildikten sonra oligoniikleotid yapisindaki primerler sentezlenecek hedef bdlgeyi
belirleyecek sekilde ayrilan DNA zincirlerine yapisirlar. Termofilik bir bakteri olan
Thermus aquaticus’dan saflastirilan Taq polimeraz enzimi yardimiyla belirlenen bolge
dort ¢esit ANTP kullanilarak sentezlenir. Annealing (uzama) adi verilen sentez iglemi
sirasinda mutasyon olan diziye uygun olarak sentezlenmis olan mutasyon probu
(mutation probe) mutasyon bolgesine, diger prob olan capa probu (anchor probe) ise
mutasyon probunun 5’ ucu tarafina ve arada en fazla 5 niikleotidlik mesafe kalacak
sekilde yerlesir. Amplifikasyon islemi ortalama 40-50 kez tekrar edilerek yaklasik 240-
50 sayida firiin elde edilmis olur (150).

3.45.4. Lp-PLA2 V279F Mutasyon Analizi icin Real Time Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Kosullari
Lp-PLA2 VV279F mutasyon analizi i¢in kullanilan materyallerin konsantrasyon

ve miktarlari ¢izelge 3.3’de, PZR kosullar ise gizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Lp-PLA2 V279F mutasyonunun polimorfizm analizinde kullanilan materyallerin
konsantrasyon ve miktarlari

Icerik Konsantrasyon Miktar
Forward primer 0.5 uM 2.0 uL
Reverse primer 0.5 uM 2.0 uL
Capa prob 0.3 uM 2.0 puL
Belirleme probu 0.3 uM 20uL
Hibridizasyon tamponu 10X* 0.0 20uL
MgCl, 3.0 mM** 1.6 uL
Ornek DNA 50 ng 3.0 uL
Distile Su 0.0 6,4 uL
Toplam Tepkime Hacmi 20 uL

*10 kat yogun hibridizasyon tamponu niikleotidler, Taq polimeraz, 10 mM Mg*" igerir.
** 3 mM MgCI, 20 uL toplam hacimdeki final konsantrasyondur.
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Cizelge 3.4. Lp-PLA2 VV279F mutasyon analizi i¢in PZR kosullar1

PZR asamalari Hedef Bekleme Is1 gecis | Floresan
181 siiresi (sn) | orani (°C/sn) | okuma

Denatiirasyon (1 Dongii) 95°C 10 4.4 Yok

Amplifikasyon [Denatiirasyon 95°C 10 4.4 Yok

(45 Dongii) 'Yapisma 53°C 26 2.2 Tek

Uzama 72°C 16 4.4 Yok

Melting Curve |Dinlenme 1 95°C 30 44 Yok

(1 Dongii) Dinlenme 2 40°C 60 2.2 Yok
Okuma 80 0.0 0.05 Stirekli

Soguma (1 Dongii) 40°C 60 2.2 Yok

3.4.5.5. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu Melting Curve Analizi ile Lp-
PLA2 V279F’ye ait Genotip Belirlenmesi

Bir DNA molekiiliiniin erime 1sis1 (Melting temperature: Tm) igerdigi G+C
(quanin+sitozin) miktarina, uzunluguna ve iki zincir arasinda goésterdigi homolojiye
bagli olarak degismektedir.

Melting curve analizi ile genotip belirlenmesi iki hibridizasyon probu
kullanilarak yapilmaktadir. Hibridizasyon problarindan ilki mutasyon olan diziye
baglanan ve 5’ ucundan LightCycler-Red (LC-Red) fluorophore (LC-Red 640 yada LC-
Red 705) ile isaretlenmis olan mutasyon probudur. Diger hibridizasyon probu ise 3’
ucundan fluoroscein ile isaretlenmis olan ¢apa probudur. Iki hibridizasyon probu hedef
dizilere yapistiktan sonra verici prob olan capa probundaki fluoroscein maddesi
LightCycler cihazinin 151k kaynag tarafindan eksite edilir ve eksitasyon enerjisinin bir
kism1 mutasyon probunda bulunan LC-Red’e transfer edilir (Fluoroscence Resonance
Transfer Energy: FRET). LC-Red tarafindan sagilan floresan LightCycler cihazi
tarafindan 6lgiiliir. Melting basamaginda sicaklik yavas yavas (0.1 sn/°C) arttirlir.
Mutasyon probunun baglandigi bolgede mutasyon varsa niikleotidlerin eslesmesi tam
olarak gerceklesmedigi i¢in Tm daha diisiik olacak ve prob baglandigi yerden daha
diisiik sicaklikta ayrilacaktir. Eer mutasyon yoksa prob daha yiiksek sicaklikta
ayrilacaktir. Mutasyon probunun baglandigi diziden kopmasiyla iki prob arasindaki
FRET gergeklesemez, cihaz tarafindan 6lgiilen floresan diizeyi azalir ve ekrana bir pik

olarak yansir (150).
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Calismada genotipik goriintiilemesi yapilan Lp-PLAZ2 V279F mutasyonunun
Melting Curve analiz goriintiileri ve degerlendirmeleri sekil 3.2°de verilmistir. Sekil
3.2’de V279F mutasyonunun erime 1silar1 verilmis olup VV genotipi i¢in erime 1s1s1
(Twm) :61.0 °C, VF genotipi i¢in ise 61.0 ve 69 °C ve FF genotipi igin ise 69 °C’dur.

Melting Peaks

1448 FF

1248 vV
1148

§ oee VE

F 0mg
0245
08
004G R — _
[0 ) S . ——

Sekil 3.2. Lp-PLA2 V279F ¢ ait Melting Curve analizi

3.5. Istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 17 (Stastistical Package for Social Sciences
version) paket programi kullanildi. AKS, TK, HDL-K, LDL-K, VLDL, Lp-PLAZ2 ve
yas degerlerinin normal dagilim gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile
incelenmis, test sonucuna goére TK, HDL-K, LDL-K, VKI ve yas degerlerinin normal
dagilim gosterdikleri bulundu. Bu sonuglara TK, HDL-K, LDL-K, VLDL, Lp-PLA2 ve
yas degerleri bakimindan calisma grubu ve kontrol grubun karsilastirilmasi igin
bagimsiz iki grup karsilastirma testlerinden Independent sample t testi kullanildi
Hastalarin AKS, T-Kol, HDL-K, LDL-K, VLDL, Lp-PLA2 ve yas degerleri
ortalama+standart sapma cinsinden verildi. Kategorik degiskenlerle KAH iliskisinin
aragtirtlmasinda ise Chi-Square testlerinden yararlanildi. Hasta grubu i¢inde Lp-PLA2

diizeylerinin tikali damar sayisina gore karsilastirilmasinda One-Way ANOVA, plak
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olusumuna gore karsilastirilmasinda ise Independent Samples t test kullanilmistir.

Sonuglar i¢in p<0.05 anlamlilik degeri olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubunu Olusturan Bireylerin Tamimlayici Bilgileri

Calisma grubumuzu, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kardiyoloji ve Kalp Damar Cerrahisi polikliniklerine 2010-2011 yillar1
arasinda gogiis agrisi ile bagvuran 46°s1 kadin, 134’1 erkek olmak iizere toplam 180
birey olusturmustur. Koroner anjiografi ile major epikardiyal damarlarda veya
dallarinda ¢apa gore en az > %70 darlik tespit edilen 109 kisi hasta grubu olarak,
normal koroner tespit edilen 71 kisi ise kontrol grubu olarak belirlendi.

Kontrol ve KAH gruplarinda risk faktorlerinin dagilimi ve tanimlayict bilgileri
cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol ve KAH gruplarinin risk faktorlerinin dagilimi ve tanimlayici bilgiler

Kontrol KAH Giiven
Odd’s
Grubu Grubu Arahgi p degeri
Oram
n=71 n=109 (%095)
Yas 55,89+11,68 | 62,69+9,44 0,001
o Kadm | 29 (40,8) 17 (15,6) | -------
Cinsiyet 0,001
Erkek | 42 (59,2) 92 (84,4) 3,73 1,85-7,53
) ) Yok 55 (77,5) 74 (68,0) | ---—---
Diyabet (Tip 2) 0,16

Var 16 (22,5) 35(32,0) | -----

Yok 33 (46,5) 373321 | ---—---

Hipertansiyon 0,092
Var 38 (53,5) 72 (67,9) | -------
Sigara Yok 54 (76,1) 67 (61,5) | ------- oot
kullanim Var | 17(23)9) 42(38,5) | 2,00 1,02-3,38 ’
.. Yok 54 (72,6) 57 (52,3) | -------
Aile OykKkiisii 0,002
Var 17 (27,4) 52 (47,7) 2,89 0,473-1,86
0 71
1 31 (30,0)
Tikahh damar
2 49 (31,0)
sayis1
3ve 29 (39,0)
ustii

Siirekli degiskenler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
n: Ornek sayis1, p: Gruplararasi anlamlilik derecesi
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Koroner arter hastasi grubunun yaslar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,001).

Koroner arter hastast grubundaki erkek hasta sayis1 kontrol grubuna oranla
yiiksek olarak belirlendi ve erkeklerin kadinlara gére KAH agisindan 3.7 kat daha riskli
oldugu saptandi (Odd’s Oran1 3.73, %95 Giiven Araligi1 1.85-7.53; p=0,001).

Koroner arter hastaligi bulunan bireylerin KAH olusturmas: agisindan Sigara
kulanim1 2 kat (p=0,023), aile 6ykiisii olan hastalarda da 2.89 Kkat (p=0,002) risk
tasidigi belirlendi.

Koroner arter hastaliginin risk faktorleri arasinda yer alan hipertansiyon

(p>0,05) ve diyabet varliginin (p>0,05) KAH agisindan risk tasimadigi saptandi.

4.2. Kontrol ve KAH Gruplarinda AKS ve Lipit Profili Diizeylerine Ait Bulgular
Kontrol ve KAH grubunu olusturan tiim bireylerin AKS ve lipid profili

diizeylerine ait bulgular gizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol ve KAH gruplarina ait AKS ve lipit profili diizeyleri

Kontrol Grubu KAH Grubu p degeri
Achk Kan Sekeri* 99,87+19,99 112,89+45,44 0,01
Total Kolesterol* 183,07 + 50,88 175,52 + 39,87 0,27
HDL-Kolesterol* 42,05+ 12,02 40,64 + 10,07 0,41
LDL-Kolesterol* 99,11 + 35,44 111,6 £41,59 0,56
VLDL-Kolesterol* 31,18 + 18,91 31,51+ 19,45 0,91
Trigliserit* 155,91+94,59 170,00+88,88 0,15

* Siirekli degiskenler ortalama+tstandart sapma olarak verilmis olup konsantrasyon birimleri mg/dl’dir
p: Gruplar arasi anlamlilik derecesi

Serum AKS diizeyleri KAH grubunda kontrol grubuna oranla yiiksek saptandi
(p<0,05). KAH grubunun kolesterol diisiiriicii etkiye sahip statin grubu ilag
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kullanimindan dolay1, aslinda KAH i¢in énemli risk faktorleri olan kolesterol diizeyleri

acisindan her iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

4.3. Kontrol ve KAH Gruplarinda Lp-PLA2 Diizeylerine Ait Bulgular

Kontrol ve KAH grubuna ait Lp-PLA2 diizeyleri Sekil 4.1’de verilmistir. Konrol
grubunda Lp-PLA2 diizeyi 90,65+87,03 ng/ml olarak bulunurken, KAH grubunda
140,54+119,92 ng/ml olarak bulundu. Serum Lp-PLA2 diizeyleri KAH grubunda
kontrol grubuna oranla yiiksek saptandi (p<0,05).

204

Lp-PLAZ ngim|

100 o

KAHGmby  Kontrol Grubu

Sekil 4.1. Koroner arter hastalar1 ve kontrol gruplarinda Lp-PLA2 diizeyleri
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4.4. Lp-PLA2 Diizeylerinin KAH’lardaki Tikali Damar Sayist ile iliskisi

KAH siddeti tikali biiyiik damar (Sol ana koroner arter, sol anterior inen arter,
sirkumfleks arter ve sag koroner arter) sayisina gore 1 damar, 2 damar ve 3 damar ve
iistii olarak 3 alt gruba ayrilmustir. Lp-PLAZ2 diizeyleri ile KAH tikali damar sayisi
arasindaki iliski sekil 4.2’de gosterilmistir.

300
200
[ ]
— N
100 * N
0 w w L
1 2 3

Damar sayisi

Sekil 4.2 Koroner arter hastalariin tikali damar sayisina gore Lp-PLA2 diizeyleri

1 damar, 2 damar ve 3 damar Ustiine gore Lp-PLA2 diizeyleri sirasiyla
102.31£94.74, 142.44+123.9, 173.17£122.3 ng/ml olarak bulundu. Lp-PLA2
diizeylerinin tikali damar sayisina gore artis oldugu saptanmis olup, 3 damar ve tistii
hastalarin en yiiksek Lp-PLA2 diizeylerine sahip oldugu belirlendi. 2 damar Lp-PLA2
diizeyleri 1 damara gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p=0,106), ayn1 zamanda 3 damar ve iistii Lp-PLA2 diizeyleri 2 damara gore
yiiksek olmasina ragmen farkin anlamli olmadig: saptandi (p=0,291). Sadece 3 damar

ve Ustii ile 1 damar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptand1 (p=0,016).
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4.5. KAH Grubunda Plakh Hastalarda Lp-PLA2 Diizeylerine Ait Bulgular
KAH grubunda koroner arterlerinde  plak bulunan ve plak bulunmayan

hastalarda Lp-PLA2 diizeyleri Cizelge 4.3’de verilmistir.
Cizelge 4.3 KAH grubunda plakli ve plaksiz hastalarda Lp-PLA2 diizeyleri

n (%) Lp-PLA2 p degeri
Plakh KAH’lar1 54 (49,5) 153,93+118,03 0,198
Plaksiz KAH’lar1 55 (50,5) 124,74 £117,08

* Siirekli degiskenler ortalama+standart sapma olarak verilmis olup konsantrasyon birimleri ng/ml’dir
n: Ornek sayis1, p: Gruplar aras1 anlamlilik derecesi

KAH grubunda koroner arterlerinde plakli ve plaksiz hastalarda Lp-PLAZ2
diizeyleri karsilagtirildiginda plakli hastalarda Lp-PLA2 diizeyi yiiksek olmasina

ragmen istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

4.6. KAH Grubunun LDL-Kolesterol, HDL- Kolesterol, Yas, Cinsiyet, Diyabet,
Hipertansiyon, Sigara Kullanimi ve Aile Oykiisiine Gore Lp-PLA2 Diizeyleri

Koroner arter hastaliginda risk faktorleri olan LDL-Kolesterol, HDL- Kolesterol,

yas, cinsiyet, diyabet, hipertansiyon, sigara kullanimi ve aile 6ykiisii parametreleri Lp-

PLAZ2 diizeyi ile karsilastirilarak ¢izelge 4.4°de verilmistir.
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Cizelge 4.4 Koroner arter hastalarinda LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, yas, cinsiyet, diyabet,
hipertansiyon, sigara kullanim1 ve aile 6ykiisii parametreleri ile Lp-PLA2 diizeyleri

n (%) Lp-PLA2 p degeri
Parametreler
ng/mi
>130 mg/dL 29 (26,6) | 154,72+131,03
LDL-Kolesterol 0,411
<130 mg/dL 80 (73,4) | 133,57+113,16
>40 mg/dL 60 (55,0) | 134,95+119,69
HDL-Kolesterol - = o/ar 49 (45,0) | 142,67x117,3 0,736
>50 99 (90,8) | 142,09+117,72
Yas 0,424
<50 10 (9,20) | 110,61+122.36
o Kadin 17 (15,6) | 111,06+ 89,76
Cinsiyet 0,197
Erkek 92 (84,4) | 144,40+122,11
Yok 74 (68,0) | 136,62+116,22
Diyabet 0741
Var 35(32,0) | 144,66+122,99
Yok 37 (32,1) N
Hipertansiyon 128,62+111,66 0,193
Var 72(67,9) | 159,79 + 128,33
Yok 67 (61,5) | 128,17+102,61
Sigara kullanimi 0,252
Var 42 (38,5) | 156,80+138,43
. Yok 57 (68,0) 0,177
Aile Oykiisii 124,59+123,24
Var 52(32,0) | 155,22+111,94

n: Ornek sayisi, p: Gruplar arasi farkin anlamhlik derecesi

LDL-Kolesterolii 130 mg/dl’den yiiksek ve HDL- Kolesterolii 40 mg/dl’den diisiik
olan hastalarda Lp-PLA2 diizeyleri de yiiksek olmasina ragmen gruplar arasinda
anlaml bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

Yasin risk faktorii olmasi agisindan 50 yas iizeri ve 50 yas alti bireyler
karsilastirildiginda, Lp-PLA2 diizeylerinde anlamli bir fark olmadig1 saptandi (p>0,05).

Cinsiyete gore erkeklerde kadinlara gore Lp-PLAZ2 diizeyi daha yiiksek bulunmakla
beraber bu yiikseklik anlamli degildi (p>0,05).

Hipertansiyonu olan hastalarla, hipertansiyonu olmayan hastalar arasinda bir

farklilik bulunmadi (p>0,05).
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Sigara kullanan hastalarda ve aile Oykiisii bulunan hastalarda Lp-PLAZ2 diizeyleri
yiiksek goriinmesine ragmen, sigara kullanmayan ve aile dykiisii bulunmayan hastalara

gore anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (¢izelge 4.4).

4.7. Lp-PLA2V279F Tek Nokta Mutasyonu ile KAH Arasindaki iligkiye Ait
Bulgular
Lp-PLA2 V279F tek nokta mutasyonu ile KAH arasindaki iliskiye ait bulgular ¢izelge

4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Kontrol ve hasta gruplarinda Lp-PLA2 V279F genotipleri

) Kontrol grubu
Mutasyon Genotip KAH grubu
n (%)
\AY/ 71 (%100) 109 (%100)
V279F VF 0 (%0,0) 0 (%0,0)
FF 0 (%0,0) 0 (%0,0)

Koroner arter hastasi ve kontrol grubunda sadece Lp-PLA2 V279V (wild)
genotipi kontrol grubunda ve KAH grubunda %100 olarak saptandi1 ve Lp-PLA2 V279F

heterozigot ve homozigot mutant genotipler saptanmadi.
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5. TARTISMA

KAH'm goriilme siklig1 ve buna bagli 6liim oranlar yasa, cinsiyete, diger risk
faktorlerine, toplumlara, {ilkelerin gelismislik diizeylerine ve cografi bolgelere gore
farkliliklar gostermektedir. KAH'da koroner arterleri daraltan temel etiyolojik neden
aterosklerozdur. Ateroskleroz; inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve lipit metabolizma
bozuklugunu igeren multifaktoriyel bir siire¢ olarak kabul edilmektedir. Aterosklerozun
erken evresinde, LDL’nin oksidatif modifikasyonuna kars1 kronik enflamatuvar yanitin,
makrofajlar ve T-lenfositler gibi enflamatuvar hiicrelerin subendotelyal birikimine yol
actigi dlsliniilmektedir. Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar, sigara, kolesterol,
hipertansiyon, diabetes mellitus gibi risk faktorlerinin ateroskleroz gelisimindeki roliinii
kanitlamistir. Deneysel ¢alismalar ise bu risk faktorlerinin genel enflamatuvar bir yanit
baslatarak viicutta yaygin bir reaksiyon olusturdugunu gdstermistir. Risk faktorlerine
yanit olarak hem sistemik akut faz reaktanlar1 aktive olur, hem de endotelden bir sinyal
trafigi baslar (1, 151).

Calismamizda, bu risk faktorleri KAH ve kontrol grubunun 6zgegmislerinin
sorgulanmasi ile elde edildi. Buldugumuz sonuglara goére, KAH grubunun yas
ortalamalarinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0.001). Yapilan
bircok ¢alismada KAH"in goriilme sikligi ve buna bagl 6liim oranlari yas ile yakindan
ilgilidir. 40 yastan sonra, ateroskleroz olusumu ve buna bagli KAH goriilme sikligi,
yasin artigina paralel olarak artmaktadir. KAH'in en sik goriildiigii yas erkeklerde 50-60,
kadinlarda ise 60-70 arasindadir. Ayrica uzun donem Framingham prospektif kalp
caligmalarinda ileri yagin bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmektedir (152).

KAH'n goriilme sikligi bakimindan cinsiyetler arasinda da farkliliklar vardir.
KAH erkekleri daha fazla etkiler ve bu nedenle cinsiyetin erkek olmasi bir risk
faktoriidiir. Daha onceki bir¢ok calismada KAH riskinin erkeklerde kadinlara gore
yaklagik olarak 10 y1l daha erken basladig1 bildirilmektedir. Ancak kadinlarda menapoz
ile birlikte KAH insidansi hizla artmaktadir. 40 yastan 6nce KAH'nin goriilme sikliginin
erkek/kadin oran1 8/1'dir ve 40-60 yas aras1 4/1'dir (153). Framingham Kalp Calismasi
sonuclarina gore erkeklerde kadinlara goére KAH insidansi 2 kat daha yiiksek
saptanmistir.  Yaglar1 25-64 arasinda olan 14786 kisinin izlendigi bir c¢alismada
erkeklerde kadinlara gore koroner arter hastaligi insidansi ii¢ kat ve mortalite bes kat

daha yiiksek bulunmustur (154). Bizim calismamizda ise erkek cinsiyet oram1 KAH
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grubunda % 84.4, kontrol grubunda ise % 59.2 olarak bulundu ve erkek cinsiyetin diger
calismalara benzer sekilde KAH i¢in yaklasik 3.73 kat daha riskli oldugu saptandi
(p=0.001).

Diabetes Mellitus, KAH i¢in bagimsiz bir risk faktorii olup, KAH riskini
erkeklerde iki kat ve kadinlarda dort kat artirmaktadir (155). KAH'da degistirilebilir risk
faktorlerinden bir digeride hipertansiyondur. Framingham Kalp Caligmasinda normalin
iist sinirindaki kan basincinin bile diisiik seviyelerle karsilastirildiginda kardiyovaskiiler
hastalik riskini iki kat arttirdigi goriilmiistiir (156). Diger bir ¢alismaya gore diastolik
kan basincinda her 7 mmHg'lik artisin KAH riskinde %27 oraninda bir artisa neden
oldugu saptanmistir (157). Calismamizda KAH grubunun %32’sinde diyabet,
%67.9’unda hipertansiyon oldugu belirlenirken (p=0.16), bu siklik kontrol grubunda
%22.5 ve % 53.5 olarak belirlendi. Hipertansiyon (p=0.092) ve diyabet agisindan
(p=0.16) KAH ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Cizelge 4.1).

Sigaranin KAH gelisiminde major risk faktorii oldugunu gosteren ¢ok sayida
calisma vardir. Yapilan caligmalarda sigara igmeyenlerle karsilastirildiginda, giinde 20
adet veya daha fazla sigara tiiketenlerde KAH'm 2-3 kat daha fazla goriildiigii ortaya
konmustur (158). Bizim sonuglarimiza gore KAH grubunda sigara kullanimi %38,
kontrol grubunda ise %23.9 olarak belirlendi ve sigara kullaniminin KAH riskini 2 kat
arttirdig1 saptand.

Yapilan ¢alismalarda aile 6ykiisti olmasinin KAH i¢in kuvvetli bir bagimsiz risk
faktorii oldugu gosterilmistir. Koroner hastalik i¢in en giiclii aile dykiisii birinci derece
bir yakinda erken yasta koroner kalp hastaligi 6ykiisii olmasidir. Baba veya diger birinci
derece erkek akrabalarda 55 yasindan Once, anne veya diger birinci derece kadin
akrabalarda 65 yasindan once erken koroner arter hastaligi gelisiminin olmast, o kiside
ateroskleroz gelisim riskini 1.3-1.6 kat artirmaktadir. (159). Elde ettigimiz sonuglara
gore aile Oykiisi KAH grubunda %47.7, kontrol grubunda %27.4 olarak saptandi ve
KAH grubunda aile Oykiisiinin  bulunmasi KAH’in gelisimini 2.89 kat arttirdigi
belirlendi (p=0.002).

Kanda TK ve LDL-K diizeylerinin yiiksekligi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
bir diger risk faktoriidiir. Koroner arter hastaliklarmin bir¢ogunda yalmiz LDL-K
yiikselmesi degil, HDL-K azalmasi, TG artmasi ve postprandial lipemi yiiksekligide
risk faktorlerini olusturmaktadir. Calismalar, TK, TG ve LDL-K yiiksekliginin koroner
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ateroskleroz gelismesinde belirgin rolleri oldugunu gostermektedir. Calismalarda serum
kolesterol seviyesi % 300 mg'in iistiinde bulunan bireylerin koroner aterosklerotik arter
hastalig1 gelismesi riski, serum Kkolesterol seviyesi %200 mg'in altindaki bireylerden 4
kat daha fazla oldugu gosterilmistir (160,161 161, 162). Calismamizda TG (p=0.15),
VLDL-K (p=0.91), TK (p=0.27), LDL-K (p=0.56) ve HDL-K diizeyleri (p=0.41)
bakimindan KAH ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (cizelge 4.2).
Aslinda KAH i¢in 6nemli risk faktorleri olan total kolesterol ve LDL-K diizeyleri
arasinda fark bulunmamasimnin nedeni, KAH grubunun kolesterol diistiriicii etkiye sahip
statin grubu ilag kullanmasidir.

KAH grubunda AKS diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
belirlendi (p=0.01). Bu farkin nedeni olarak KAH grubunda diyabetin (% 32) kontrol
grubuna (% 22.5) gore daha sik goriilmesine bagli olabilecegini diisiinmekteyiz (¢izelge
4.2). Yapilan ¢aligmalarda he”m diyabetik hem de diyabetik olmayanlarda yiiksek kan
sekerinin kardiyovaskiiler risk ile korele oldugu goriilmiistiir (162).

Aterosklerozun bir¢ok hastaligin gelisiminde rol oynamasi, yiiksek morbidite ve
mortaliteye yol agmasi bu konuya olan ilgiyi arttirmig, 6zellikle ateroskleroza bagli
komplikasyonlar1 Onleyebilmek ve bu konuda asemptomatik asamadayken kolay
uygulanabilir tetkiklerle tan1 koyup gerekli 6nlemleri alabilmek son derece 6nemli hale
gelmistir.  Geleneksel kardiyovaskiiler risk faktorii tasimayan hastalarin da
kardiyovaskiiler olaylara maruz kalmasi, arastirmacilar1 kardiyovaskiiler riski daha iyi
tahmin ettirecek yeni belirtegleri arastirmaya yonlendirilmistir. Bu nedenle
calismamizda KAH i¢in yeni bir risk faktorii olan Lp-PLA2 diizeyleri ve Lp-PLA2
V279F tek nokta mutasyonu caligildu.

LP-PLA2 ayn1 zamanda platelet aktive edici faktor asetil hidrolaz (PAFAH)
olarakta adlandirilir ve aterosklerozun patofizyolojisinde Onemli rol oynar. Bazi
arastirmacilar Lp-PLA2’nin KAH ile iliskili bagimsiz bir risk faktorii olarak yeni bir
inflamatuvar belirte¢ olabilecegini 6ne stirmiislerdir (163,164).

Bazi arastirmacilarda Lp-PLA2’nin PAF ve proinflamatuvar okside
fosfolipidleri degrade ettiginden dolay1 giiglii bir anti-inflamatuvar ve antiaterojenik
etkiye sahip bir enzim oldugunu diistinmektedirler. Bu yiizden Lp-PLA2’nin
aterosklerozda iki farkl etkisi olabilir (116,165).
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Epidemiyolojik ¢aligmalarda Lp-PLA2’nin bu iki etkisini desteklemektedir.
Fakat ¢cogu caligmada da Lp-PLA2 aktivitesinin KAH’da bagimsiz bir belirleyici oldugu
gOsterilmistir (166-168).

Koenig ve ark. (169) Lp-PLA2’nin diger kardiyak risk belirte¢lerinden bagimsiz
olarak, kardiyovaskiiler hastaligi olanlarda yiiksek oranda bulundugunu belirlemislerdir.

Oei ve ark. (170) yaptig1 populasyon tabanli kohort ¢aligmasina gére Lp-PLA2
aktivitesini kontrol grubuna gére daha yiiksek bularak, LP-PLA2 aktivitesinin KAH ve
iskemik inmede bagimsiz bir belirleyici oldugunu gostermislerdir.

Kleber ve ark. (171) LURIC (Ludwigshafen Risk ve Kardiyovaskiiler Saglik
Calismasi) ¢alismasinda anjiyo olan 2513 KAH grubu ve 719 bireyden olusan kontrol
grubu arasinda Lp-PLA?2 aktivitesi kontrol grubuna gore daha yiiksek bulmustur.

Kicchl ve ark (172) yaptiklar1 ¢alismada Lp-PLA2 diizeylerini KAH grubunda
kontrol grubuna gore 1standart sapma (SS) daha yiiksek bulmuslardir. [Risk orani: 1.4
(1.1-1.4) p=0.001] (128).

Ballantyne ve ark. (173) tarafindan yapilan, 6 yillik bir periyotta 12000’in
tizerinde saglikli orta yash bireylerde aterosklerozu degerlendirmek icin planlanmis
prospektif bir ¢alismada, Lp-PLA2 ve CRP diizeyleri 6nemli ve bagimsiz bir sekilde
KAH ile iligkili bulmuslardir.

Caslake ve ark. (174) 94 KAH ve 54 kontrol grubu ile yaptiklari ¢caligmada Lp-
PLA2 diizeylerini kontrol grubuna gore daha yiiksek saptamiglardir.

Bizim bulgularimizda da, yapilan diger epidemiyolojik ¢aligmalar ve Caslake ve
ark.'min yaptig1 ¢alismaya benzer sekilde, Lp-PLA2 diizeyi KAH grubunda anlamli
olarak daha yiiksek bulundu (p=0.002). Lp-PLA2 diizeylerini tikali damar sayisina gore
karsilastirdigimizda da 3 damar ve istii tikali damara sahip KAH’1n tek tikali damara
sahip olan KAH’a gore daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0.016). Yapilan literatiir
taramasinda ise tikali damar ile Lp-PLA2 diizeylerinin karsilagtirildigi bir ¢alisma
bulunmadi.

Lp-PLA2'nin,  okside-LDL'deki  fosfotidilkolini  hidroliziyle  oldukga
proenflamatuvar molekiiller olan lizofosfotidilkolin ve okside serbest yag asitleri ortaya
cikar. Hidroliz sonucu ortaya ¢ikan bu iriinler adezyon molekiilleri ve sitokinlerin
ekspresyonunu diizenleyerek monositlerin liimenden intimaya gociinii saglayarak

makrofajlara  degigsmesine ve aterosklerotik plak olusumuna neden olurlar.
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Lizofosfotidilkolin ayn1 zamanda arasidonik asitin salinmasini gerceklestirerek vaskiiler
endotelin diastolik fonksiyonu ile hiicresel apopitozu indiikkler ve boylece vaskiiler
endotelyal hiicreler hasarlanir. Sonu¢ olarak lokal inflamatuvar reaksiyon baslayarak
plaklar olusur (175).

Lp-PLA2 ekspresyonu, zedelenebilir ve riiptiire plaklarin makrofajlarinda ve
nekrotik korda da eksprese olmaktadir. Bu durum Lp-PLA2'nin plak gelisim mediatorii
olabilecegini gostermektedir (148).

Hakkinen ve ark. (176) in situ hibridizasyon ve immiinhistokimya yontemlerini
kullarak Lp-PLA2'yi insan ve tavsan aterosklerotik lezyonlarinda saptamislardir.
Hiperlipidemik tavsanlarin aterosklerotik aortu ile kontol grubunun normal aortu
karsilastirildiginda Lp-PLA2 aktivitesinin yaklasitk 6 kat daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (176).

Yine yapilan bircok ¢alismada artmis Lp-PLA2 diizeylerinin, aterosklerotik
plaklarda proinflamatuvar iiriinlerin tiretimiyle KAH ve diger vaskiiler hastaliklar i¢in
bir risk faktorii oldugu goriilmiistiir (148).

Bizim sonuglarimiza gore ise koroner damarlarinda plak bulunan KAH
hastalariin plak bulunmayan hastalara gére Lp-PLA2 diizeyi daha yiiksek bulunmasina
ragmen bu yiikseklik anlamli degildi (p>0.05) (¢izelge 4.3).

Lp-PLA2 diizeylerinin yas, beden kitle indeksi, sistolik ve diastolik kan basinci
ile sigara kullanim1 gibi bazi kardiyovaskiiler risk faktorlerinden bagimsiz oldugu
belirtilmistir. Bununla beraber ylikselen Lp-PLA2 diizeylerinin statin, niasin gibi lipid
disiirticii  ilaglarla  diizeltilebildigi fakat, klinik durumun diizelmesiyle beraber
hastalarda istenen Lp-PLA2 diizeylerine ulasilamadigi goriillmektedir. (177).

Atik ve ark’lar1 (178) Lp-PLAZ2'nin aterosklerozdaki inflamasyona aracilik ettigi
goriisiinden yola ¢ikarak, karotid endarterektomi yapilan 42 hastada serum Lp-PLA2
aktivite diizeyleri, plak Lp-PLA2 diizeyleri, serum homosistein diizeylerini
aragtirmiglardir. Hastalarin aterosklerotik risk faktorleri ile serum ve plaktaki Lp-PLA2
seviyeleri arasinda bir iliski gosterilmemistir. Fakat plaktaki Lp-PLA2 ile serum
homosistein diizeyleri, plak makrofajlart arasinda anlamli bir iligki saptanmustir.

Iskogya Koroner Onleme Calismasinda (WOSCOPS) vyiiksek Lp-PLA2
diizeylerinin iki kat artmis KAH riski ile iligskisi saptanmis ve geleneksel risk

faktorlerinin ve CRP'nin KAH'dan bagimsiz oldugu belirlenmistir (169).
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Calismamizda LDL-Kolesterol, HDL-kolesterol diisiikliigii, yas, cinsiyet, aile
Oykiisii, sigara kullanim1 ve hipertansiyon gibi KAH gelismesinde 6nemli risk faktorleri
ile Lp-PLA2 diizeyleri arasinda istatistiksel bir iliski olup olmadigi da arastirilmustir.
LDL-K 130 mg/dl’den yiiksek ve HDL- K 40 mg/dl’den diisiik olan hastalarda Lp-
PLA2 diizeyleri de yiiksek olmasina ragmen anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
KAH grubu igerisinde 50 yas iizeri ve 50 yas alt1 bireyler karsilastirildiginda, Lp-PLA2
diizeyi 50 yas lizeri bireylerde daha yiiksek bulunmasina ragmen anlamli bir farkliklik
yoktu. Cinsiyete gore erkeklerde kadinlara gore Lp-PLA2 diizeyi daha yiiksek
bulunmakla beraber bu yiikseklik anlamli degildi (p>0.05). Yapilan bir ¢alismada Lp-
PLA2 diizeylerinin erkeklere gore kadinlarda daha diisiik oldugu bildirilmistir ve bu
diisiikligiin nedeni kadinlarda kardiyovaskiiler riskin daha az bulunmasi ile iliskili
olabilecegine baglanmaktadir (166). Calismamizda, hipertansiyonu olan, sigara
kullanan ve aile Oykiisii bulunan hastalarda Lp-PLA2 diizeyleri yiiksek olmasina
ragmen anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Sonugta, Lp-PLA2 diizeyleriyle KAH risk
faktorlerinin  higbiri ile anlamli bir iliski olmadigi saptanmistir (cizelge 4.4).
Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gére hem KAH grubunda hem de 3 ve iistii
tikali damar hastalarinda Lp-PLA2 diizeylerinin yiiksek olmasi, Lp-PLA2’nin KAH i¢in
bagimsiz bir risk faktorii olarak yeni bir inflamatuvar belirte¢ olabilecegi yoniindeki
goriisleri desteklemektedir (166- 170, 173, 178).

Bazi caligmalarda Lp-PLA2 enzim aktivitesinin, enzim kiitlesine gore lipid
belirtecleri ile daha giiglii iliskide olmasi ve lipoprotein siniflar1 arasinda enzimin
dagiliminin farkli olmasi nedeniyle Lp-PLAZ2 aktivitesinin yanisira Lp-PLA?2 kiitlesi de
calistlmigtir (174).

Lori ve ark. (179) 1077 saglikli kadin ve erkegi KAH risk faktorleri ayarlamalart
yapildiktan sonra 16 yil takip etmis, ortalama yasi 72 olan bireylerin 228’inde KAH
gelistigini ve Lp-PLA2 kiitle diizeyi diisiik 4’lik gruba gore yiiksek '4’liik grupta KAH
riskinde artig bulduklarini ileri stirmiislerdir (p<0.05).

Malmo Diet ve Kanser ¢alismasinda, 5402 olguda kardiyovaskiiler risk faktorleri
ile enzimin aktivitesi, kiitlesinden daha giiglii iliskili bulunarak Lp-PLA2 kiitlesi ve
aktivitesi arasinda, enzimin etkinligini gostermesi agisindan giiclii iliski oldugunu ileri

siriilmiistiir. Bu c¢alismada, enzimin kiitlesi ile lipid arasindaki baglanti, enzimin
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aktivitesindeki baglant1 kadar gii¢lii bulunmazken, hem aktivitede hem kiitlede gzlenen
artig, karotid intima ve media kalinlig1 ile baglant1 gosterdigi saptanmistir (180).

Koening ve ark. (181) 934 orta-yas saglikli erkeklerden olusan bir kohort
calisma ile KAH’da Lp-PLA2 kiitlesi ve degerlendirilmis ve Lp-PLA2 kiitlesindeki 1
SS artmanin koroner olaylarin riskinde %37 artma ile iliskili bulunmustur.

Bir baska MONICA calismasinda, KAH teshisi konulan 97 erkek hastada
kontrole gore artmis Lp-PLA2 kiitle diizeyleri belirlenmistir (182).

Packard ve ark. (183) hiperlipidemik, 5 yildir takip edilen orta yashh 580 KAH
olan erkek, ve 1160 kontroliin katildig1 ¢aligmada artmis Lp-PLA2 kiitle diizeylerini
belirlemislerdir ve CRP gibi diger inflamasyon belirteclerinden bagimsiz olarak KAH
icin kuvvetli bir risk faktorii olabilecegini bildirmislerdir.

Orta yas kadindan olusan 123 KAH ve 123 kontrollii bir calismada, Lp-PLAZ2
kiitle diizeyleri kontrole gore yiiksek bulunmasina ragmen, geleneksel risk faktorleri ve
CRP igin diizenleme yapildiktan sonra Lp-PLA2’nin risk prediktif degerinin onemli
olglide azalmadigi belirlenmistir (173).

Glinlimiize kadar yapilan c¢alismalarin ¢ogunda Lp-PLA2’nin ¢ok sayida
hastayla yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda inflamasyon belirtegleri ve bilinen
kardiyovaskiiler risk faktorlerinden bagimsiz olarak, KAH tahmininde 6nemli bir yere
sahip oldugu ileri stiriilmistiir. Saglikli bireylerde, KAH veya inmeli stabil hastalarda
yapilan birgok ¢alismada da benzer sonuglar goriilmiistiir (163, 169-175).

Lp-PLA2 aktivitesinin KAH’da kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu
onceki ¢alismalarda belirtilmisti. Lp-PLA2 diizeyi hastaligin siddeti, faz1 (akut, kronik),
stireci ile iliskili gesitli faktorler tarafindan etkilenebilir. Lp-PLA2 aktivitesindeki
degisikligin sebebi aterosklerotik hastaliklarda nedensel bir faktdr veya belkide
aterosklerotik degisikliklere bir yanit sonucunda olup olmadigini belirlemek igin
hastanin Lp-PLA2 genotip degerlendirilmesi de 6nemlidir.

Lp-PLA2 V279F genotip dagilimi iwrklar arasinda farklilik gosterir. Gliney
Amerika ve Avrupada 2000'den fazla bireyin katildigi calismada heterozigot veya
homozigot genotip saptanmamustir (125).

V279F mutasyonu oncelikle Japon toplumunda bulunmustur. Daha sonra Tiirk
ve Kirgiz gibi etnik gruplarda saptanmasina ragmen beyaz irkta saptanmamistir. V279F

mutasyonunun  Tirk toplumunda da goriilmesi nedeniyle Tiitk ve Japon
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populasyonunun binlerce yil 6nce Asya kokenli oldugu ve iki populasyon arasinda
etkilesim oldugu diisiiniilmektedir. V279F mutasyonu, enzim sekresyonundaki defekt
nedeniyle heterozigot Japon bireylerin %27’sinde, homozigot bireylerin %4’{inde Lp-
PLA2 diizeyinin azalmasiyla iligkilidir. V279F mutasyonu Japon toplumunda
erkeklerde MI ve inme, aterosklerotik okliiziv hastaliklar, abdominal aortik anevrizma
risk faktorii oldugu, ayn1 zamanda serebral kanama, ailesel olmayan dilate ve hipertrofik
kardiyomiyopati ile iligkili oldugu bildirilmistir (125,126)

Yamada ve ark. (185) V279F miyokard infarktiisii gegiren Japon erkek
hastalarda heterozigot genotipi %33, homozigot genotipi %2.1; kontrol grubunda
heterozigot genotipi %21, homozigot genotipi % 2.2 bularak, hastalarda heterozigot
genotipin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiliksek oldugunu bildirmislerdir.
Mutant genotip ile KAH arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir.

Hiramoto ve ark. (186) inme gegiren Japon hastalarda V279F mutasyonunu
heterozigot genotipi %39.2; homozigot genotipi %4.2 bulurken kontrol grubunda
heterozigot genotipi %?22.4; homozigot genotipi %3 olarak saptamiglardir. Hasta
grubunda homozigot genotipi kontrol grubuna gore yiiksek bularak aterosklerotik
hastaliklarda V279F mutasyonunun genetik bir risk faktorii olabilecigini One
stirmiiglerdir (186).

Cesitli calismalar bu varyantin Japon tasiyicilarinda kardiyovaskiiler hastalik
prevalansinin daha ytiksek oldugunu gdstermesine ragmen bu arastirmalarin bazilarinda
heterozigot ve homozigot arasinda higbir fark olmadigi belirlenmistir (134).

Bagka bir ¢calismada 4152 Japon bireyde V279F varyanti ve MI riski arasinda bir
iligki bulunamamistir (187).

Balta ve ark. (126) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Japon olmayan toplumlarda
da V279F mutasyonunun varligi rapor edilmistir. Bu ¢alismada, saglikli 358 Tiirk, 143
Kirgiz ve 100 Azeri incelenmis ve bu bireyler arasinda heterozigot mutasyon sirasiyla 3
(0.84%), 12 (% 8.4) ve 0 olarak bulunmus ve mutant genotip ise saptanmamustir (126).

Korede 2914 (1182erkek, 1732 kadin) bireyde yapilan bir ¢alismada 2217 birey
homozigot V279V, 641 birey heterozigot V279F, 46 birey ise homozigot F279F olarak
saptanmistir. V279F genotipi ile yas, cinsiyet, BMI, sigara kullanimi, alkol tiiketimi,
kan basinci, ve serum trigliserit, total kolesterol, HDL-kolesterol, apolipoprotein B ve

glukoz arasinda anlamli bir iliski bulunmamasina ragmen V279F genotipi ile LDL-K
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arasinda anlamli bir iligki bulunmustur. LDL-K diizeyi FF genotipe sahip bireylerde
V279V genotipe sahip bireylere gore daha diisiik bulunmustur. Lp-PLAZ2 aktivitesini
V279F genotipi V279V genotipine gore %24 azaltirken, F279F genotipte enzim
akivitesi goriilmemistir (188).

Hou ve ark. (189) Cin toplumunda V279F ve F279F genotipe sahip bireylerde
koroner arter hastaligi gelisme riskinin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Diger ¢alismalarin aksine Korede Jang ve ark. (190) tarafindan 532 KAH olan
erkek ve 670 saglikli bireyde yapilan baska bir ¢alismada homozigot F279F genotipinin
KAH riskini azalttigini gostermislerdir.

Sekuri ve ark (184) 164 hasta ve 142 kontrol grubu ile yaptiklari calismada hasta
grubunda heterozigot mutasyon oranin1 % 2.60 olarak saptarken, kontrol grubunda
biitiin bireyler VV genotip olarak bulunmustur. V279F heterozigot genotip ile KAH
arasinda anlamli bir iligki saptamamislardir.

Beyaz Irkta Lp-PLA2 V279F mutasyonu bulunmamasina ragmen
epidemiyolojik calismalarda Lp-PLA2 diizeyinin artmasiyla KAH riskinin arttig1
gosterilmistir (172-174,181). Fakat Asya kokenli bireylerde yapilan ¢aligmalarda enzim
aktivitesini azaltan V279F mutasyonunun inme, KAH ve MI riskini arttirdigini ve
dolayisiyla LP-PA2’nin bu hastaliklarda antiaterojenik rolii oldugu one siiriilmiistiir
(185-189). Calismalar arasindaki bu farklilik Beyaz Irk ve Asya toplumu arasindaki
genetik ¢esitlilige dayanmasindan ve Lp-PLA2 enziminin hem proaterojenik hem de
anti-aterojenik etkilerinden kaynaklanmaktadir.

Calismamizda hem KAH grubu ve hem de kontrol grubunda biitiin bireylerin
VV genotipe sahip oldugunu belirledik. Balta ve ark. (126) ¢alismalarinda saglikli 358
Tiirk bireyde 3 heterozigot genotip, Sekuri ve ark. (184) ise 164 KAH'l1 bireyde sadece
3 heterozigot genotip oldugunu belirlemislerdir. Her iki ¢alismada da mutant genotip
saptanmamugtir. Tiirk bireylerin katildigi bu ¢alismalarda V279F heterozigot genotip
oranlarinin ¢ok diisiik oldugu ve hem bu ¢alismalarda hem de bizim bulgularimizda
mutant genotip  goriilmedigi i¢in Tirk toplumunda V279F mutasyonunun
goriilmedigini, heterozigot genotip sikligininda ¢ok diisiik oldugunu sdyleyebiliriz.

Biitiin bu ¢alismalar bize gosteriyor ki Lp-PLAZ2 birgok arastirict tarafindan

arastirilmis ve uzun siireli arastirmalara konu olmustur. Arastirma verileri genel olarak
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degerlendirildiginde, ¢ogunlukla Lp-PLA2 diizeyinin yiiksekligi ile KAH arasinda bir
iligki olabilecegi goriisii hakim olsa da, aksi bulgular da dikkati ¢gekmektedir.

Sonug olarak, calismamizda Lp-PLA2 diizeyi KAH grubunda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulunurken Lp-PLA2 V279F mutasyonu her iki gruptada
goriilmedi. Bu nedenle, Lp-PLA2 geninde yer alan ve protein diizeyinde farkliliklara
yol agabilecek mutasyonlarin dizi analizi ile saptanmasi ve ayni zamanda R92H, 1198T,
I1317N, Q281R, A379V, V279F polimorfizmlerinin protein ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirilmalar ile ilgili daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizin sonucunda;

v

v

v

Calismaya katilan KAH ve kontrol grubunda erkek cinsiyet, hipertansiyon,
sigara kullanimi ve diyabet gibi KAH i¢in risk faktorleri degerlendirildiginde,
erkek cinsiyetin 3.7, aile Oykiisiini 2.8 ve sigaranin 2 kat risk olusturdugu
saptandi.

Acglik kan sekeri diizeyleri KAH grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek bulundu.

Lp-PLAZ2 diizeyleri, KAH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu.

Lp-PLA2 diizeyleri ile KAH grubunda tikali damar sayisi arasindaki iliski
degerlendirilmesinde, Lp-PLAZ diizeylerinde tikali damar sayisina gore artis
oldugu saptandi. 2 damari tikali hastalarin Lp-PLAZ2 diizeylerinin 1 damari tikali
hastalara gore yliksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi, ayn1 zamanda 3 damar ve Usti tikali olan hastalarda Lp-PLA2
diizeylerinin 2 damar tikali hastalara gore yiliksek olmasina ragmen farkin
anlamli olmadig1 saptandi. Sadece 3 damar ve lstl tikali olan hastalar ile 1
damari tikali hastalar arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptandi.

Koroner arter hastalar1 arasinda plak olan ve plak olmayan hastalar da Lp-PLAZ2
diizeyleri karsilagtirildiginda, plakli hastalarda Lp-PLA2 diizeyleri yliksek
bulunmasina ragmen anlamli bir fark saptanmadi.

LDL-K 130 mg/dl’den yiliksek ve HDL- K 40 mg/dl’den diisiik, yast 50’den
biiyiik, erkek cinsiyete, aile Oykiisline sahip, hipertansiyon ve sigara kullanimi
olan KAH’da Lp-PLA2 diizeyleri yiiksek olmasina ragmen anlamli bir farklilik
bulunmadi.

Lp-PLA2 V279F mutasyonu, hem KAH grubunda hem de kontrol grubunda
V279V (wild) genotipi saptandi, V279F (heterozigot) ve F279F (mutant)

genotipleri ise saptanmadi .

Yukarida siraladigimiz sonuglar dogrultusunda, Lp-PLAZ2 yiiksekliginin belirteg

olarak kullanilabilecegini ancak c¢alisma ve kontrol grubunda heterezigot ve mutant
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genotip saptamadigimiz i¢in Lp-PLA2 V279F mutasyonunu KAH i¢in genetik risk
faktorii olarak degerlendiremedik.

Lp-PLA2 geninde yer alan ve protein diizeyinde farkliliklara yol agabilecek
mutasyonlarin dizi analizi ile saptanmasi ve ayni zamanda R92H, 1198T, I317N,
Q281R, A379V, V279F polimorfizmlerinin protein ekspresyon diizeyleri ile

karsilagtirilmalart ile ilgili daha ileri ¢alismalarin yapilmasini 6nermekteyiz.
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