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OZET

Okside LDL Reseptor-1 (OLR-1) Geni G501C Tek Niikleotid Polimorfizminin
Koroner Arter Hastahiginda Risk Olarak Degerlendirilmesi

Giiniimiizde 6nemli bir mortalite ve morbidite sebebi olan koroner arter
hastah@inin patogenezinde ateroskleroz onemli bir yere sahiptir. Aterosklerozun
patogenezini acgiklayan LDL oksidasyonu hipotezine gore aterosklerozda lezyon
olusumu ve gelisiminden lipit ve protein oksidasyon iiriinleri sorumludur. Okside
LDL’nin makrofaj ve diiz kas hiicreleri tarafindan alinimina c¢opciil reseptorler
araciik etmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, okside LDL i¢cin major
copeiil reseptoriin, lektin benzeri okside LDL reseptor-1 (LOX-1, OLR1) oldugu
ve aterosklerozun baslama basamagindaki anahtar rolii olan endotel
disfonksiyonunun ortaya ¢ikmasim saglayan okside LDL’nin toksisitesine aracihk
ettigi belirlenmistir.

Cahsmamizda, koroner arter hastalarnda (KAH) OLR1 G501C
polimorfizmin olasi roliiniin belirlenmesi amaclanmistir.

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saghk, Arastirma ve Uygulama Merkezi
Kardiyoloji AD Kkliniginde koroner anjiyografi uygulanan 198 birey ¢ahismaya
dahil edilmistir. Koroner arterlerinde herhangi birinde >%70 darhg: olan 100
birey KAH olarak, herhangi bir darhk ya da lezyon tespit edilmeyen 98 Kisi
kontrol olarak gruplandirilmistir.

Kontrol ve KAH grubunda gruplarinda serum okside LDL ve sLOX-1
ELISA, a¢hk kan sekeri ve lipid profilleri enzimatik kolorimetrik, CRP ise
immiinotiirbidimetrik yontemi ile belirlenmistir. Kontrol ve  KAH gruplarinin
OLR1 G501C polimorfizmi ger¢ek-zamanh PZR ile saptanda.

KAH’larda serum sLOX-1, okside LDL, CRP ve AKS diizeyleri kontrol
grubuna oranla yiiksek saptanmustir (p< 0.001). KAH grubundaki sLOX-1 ve
okside LDL diizeyleri arasinda pozitif korelasyon belirlendi (p<0.001, r=0,797).
Akut MI ve stabil anjina pektoris tamis1 alan hastalar arasindaki sLOX-1
diizeylerinde anlamh derecede bir fark belirlendi (p < 0.05). U¢ damar ve iistii
tikah damar ile 1 damar tikah hastalar arasindaki sLOX-1 diizeyleri i¢in
istatistiksel olarak anlamh bir fark saptandi (p=0.005). GG genotipine sahip
KAH’larin serum sLOX-1 diizeyleri GC ve CC genotiplerine gore daha yiiksek
bulundu (p <0.001). Tek ve c¢oklu damar tikamikhgr olan hastalarda GG
genotipinin GC+CC genotipinden daha yiiksek oranda oldugu gézlendi. KAH
grubunun GG, GC ve CC genotipi sikhig1 %87, 11 ve 2, kontrol grubunda ise
%68.4, 29.6 ve 2 olarak saptandi. GG genotipine sahip bireylerin GC ve CC
genotiplerine sahip bireylere gore 3.165 kat daha fazla KAH gelistirme riskine
sahip oldugu belirlendi.

Sonu¢ olarak, OLR1 varyantina ve C alleline sahip olmanin KAH ig¢in
koruyucu bir etkisinin olabilecegini belirledik.

Anahtar Kelimeler: Lektin Benzeri Okside LDL Reseptorii-1, Okside LDL
Reseptorii-1, LOX-1, OLR1, Koroner Arter Hastahgi
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ABSTRACT

Risk Evaluation as G501C single nucleotide polymorphisms of the Oxidized LDL
Receptor 1 (OLR-1) Gene In Coronary Artery Disease

Atherosclerosis has an important role in the pathogenesis of the main cause
of coronary artery disease (CAD) which is an important cause of mortality and
morbidity. According to the theory of oxidation LDL which explains pathogenesis
of atherosclerosis, lipid and/or protein oxidation products are responsible for
lesion formation and development in atherosclerosis. The uptake of ox-LDL by
macrophages and smooth muscle cells can be mediated by a variety of scavenger
receptors. Recent studies, Lectin-Like Oxidised LDL Receptor-1 (LOX-1, OLR1)
has been identified the major receptor for ox-LDL, LOX-1 mediates the toxicity of
ox-LDL which endothelial dysfunction or activation elicited by OxLDLs is the key
step in the initiation of atherosclerosis.

Our aim is to determine the possible role of OLR1 G501C polymorphism in
patients with coronary artery disease (CAD).

In this study, 198 subjects underwent coronary angiography by Mersin
University Medical Faculty Cardiology Department were included. 100 subjects
selected who has >70% stenosis in any of the major coronary arteries as CAD and
98 subjects who have no stenosis or lesion as control were classified.

Serum oxide LDL and sLOX-1 levels have been measured by ELISA and
fasting blood glucose, lipid profile by enzymatic colorimetric CRP by
immunoturbidimetric methods. OLR1 G501C polymorphism of control and CAD
group was detected by real-time PCR.

Serum sLOX-1, oxide LDL, CRP and fasting blood glucose levels were
found significantly higher in CAD group compared with control group (p< 0.001).
It was observed that sLOX-1 levels was positively correlated with oxide LDL
(p<0.001, r=0,797). sLOX-1 levels were found a different significantly between the
patients with acute MI and stable angina pectoris (p < 0.05). sSLOX-1 level was
different significantly between the patients with 1 and >3 vessel obstructed. In the
CAD group, sLOX-1 levels were significantly higher in the GG genotype compared
with both the GC and CC genotypes (p < 0.001). It was observed that in single and
multi vessel obstructed patients, the GG genotype ratio was higher than GC+CC
genotype (p< 0.001). It was appointed that frequencies of GG, GC and CC
genotypes were 87%, 11 and 2 in CAD group and 68.4%, 29.6 and 2 in control
group. It was determined that individuals with the GG genotype have a 3.165 fold
increase risk of developing CAD compared to the GC and CC genotype (p=0.002).

In conclusion, it was determined that C allel and variant genotypes of
OLR1 G501C may be a protective effect for coronary artery disease.

Key words: Lectin-Like Oxidised LDL Receptor-1, Oxidized LDL Receptor-1,
LOX-1, OLR1, Coronary Artery Disease
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1. GIRIS

Kalbi besleyen koroner arterlerin, besledigi bdlgelere yeterli kan tagiyamamasi
sonucu miyokartta olugan iskemi ve nekrozun derecesine gore gelisen hastaliklar ve
bunlarin komplikasyonlar1 “Koroner Arter Hastaligi” (KAH) bashg altinda
incelenmektedir (1). KAH’nin esas nedeni, ateroskleroz sonucu koroner arterlerin
daralmasi ve tikanmasi oldugu i¢in KAH’n1 belirtmek igin genellikle aterosklerotik
koroner kalp hastalig1 ifadesi de kullanilmaktadir (2).

Koroner arter hastaligi, endiistrilesmis tlkelerde en Onemli morbidite ve
mortalite nedenleri arasinda yer alir. KAH nedeniyle her yil milyonlarca kisi yasamini
kaybetmekte, diinyada ve Tiirkiye’de 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Ulkemizde TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastahig1 ve Risk Faktorleri) ¢alisma
sonuglarina gore KAH sikhigi, eriskin niifusta %2.7, 45-74 yas arasinda ise %10.2
olarak saptanmistir (3). Tiirk Kardiyoloji Dernegi’nin 2000 yilinda yaymnladigi rapora
gore, aterosklerozun neden oldugu KAH ve inmeden kaynaklanan oliimler, tim 6lim
nedenlerinin %43 lini olusturmaktadir (4).

Koroner arter hastaliginin temelinde yatan asil olay ateroskleroz olup,
etiyopatogenezinde ¢ok sayida genetik ve gevresel faktorler rol oynamaktadir. KAH,
koroner kalp hastaligi, inme ve periferik damar hastaliklarini da i¢ine alan farkli hastalik
gruplarim1  kapsar. Fakat biitiin bu hastaliklarin tiimiiniin altinda yatan patoloji
aterosklerozdur (5, 6).

Aterosklerozun patogenezini agiklamaya yonelik bircok ¢alisma yapilmis ve
cesitli teoriler One siiriilmistir. Bunlardan, disik dansiteli lipoprotein (LDL)
oksidasyonu hipotezine gore aterosklerozda lezyon olusumu ve gelisiminden lipit ve
protein oksidasyon iriinleri sorumludur. Oksidasyonun asil hedefi intimada bulunan
LDL partikiiliidiir. Bu hipotez, in vitro kosullarda oksitlenmis LDL molekiiliiniin
proaterojenik Ozelliklerinin bulunmasiyla desteklenmistir. Bu 6zellikler kemotaksisin
uyarilmasi, makrofajlarda kolesterol birikimi, endotel hiicrelerininde adhezyon
molekiilii ekspresyonu ve bazi hiicre tiirlerinin apopitozudur (7). Oksidasyon
hipotezinin gegerliligi LDL’nin endotel hiicreleri ile inkiibasyonu sonrasi1 makrofajlar
tarafindan alimmin artmasmin gosterilmesiyle kanitlanmigtir (7). Oksitlenmis LDL nin
hiicre i¢ine almasi ¢opgiil reseptorleri (scavenger reseptor, SR) araciligi ile olmaktadir

(8). Bu reseptorler hiicre igindeki kolesterol diizeyi tarafindan regiile edilmez ve



subendotelyal yerlesimli makrofajlar okside LDL’yi kontrolsiiz bir bigimde hiicre i¢ine
alarak aterogenezde kilit rol oynayan kopiik hiicreleri meydana getirirler (9). LDL’nin
oksidatif modifikasyonu ateroskleroz patogenezinde anahtar basamaktir. Okside
LDL’nin biitiin aterogenez siirecinde temel rol oynadigi distiniilmektedir (10, 11).
Okside LDL’nin makrofaj ve diiz kas hiicreleri (DKH) tarafindan alinimina SR-Al/II,
CD36, ve SR-BI gibi ¢opgiil reseptorler aracilik etmektedir. Ancak bu reseptorlerin
endotel hiicrelerde olmadigi ya da ¢ok az oldugu belirlenmistir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, okside LDL i¢in major ¢opgiil reseptoriin lektin benzeri okside LDL
reseptor-1 (LOX-1, OLR1) oldugu, aterosklerozun baslama basamagindaki anahtar roli
olan endotel disfonksiyonunun ortaya ¢ikmasini saglayan okside LDL’nin toksisitesine
aracilik ettigi belirlenmistir (12).

Lektin benzeri okside LDL reseptorii-1 endotelyal hiicreler, DKH, plateletler ve
makrofajlarda eksprese edilmektedir. Ayrica LOX-1 ateromdaki DKH ve makrofajlarda
da bulunmaktadir. /n vivo olarak insan ve hayvanlarm aterosklerotik lezyonlarinda asir1
ekspresyonu oldugu bildirilmistir (13).

Yapilan ¢aligmalarda, Okside LDL reseptor-1 (OLR1) gen polimorfizmlerinin
kardiyovaskiiler hastaliklarda potansiyel bir role sahip oldugu belirlenmistir. OLR1’in
G501C tek niikleotid gen polimorfizminin LOX-1 proteininde K167N sessiz mutasyonu
ile sonuglandig1 gozlenmistir (14).

Okside LDL reseptor-1 gen polimorfizmi ile ateroskleroz, akut miyokard
infarktiisii (MI) gibi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliski arastirilmistir
(15, 16, 17, 18). MI’li hastalarinda OLR1 mutant varyantlarin kontrol grubuna gore
daha yiiksek frekansa sahip oldugu belirlenmistir (14). Daha Onceki yapilan bir
calismada da G501C tek niikleotid polimorfizmi ile akut MI arasinda iliski gézlenmis
ve son yapilan ¢aligmalarda OLR1 gen polimorfizmi ile MI arasinda bir iligki oldugu
bildirilmistir (14, 19).

Yapilan c¢aligmalarda OLR1 GS501C gen polimorfizminin etnik farkhiliklar
gosterdigi gorilmiistiir. Calismayr planladigimiz 2008 yilinda yaptigimiz literatiir
arastirmasinda Tirkiye’de OLR1 G501C gen polimorfizminin KAH ile iligkisini
degerlendiren bir caligmaya rastlamadigimizdan bu calismayr planladik. Bu bilgiler
dogrultusunda c¢alismamizda, Mersin bdlgesinde G501C OLR1 gen polimorfizminin

KAH olan hastalardaki roliinii arastirmay: ve kontrol grubu sonuglart degerlendirerek



saglikli bireylerde OLR1 G501C gen polimorfizminin allel sikligin1 degerlendirerek
kentte yasayan toplumda allellerin goériilme sikliklarmi belirlemeyi hedefledik.
Calismamizin  KAH ve risk faktorleri {izerine Tiirkiye’de yapilan diger
calismalardan, genetik risk faktorlerinin ¢alisilmasi ve Tiirkiye’de bu konuda ilk defa
calisilacak bir mutasyonu igeriyor olmasi bakimindan farkli oldugunu ve 6nemli bir yer

edinecegini diisliniiyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Koroner Arter Hastahgi

Kalbi besleyen koroner arterlerin, besledigi bolgelere yeterli kan tasiyamamasi
sonucu miyokartta olusan iskemi ve nekrozun derecesine gore gelisen hastaliklar ve
bunlarin komplikasyonlart KAH bagligi altinda incelenmektedir (1). KAH’nin esas
nedeni ateroskleroz sonucu koroner arterlerin daralmasi ve tikanmasi oldugu i¢in
KAH’n1 belirtmek igin genellikle aterosklerotik koroner kalp hastaligi ifadesi de
kullanilmaktadir (2).

Koroner arter hastalifi oliimle sonuglanabilen bir hastalik olmasi, cesitli
komplikasyonlara yol agmasi ve genellikle iiretken yas grubunda goériilmesi nedeni ile
onemli bir toplum sagligi sorunudur (20, 21). KAH tiim 6liimlerin %33-50sinin, kalp
hastaliklarina bagl oliimlerin ise %50-75’inin nedenidir (20). Amerika Birlesik
Devletleri ve Bat1 Avrupa iilkelerinde saghgi gelistirme, hastaliktan korunma ve tedavi
yontemlerindeki gelismeler sonucu son 30 yilda koroner kalp hastaligi ve 6lim
oraninda bir azalma olmasina ragmen, KAH hala en 6nemli hastalik ve 6liim nedenidir.
(20). Hastalik ve oliimiin yani sira is giicii kayb1 ve tedavi giderleri bakimindan topluma
maliyeti ¢ok yiiksek bir hastaliktir (22). KAH, endiistrilesmis iilkelerde en 6nemli
morbidite ve mortalite nedenleri arasinda yer alir. KAH nedeniyle her yil milyonlarca
kisi yasamini kaybetmekte, diinyada ve Tiirkiye’de 6liim nedenleri arasinda ilk siray1
almaktadir. Onat ve ark. (3) tarafindan gergeklestirilen TEKHARF kohort ¢alismasina
gore, iilkemizde eriskin niifusta KAH prevalansinin % 2.7 ve, 45-74 yas arasinda
prevalansin %10.2°yi astig1 gozlemlemisler. Tiirk Kardiyoloji Dernegin 2000 yilinda
yayinladigi rapora gore, aterosklerozun neden oldugu KAH ve inmeden kaynaklanan
Olumler, tim Olim nedenlerinin %43’ini olusturmaktadir (4). Diinya Saglik
Orgiitii’niin verilerine gore koroner kalp hastaligi 2020 yilinda da tiim diinya

iilkelerinde 6liim nedenleri arasinda ilk sirada olmaya devam edecektir (23).



2.2. Ateroskleroz

2.2.1. Tarihge

Ateroskleroz ile ilgili bilimsel g¢alismalar ilk kez 19. vyiizyil ortalarinda
baslamustir. 1845 yilinda patolog olan VVogel ateromda kolesterolii tespit etti (24). 1858
yilinda bir Alman patolog olan Virchow, aterosklerotik lezyonlarin proliferatif bir
slirecin sonucu oldugunu savunmus, bir bagka Alman patolog olan Rokitansky ise
lezyonlarin arteriyel duvara yapisan trombiisiin organizasyonunun sonucu oldugunu
belirtmistir (25, 26). Ondokuzuncu yiizy1l sonlarinda Osler, ateromatéz plagin
dejeneratif siirecin kagmilmaz bir sonucu oldugunu belirtmistir (27). 1913 yilinda
Anitschkow ve Chalatow aterosklerotik plaklarda kolesterol kristallerini saptayarak
kolesteroliin aterosklerozu tetikleyebilecegi hipotezi ile deney tavsanlarini besleyerek,
insandakine benzeyen aterosklerotik lezyonlar saptamislardir (28). Birkag yil sonra
Starokodonsky ve Sobolew, aortanin maruz kaldigi mekanik zedelenmelerin
ateroskleroza benzer intimal lezyonlara yol agtigini gosterdiler (29). 1950’lerde Florey,
intimal zedelenme ve olusan endotel hasarinin intimal lipit ve makrofaj birikimine yol
actigimi gostermistir (29). 1976 yilinda Ross, aterosklerozun inflamatuar bir siireg
oldugunu ilk defa dile getirmis ve bununla beraber, arteriyel zedelenmenin arter
duvarina yapismig trombosit ve diger hiicrelerden, platelet kaynakli bliylime faktorii
salintmina (PDGF) yol agtigini, bunun da ateroskleroza yol agacak diiz kas hiicre
proliferasyonunu baslattigin1 gostermistir (30, 31). Brown ve Goldstein’m LDL
reseptorlerini ve kolesterol metabolizmasinin  mekanizmasini bulmasi kolesterol
hipotezinin, etkin farmakolojik ve genetik araglarla test edilmesine olanak saglamistir
(32).

2.2.2. Tanim

Gelismis bati lilkelerinde 6liimlerin en basta gelen sebebi KAH’dir. KAH’ nin
temelinde yatan asil olay ateroskleroz olup etiyopatogenezinde ¢ok sayida genetik ve
cevresel faktorler rol oynamaktadir. KAH koroner kalp hastaligi, inme ve periferik
damar hastaliklarim1 da i¢ine alan farkli hastalik gruplarmi kapsar. Fakat biitiin bu

hastaliklarin tiimiiniin altinda yatan patoloji aterosklerozdur (5, 6). Ateroskleroz terimi
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Yunanca “athero” (bulamag) ve “sclerosis”den (sertlesme) koken alir. Ateroskleroz,
arteriyel intimal duvarlarin kronik, dejeneratif, ilerleyici ve multifaktoryel bir hastalik
stirecidir. Ateroskleroz ¢esitli organlara kan akiminin bozulmasma yol acan kompleks
bir hastaliktir (33). Karakteristik lezyonu “aterom” veya “plak”tir. Koroner arterlerde
aterosklerotik plaklarin olusumu ile vaskiiler limende daralma ve bunun sonucunda da
kan akiminda azalmaya bagli olarak iskemi gelismektedir. Aterogenezde anahtar rol
oynayan intimal kalinlasma ve lipit birikmesi siklikla orta-biiyiik ¢apli elastik arterleri
tutar. Ateroskleroz, fetal yasamda baslayan kompleks inflamatuvar bir siirectir.
Cocukluk ve ergenlik doneminde yavas bir ilerleme gosterir; eriskin yasamda ise daha

hizl1 bir progresyona ulasarak yiiksek morbiditeye ve 6liimciil olabilen klinik durumlara

yol agar (34).

2.2.3. Aterosklerozun Fizyopatolojisi

Aterosklerozun fizyopatolojisi olduk¢a komplekstir. Ateroskleroz, kan
damarlarmin subendotelyal araliginda, arter duvarmnin tiim yapisal elemanlari,
trombosit, 10kosit, makrofaj ve 6zellikle monosit gibi gesitli inflamatuar hiicreler ile
lipit ve lipoproteinlerin birikimini i¢eren kronik ve inflamatuar bir hastaliktir (5, 6). Bu
slirecte merkezi rol oynayan vaskiiler endotel, arteriyel duvar ve kan dolasimi arasmda

dinamik bir gecis bolgesidir.

2.2.3.1. Normal Arter Duvan

Aterosklerotik silirecin daha kolay anlasilmasi i¢cin normal arter yapisinin
bilinmesinde yarar vardir. Normal arter duvari ii¢ tabakadan olusup, normal bir arter
duvar1 kesiti sekil 2.1°de (21) verilmistir. En i¢ tabaka, baska bir deyisle liimeni
cevreleyen tabaka, intimadir. Tek sira bigciminde dizilmis endotel hiicreleri, bunlari
destekleyen subendotelyal matriks ve bazal membran intimay1 olusturur. Diger
memelilerden farkli olarak, insan intimasina &zel olarak az sayida DKH de
bulunmaktadir (35).

Intima tabakasi, medya tabakasindan internal elastik membran ile ayrilir. Bu

tabakay1 olusturan ve yukarida siralanan temel 6geler arter yataginin her kesiminde ayni1



olsa da, intima kalinlhig1 yerel farkliliklar gosterir. Farkliligin diizeyini, kan akimimnin
damar duvarinda olusturdugu mekanik giicler belirler. Farklilagmadaki amag, kan
akimini yatagin her boliimiinde en iyi diizeyde tutmaktir. Intima kalinhginm en fazla
oldugu bolgeler arterlerin catallanma (bifurkasyon) yerleri ve yan dallarin agiz
kesimleridir. Akimin fiziksel etkisi ile intimada tek tek bulunan DKH uyarilir ve bu
bolgeyi kalinlastiran proteoglikan {iretirler. Kalinlasmis kesimlerde, bebeklik
yaglarindan baslayarak ¢ok az sayida makrofaj goriiliir. Kan akimina uyum nedeniyle
olusan bu kalinlagsma, damar Himenini daraltmaz. Ancak ateroskleroz daha ¢ok bu
bolgelere yerlesir. Bu nedenle arter yataginin bir¢ok yerinde var olan intima
kalinlagmalarmin hepsinin aterosklerotik lezyonlara doniigmemesi nedeniyle, bunlari,
aterosklerozun 6n degisiklikleri yerine ateroskleroza yatkin bolgeler olarak
tanimlanmaktadir . Bu yaklagim ile bakildiginda arter yatagi yatkinlik derecesine gore
tice ayrilabilir (35).

1. Aterojenik lipoprotein diizeyleri ¢ok yiiksek olmadik¢a lipit birikmesinin
goriilmedigi kesimler: Kan akimim mekanik 6zellikleri nedeniyle intima kalinlagmasiin
bulunmadig:1 arterler ve go6giis aortunun inen kesimin on yiizii bu duruma ornek
verilebilir.

2. Orta derecede yatkin kesimler: Bu bdlgeler kopiik hiicreleri igerse bile
bunlarin aterosklerotik lezyonlara ilerlemesi ¢ok yavastir. Interkostal arterlerin agizlari
ornek verilebilir.

3. Yiiksek derecede yatkin kesimler: Bu kesimler ¢ocukluk yasindan baslayarak
akima uyum i¢in intima kalmlagsmasinin en belirgin oldugu bélgelerdir. Buralardaki
kopiik hiicre sayis1, damarn geri kalan kesimlerine gor ¢ok fazladir. Sol koroner arterin,
karotis arterinin ve karm aortunun distal kesimlerindeki catallanma yerleri en tipik
ornekleri olusturur.

Arter duvarinin ikinci tabakasi olan medya, intimadan internal elastik membran
ile ayrilan orta tabakadir. Kollajen, elastik lifler ve glikozaminoglikanlardan olusan bir
matriks i¢inde konsantrik olarak dizilmis DKH’inden olusur. Adventisyadan eksternal
elastik membran ile ayrilir.

Adventisya ise arter duvarmn en dis tabakasi olup, gevsek bir bag dokusu
yapisindaki bu tabaka, boyuna dizilmis kollajen liflerden, vaza vazorumlardan ve sinir

uclarindan olusur (35).



Sekil 2.1. Normal arter duvari kesiti (21)

2.2.4. Aterogenezde Rol Alan Hiicreler

1) Endotel Hiicreleri: Endotel, arter duvar ile kan elemanlar1 arasinda kesintisiz bir
siir olusturan tek swra bigiminde dizilmis hiicrelerden olusmaktadir. Eskiden kan
elemanlar1 ile arter duvart arasindaki smir ¢izgisinden ibaret oldugu disiiniilen
endotelin bugiin artik kilit rolleri oldugu anlasilmistir. Normal endotel oldukga segici
gegirgen bir engel, trombiis olusumuna direngli bir yiizey, ¢ok sayida vazoaktif madde
ile bag dokusu yapilarinin iiretiminden sorumlu metabolik olarak etkin bir dokudur (36).
Normal kosullarda homeostatik mekanizmanin aktivasyonunu baskilar, hiicre ve
lipoproteinlerin dolasimdan dokuya ge¢mesini smirlar ve vazomotor tonusun
saglanmasina katkida bulunur. Endotel hiicreleri metabolik olarak aktif hiicrelerdir;
parakrin veya endokrin hiicreler gibi toksik kimyasal ve oksitleyici maddelere reaksiyon
olarak c¢esitli maddeleri sentezleyerek yanit verirler. Bu maddeler; adhezyon
molekiilleri, koagiilasyon faktorleri, fibrinolitik maddeler, anjiyotensin Il (AT-II) ve
endotelin-1 gibi vazokonstriktor ajanlar, nitrik oksit (NO) gibi vazodilatér maddeler,
biiytime faktorleri ve prostaglandinlerdir (37, 38). Endotel hiicreleri arasindaki baglar
normalde albliiminden daha biiylik molekiillerin gegisine izin vermeyecek kadar sikidir.
Lipoproteinler albiiminden ¢ok daha biiyiik oldugundan endotel engelini ancak
transsitoz ile (plasmalemma vezikiilleri aracigiyla) gecebilirler. Bu mekanizma
lipoproteinlerden bagimsizdir ve kandaki lipoprotein diizeyi ile iliskilidir. Endotel
zedelendiginde (bu engel 6zelliginin bozuldugunda) lipoproteinlerin subendoelyuma
gecisinin hizlandig1 one siiriilmektedir. Ancak aterosklerozun gelisimini hizlandiran

esas basamagin serbest lipoprotein girisi degil, oksidasyon gibi daha sonra gelisen



olaylar oldugu calismalarla gosterilmistir (39). Intimaya yerlesen lipoprotein
molekiillerinin ilk oksidasyonu da yine endotel hiicreleri tarafindan gerceklestirilir.
Okside LDL’nin olusmasi aterogenezde bir dizi zincirleme olay1 tetikleyen ilk
basamaktir (40).

Hasar gérmemis olan endotel yiizeyi, heparan siilfatla kapli olmasi nedeniyle,
ayrica salgiladigi prostasiklin (PGI;) ve NO’e bagli olarak trombiis olusumuna direngli
bir ylizey olusturmaktadir. PGl, kuvvetli bir vasodilatatér ve trombosit agregasyon
inhibitoriidiir. NO, endotelin koruyucu islevinde onemli rol tistlenmektedir. PGl giiclii
antiagregan etkisi ile trombositlerin endotel yiizeyinde kiimelesmesini engellemektedir.
Anti-inflamatuvar 6zelligi ile de aterosklerozu her evrede engelleyici bir etki
gostermektedir. NO ise adezyon molekiillerinin endotel yiizeyinde belirmesini, lipitlerin
endotel gecisini ve DKH’in proliferasyonunu 6nlemektedir (41, 42, 43). Aterosklerozu
kolaylastirdig1 belirlenen hipertansiyon, diabetes mellitus, sigara icilmesi ya da
stiperoksit diizeyinin arttig1 durumlarda endotelden NO yapimin azaldigi ya da yikimin
arttig1 gosterilmistir. Endotel hiicreleri ayrica plazminojen de dahil olmak tizere fibrin
yikic tiriinlerde salgilamaktadir. Bununla beraber, prokoagulan etkileri de olan ve von
Willebrand faktorii gibi pihtilasma faktorleri de salgilayan endotelin, bu 6zelliginin
sadece yaralanma durumunda a¢iga ¢iktig1 diistiniilmektedir (44).

Endotel hiicrelerinin bir baska 6nemli 6zelligi de tek katli olmalar1 ve iyilesirken
bu 6zelliklerini korumak zorunda olmalaridir. Intima tabakasmnda oldugu gibi, endotel
hiicreleri de kan akimmin 6zelliklerine gore bigimsel degisiklikler gosterirler. Laminar
akimin egemen oldugu damar kesimlerinde elips bicimindedirler. Buna karsilik
catallanma yerleri ya da yan dal agizlar1 gibi akimim hizlandig1 ve girdaplar olusturdugu
kesimlerde ¢ok koseli bir yap1 gosterirler. Bu yapisal degisiklik LDL-kolesteroliin LDL-
K) endoteli daha kolay ge¢mesine olanak saglar (45). Ayn1 zamanda, endotel hiicreleri
aterogenezde rol oynayan ¢ok sayida maddenin ve bag dokusu elemaninin sentezinden
sorumludur. Bunlar arasinda, endotelin, angiyotensin doniistiiriicii enzim gibi vazoaktif
aminler, PDGF, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi biiylime faktorleri ve tiimor
nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) gibi endotel proliferasyonu inhibe
eden maddelerde bulunmaktadir (40).

2) Diiz kas hiicreleri: Normal arter duvarinin medya tabakasinda yer alan DKH’nin

esas gorevi arter tonusunu saglamaktir. Aterosklerotik plagin olusumu sirasinda



medyadan intimaya gegen bu hiicreler, lezyonun fibroproliferatif siirecinde gorev alirlar.
Bu yilizden DKH’nin intimada birikmesi, ilerlemis lezyonun gostergesi kabul edilir (23).
Diiz kas hiicre kiiltiiriinde kontraktil ve sentetik olmak {iizere iki ayr1 fenotip
tanimlanmigtir. Birinci grup, yogun miyofibriller iceren kontrakil fenotiptir. Bunlar
medya tabakasinda yerlesiktirler, endotelin, katekolamin, AT-11 gibi vazokonstriktiirlere
ve prostaglandin E, PGl,, NO, néropeptidler ve lokotrienler gibi vazodilatorlere yanit
verirler. Bununla birlikte PDGF gibi mitojenlere kars1 yanitsizdirlar (40).

Kontraktil fenotipin aktiflesmis makrofajlardan ve endotelden salgilanan

sitokinlerle uyarilmasi ile kontraktil elemanlarin azalmasi, graniilli endoplazmik
retikiilim ve golgi cisimciklerinde gelisme ile sentetik fenotipe donisiir. Sentetik
fenotip, aterosklerotik lezyonlarda bulunan gruptur ve kontraktil fenotipin aksine
vazoaktif maddelere yanit vermez iken, PDGF gibi mitojenler tarafindan uyarilarak
lezyonun proliferatif asamasinda aktif rol alirlar. Bazi proteinlerin salgilanmasindan ve
bag dokusu elemanlarmin sentezinden sorumludurlar (46). Son zamanlarda,
aterosklerotik plaklarda bulunan DKH’nin damar olusumun erken evrelerinde yer alan
DKH’ne benzemesinin gosterilmesiyle, bu hiicrelerinin temel gérevinin onarim oldugu
diistiniilmeye baslanmistir. DKH’in hasarlanan endotelden salgilanan maddelere yanit
verip oraya go¢ etmeleri, nitelik degistirip onarim igin gerekli glikozaminoglikan,
elastin ve kollajen gibi proteinleri salgilamalar1 bu diisiinceyi dogrulamaktadir. DKH
ayrica, makrofajlar gibi lipoproteinleri fagosite edip kolesterol esterleri seklinde
depolayarak kopiik hiicre olusumuna katkida bulunurlar (47).
3) Makrofajlar: Makrofajlar, bebeklik ¢agindan baslayarak endotel alti1 dokularda
goriilmeye baglarlar. Ancak bu donemde tek tek bulunurlar ve kiimeler olusturmazlar.
En yogun olarak bulunduklar1 yerler ise, kan akimmna uyum igin kalinlagmig intima
tabakasmin oldugu kesimlerdir. Bu evrede, makrofajlar genellikle lipit damlaciklar
icermemekle birlikte, kan kolesterol diizeyi c¢ok yiiksek kisilerde gen¢ yaslardan
baslayarak kopiik hiicrelerine doniisebilmektedirler (48).

Makrofajlar, dolagimdaki monositlerden tiireyen fagositik hiicrelerdir. Her
inflamatuvar olayda oldugu gibi, aterosklerotik plakta da yogunlukla bulunurlar ve
okside LDL partikiillerinin uyarist ile olusan bazi kemotaktik maddeler monositlerin
kandan intimaya gecisini saglamaktadir. Bunlar arasinda en iyi bilineni makrofaj

kemotaktik protein-1 (MCP-1)’dir (30). MCP-1 endotel hiicreleri, DKH ve makrofajlar
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tarafindan salgilanir. Dokuya ge¢en monosit, monosit koloni sitiimiile edici faktor (M-
CSF)’tin etkisi ile makrofajlara doniisiir. M-CSF’de, yine okside LDL’nin uyarisi ile
endotel hiicrelerininden salgilanir. Makrofajlar, lezyona yerlestikten sonra, bir¢ok
biyolojik madde salgilayarak, yeni makrofajlarmm gelmesini, DKH, fibroblastlarin
cogalmasmi ve bag dokusu sentezini uyarirlar. Kopiik hiicre olusturan asil hiicreler
makrofajlardir. Daha 0Once endotel tarafindan baglatilan LDL partikiillerinin
oksidasyonu makrofajlar tarafindan tamamlanir. Bu oksidasyon sonucunda lipoprotein
partikiilliin {izerindeki apoB proteini, ¢opgiil reseptorler tarafindan taninacak sekle
donitisiir. DKH tizerinde de ¢Opgiil reseptorleri vardir, ancak aterosklerotik plaktaki esas
fagositik hiicreler makrofajlardir. Makrofajlar ¢opciil reseptorleri araciligi ile okside
LDL’yi fagosite edip parcalarlar. Olusan kolesterol bilesikleri, kolesterol esterleri
seklinde depolanir. Ancak hiicrenin kolesterol yliklenmesi ile ¢opgiil reseptorlerde bir
down-regiilasyon mekanizmasi olmadigindan depolanma siireci devam eder ve hiicrenin
Olimiine dek siirer. Boylelikle lipit damlaciklar1 ile dolan makrofajlar “kopiik
hiicrelerine” dontistiir (40).

Aterosklerotik plaktaki makrofajlarin 6mrii kesin olarak bilinmemektedir. Ancak
aktif makrofajlarda apotozis (programlanmis hiicre 6liimii) sik goriiliir. Olen hiicrenin
icerigi plagin ¢ekirdegine katilir ve boylelikle plagm biiyiimesine katkida bulunur. Daha
seyrek olarak, plak itizerindeki endotelin siyrilmasi ile kana karisir ve dalak ve lenf
diigtimleri tarafindan dolasimdan temizlenir (49).

4) Trombositler: Aterogenezin hemen her asamasinda lezyon iizerinde trombosit
kiimeleri veya mural trombiisler goriilmektedir. Cekirdeksiz hiicreler olduklarindan
protein liretememelerine karsin, trombositler icerdikleri graniillerde (alfa graniilleri) ¢ok
sayida degisik mitojenler, sitokinler ve vazoaktif maddeler tasimaktadirlar. Endotel
hasarinda oldugu gibi herhangi bir bi¢imde tetiklenen trombosit aktivasyon ve
agregasyonu, degraniilasyona ve bu maddelerin salgilanmasma neden olurlar.
Inflamatuvar sitokinler, bir adezyon molekiilii olan P-selektinin trombosit hiicre zarinda
belirmesine neden olurlar. Bunu sonucunda trombositler, endotel hiicreleri ve
monositler ile etkilesir. Kararli koroner arter hastaliklarinda, trombosit-monosit
kiimelerinin gosterilmesi ve trombosit ylizeyinde inflamasyonun bir gostergesi olan
CD40L saptanmasi, bu hiicrelerin biiylik olasilikla aterogenezde rol oynadigini

diisiindiirmektedir. Yiiksek katekolamin diizeyi, stres ve sigaranin trombosit

11



agregasyonunu arttirarak, bu mekanizmay1 hizlandirdig: diisiiniilmektedir (50, 51, 52,
53, 54, 55).

5) T-Lenfositleri: Aterosklerotik lezyonlarda hem CD4+ hem de CD8+ hiicrelerin
bulunmasi, aterosklerozun patogenezinde bagisiklik  sisteminin, belki de
otoimmiinitenin rol oynayabilecegi fikrini dogurmaktadir. Makrofajlarin bagigiklik
sisteminde T-lenfositlere antijen sunan birincil hiicreler olduklarmnin bilinmesi ve
aterosklerotik plakta T-lenfositlerle yogun etkilesimlerinin gdsterilmis olmasi da bu
kanty1 desteklemektedir. Bugiline kadar olasi antijenlerin gosterilmesi miimkiin
olmamustir. Yapilan bazi ¢alismalar, bagisiklik sistemini aktive eden temel antijenlerden
birinin okside LDL olabilecegine iliskin kanitlar ortaya konmustur (56).

6) B-Lenfosit: Aterosklerozu olan insan ve hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda okside
LDL’ye kars1 dolasimda otoantikorlarin tespit edilmesi ve aterosklerotik lezyonlarda
immiinglobulinlerin bulunmasi, B-lenfositlerin de ateroskleroz patogenezinde rol
aldigin1 diisiindiirmektedir. Ateroskleroz patogenezinde T ve B lenfositlerine ait veriler
karistk da olsa, c¢alismalarin ¢ogunda hiicresel immiinitenin ateroskleroza karsi
koruyucu bir rol oynadigi ifade edilmistir (57).

7) Notrofiller: Notrofiller insanda erken ve ilerlemis ateroskleroz siirecinde nadiren
saptanmistir. Sistemik inflamasyon ve akut koroner sendromu (AKS) arasinda giiclii
iligki olmasina karsin, aterosklerotik lezyonda notrofiller fazla dikkat ¢ekmemistir.
Naruko ve ark. (58) insanda AKS’a yol agan plaklarda nétrofil infiltrasyonunu
kanitlamislardir. Ayn1 zamanda, akut MI’dan 6len hastalarda plakta olduk¢a degisken
sayida nétrofil tespit edilirken, kardiyovaskiiler olay disinda 6len hastalarin plaklarinda

nadiren notrofile rastlanmistir.

2.2.5. Aterogenezde Rol Alan Adezyon Molekiilleri, Sitokinler ve Biiyiime
Faktorleri

1) Adezyon molekiilleri: Normal endotel hiicrelerininin yiizeyinde adezyon
molekiilleri ¢ok az bulunurlar. Normal endotel hiicreleri, 6zellikle iirettikleri NO
araciligi ile Iokositlerin tutunmasma direng gosterirler. Buna karsilik, endotel
fonksiyonlarinin bozulmasi ile birlikte hiicrelerin yiizeyinde daha ¢ok adezyon

molekiileri belirlemeye baslar (up-regiilasyon). immiinoglobulin iist ailesinden olan
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vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve hiicreler arasi i¢i adezyon molekiilii-
1 (ICAM-1) gibi adezyon molekiilleri lokositlerin endotel hiicresine daha kolay
tutunmasini  saglamaktadirlar. Insanlarda heniiz kamitlanmasa bile inflamatuvar
hiicrelerin (6zellikle monosit ve T-lenfositlerin) endotele tutunup daha sonra da endotel
bariyerini agmasi aterosklerozu baslatan olaylardan biri olarak kabul edilmektedir.
Yapilan hayvan deneylerinde aterosklerotik besinlerle (yiiksek kolesterol iceren
besinler) beslenen tavsanlarin, endotel yiizeyinde artmis VCAM-1 diizeyleri
gozlenmistir (59, 60). Endotel hiicre yiizeyinde bulunan VCAM-1 ve ICAM-1 ayrica
diiz kas hiicre yiizeyinde de bulunmaktadirlar. Bu molekiiller araciligi ile DKH’leri
l6kositlerinden etkilenir; gé¢ ve proliferasyonu uyarilir (61).

Lokositlerin endotele gecisine adezyon molekiillerinden sadece VCAM-1 ve
ICAM-1 degil, bunun yani sira E-selektinler de aracilik etmektedir. Selektinler, diger
adezyon molekiillerinin aksine, proteinler yerine karbohidrat ve glikopeptidlere
baglanirlar. TNF-o ve IL-1 gibi sitokinlerin uyarisi ile endotel hiicre yiizeyindeki
selektin yogunlugu artmaktadir. Hiicre ylizeyinde artan E-selektin l6kositlerin hiicre
yiizeyine tutunmasmi, oradan da subendotelyal bolgeye goc¢iinii saglamaktadir (62, 63,
64).

Glikoprotein yapisinda olan integrinler hiicrelerin birbirlerine ya da ¢evresindeki
yapilara sikica tutunmalarini saglamaktadirlar. Ayrica hiicre zarindaki konumlari
nedeniyle, hiicre dis1 uyarilarin hiicre i¢ine ulasarak c¢esitli hiicre i¢i olaylarin
ger¢eklesmesine aracilik ederler. Lokositlerde bu islevi yapan integrinler “lokosit
fonksiyon iligkili antijen-1, makrofaj antigeni-1 ve ge¢ (very late) aktivasyon antijeni-
4’tiir. Plak komplikasyonu sonucunda aktiflesen olan trombositlerin endotel
hiicrelerinine, endotel alt1 yapilara ve birbirlerine tutunmasinda rol oynayan
Glikoprotein 11b/ll1a reseptorleri integrin yapisindadir (62).

2) Sitokinler: Sitokinler, aterosklerozun baslamasinda, adezyon molekiillerinin endotel
yizeyindeki miktarlarmi arttirmada ve aterom plagm komplike olmasinda rol
almalarindan dolayr aterosklerotik siirecin hemen her evresinde 6nemli bir yere
sahiptirler. Interlokin-1B (IL-1B) ve TNF-o gibi sitokinler endotel hiicresinde VCAM-
I’in ekspresyonunu arttirarak monosit ve lenfositlerin endotel alt1 tabakaya gogiinii
arttirarak aterosklerotik plagin olusumuna yol ac¢maktadirlar. Aterom plaginda

bulundugu gosterilen diger bir sitokin olan MCP-1, daha fazla sayidaki monositi plagin
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oldugu bolgeye g¢ekmektedir (59). MCP-1, okside-LDL ya da baska inflamatuvar
bilesiklerin uyaris1 ile endotel hiicresi tarafindan olusturulmaktadir. insanda, MCP-1’in,
aterosklerotik plaklarda diger kesimlerine gore aterosklerotik plaklarda ¢ok daha yogun
oldugu gozlenmistir (65). Lezyonda bulunan T-lenfositlerin salgiladigi interferon
gamanin (INF-y) ise DKH’lerin apoptozisine neden oldugu ve bunun sonucu olarak
plagin komplike olmasinda dnemli rol oynadigina inanilmaktadir (66, 67). IL-1p ve
TNF-a  makrofajlar1  aktiflestirerek, matriks metaloproteinaz  salgilanmasini
uyarmaktadirlar (36, 39).

Aterogenezdeki rolii tartigmasiz kabul edilen niikleer faktor kapa B nin (NF-kB)
inflamasyonun tetiklemesinde onemli bir katkisinin oldugu belirlenmistir. NF-xB,
gerekli transkripsiyonu saglayarak MCP-1 iretimini arttrmakta ve ayni1 zamanda
matriks metaloproteinaz genlerinin asir1 diizeyde etkinlesmesini saglamaktadir. Yapilan
calismalarda, insan damarlarinda aktif NF-kB’nin bulundugu gézlenmis ve diizeyi ile
aterosklerozun yaygimlig arasinda bir iliski oldugu saptanmustir (68).

Niikleer transkripsiyon faktorlerinden olan peroksizomal proliferator-aktive
edici reseptorlerin (PPARs) aterosklerotik siiregte 6nemli rol oynadigi gosterilmistir.
PPARs etkinliginin makrofaj, endotel ve DKH islevlerinin diizenlemesi ve
metaloproteinaz {iretimi ile iliskili oldugunu belirten bulgular bulunmaktadir.
Aterosklerozlu olgularda PPARS sayisinin arttigi belirlenmistir. PPARS’in etkinlesmesi
sonucunda ise endotel hiicrelerininde NO sentaz enzimi ve adezyon molekiillerinin
diizeyini, monositlerin makrofajlara doniisiim hizlarini, makrofajlarda ¢opgiil reseptor
sayisini, makrofaj apoptozisi ve plaktaki gesitli sitokinleri etkileyerek aterogeneze
katkida bulunmaktadirlar (69).

3) Biiyiime Faktorleri

a) Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii (PDGF): Trombositlerin o-graniillerinde
depolanan oldukca giiglii bir mitojendir. Proliferatif yetenegi olan biitiin hiicreleri
etkileyebilme ozelligine sahiptir. Mitojenik etki gosterdigi hiicrelerde ayni zamanda
kemotaktik etki de goOstermektedir. DKH reseptorlerine baglanan PDGF, hiicre
siklusunu uyararak hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasmni saglamaktadir. Bu etkilerinin
yaninda, PDGF DKH’lerinin pinositoz yapmasini, protein ve RNA sentezini

uyarmaktadir. Ayrica, hiicre ylizeyinde de LDL reseptor sayisinin artisina neden
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olmaktadir. Bu mitojenle karsilasan DKH, hem prolifere olurlar ve hem de bag dokusu
sentezini arttirir (40, 70).

b) Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF): Makrofajlar, endotel ve DKH zedelenmesi
sonucu salinir. Bu hiicrelerde hiicre hasar1 olustugunda agiga ¢ikan FGF hem DKH hem
de endotel hiicrelerininin proliferasyonunu uyarmaktadirlar (40, 70).

¢) Transforme Edici Biiyiime Faktorii- p (TGF-f): Endotel hiicreleri, trombositler,
bag dokusu hiicreleri ve makrofajlar tarafindan salgilanir. Diisiik dozlarda kas
hiicrelerinin sekresyon ve proliferasyonunu uyarirken, yiiksek konsantrasyonlar: ise
gliclii bir hiicre proliferasyon inhibitoriidiir. Ayrica TGF-p kollajen, proteoglikan ve
elastik lif proteinleri gibi bag dokusu sentezini uyaran en gii¢lii ajandir (70, 40).

d) Heparin Baglayic1 Epidermal Biiyiime Faktorii (HB-EGF): DKH’leri ve aktive
aktiflesmis makrofajlardan salgilanir. Diiz kas i¢in en az PDGF kadar giiglii mitojenik
bir ajan olan HB-GF’nin aterosklerozdaki yeri heniiz arastirilmaktadir (40, 70).

2.2.6. Aterogenezde Temel Basamaklar

Aterosklerotik siire¢ basamaklar1 sekil 2.2°de (71) verilmis olup ateroskleroz
olusum, gelisim ve sonu¢ verme siiregleri tiim olgularda benzerlik gosterir ve c¢esitli
basamaklar icerir. Bu nedenle aterosklerotik siireci basamaklara ayirarak ele almak ve
degerlendirmek bir¢ok kolaylik saglamaktadir. Aterosklerotik basamaklar endotel
disfonksiyonu, LDL oksidasyonu ve kopilik hiicre olusumu, lipid ¢ekirdegi olusumu,
fibr6z baslik olusumu, immiin mekanizmalar ve plak revaskiilarizasyonu gibi

basamaklara ayrilabilir.
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Sekil 2.2. Temel ateroskleroz siireci (71)

2.2.6.1. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu, aterosklerozun patogenezinde bilinen ilk temel basamagi
olusturur. Yapilan calismalarda, KAH agisindan aile anamnezi pozitif olan ancak
koroner arterleri normal veya ¢ok az hasarli bireylerde, aile anamnezi pozitif olan fakat
baska risk faktorii bulunmayan asemptomatik geng eriskinlerde (72), tip Il diyabetlilerin
birinci derece akrabalarinda (73) ve insiiline bagimli diyabeti olan hastalarda endotel
disfonksiyon varligi gosterilmistir. Tikayici olmayan hafif diizeyde KAH’lilarin olan bir
baska calismada, ciddi endotel disfonksiyonu saptanan grubunun saptanmayan gruba
gore anlamli derecede daha yiiksek MI, kardiyak 6liim ve revaskiilarizasyon gibi
kardiyak olaylar gosterilmistir (74).

Endotel disfonksiyonu varligmm KAH’mi 6ngordiigi ve KAH’da endotel
disfonksiyonunun kotii prognoz gostergesi oldugu da bilinmektedir. Bunlara ek olarak,
sigara icenlerde, yash kisilerde, menopozdaki kadmlarda, hipertansiyonlu kisilerde ve
hiperhomosistinemisi bulunan olgularda da endotel fonksiyon bozuklugu saptanmistir
(75, 76). Aymi zamanda, inflamasyon varliginda ya da yiiksek okside-LDL
partikiillerinin varhiginda da endotel disfonksiyonunun gelistigi belirlenmistir (77).
Fonksiyonu bozulmus endotel hiicresi bariyer 6zelligini yitirdiginden, lipoprotein
molekiillerinin subendotel dokuya gecisi hizlanmaktadir. Vasoaktif maddelerin
dengesinin bozulmasi trombojenik ve aterojenik bir ortam olusturmaktadir. Endotel

disfonksiyonunun bir baska sonucu da inflamasyona egilimin artmasidir (40).
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Normal endotel fonksiyon bozuklugu kendini asagidaki durumlarla gosterir;

a) Endotele bagimli vazodilasyon bozulur (78).

b) NO yapimi ve salgilanmas1 azalir ve sonucunda trombosit agregasyonu kolaylasir
(79).

¢) Endotelin diizeyi artar ve vazokonstriiksiyon gelisir (80).

d) Endotel hiicrelerinde, yikimin azalmasi nedeni ile asimetrik dimetilarjinin diizeyi
artar ve bu da NO sentezini inhibe eder (81).

e) Yiiksek kolesterol diizeyi, endotelden serbest oksijen radikallerinin salgilanmasina
neden olur ki, bunlar da NO’e baglanarak aktivitesini bozar (82).

f) Hiicre yiizeyinde VCAM-1, ICAM-1 ve platelet/endotel hiicre adezyon molekiilii
(PECAM-1) gibi adezyon molekiillerinin diizeyi artar ve endotel disfonksiyonunun
oldugu bolgelerde 16kositlerin tutunmasini kolaylastirir (40, 70).

g) PGI; iiretimi azalmasi, endotel hiicresine bagh protein kinaz C etkinlesmesinde
azalma ile tromboplastin {iiretiminin ve platelet aktivator inhibitér-1 (PAI-1)
salgilanmasmin artismna ve trombiis olusumuna egilim artmasi ile sonuglanir (70).

Endotel disfonksiyon olusumu sekil 2.3’te (83) gosterilmistir.

NO, PGI2, PDGF, AT II, Endotelin — Endotelyal gecirgenlikc
L selektin, integrinler, PECAWN-1, VCAM-1—> Up-regilasyon
Okside LDL, MCP-1, IL-8, PDGF, M-CSF —>Lékosit migrasyonulLékosit

Endotelyal Lokosit Endoteiyal Lokosit
gecirgenlik migrasyonu I adezyon adezyonu

Sekil 2.3. Endotel disfonksiyonu (83)

17



2.2.6.2. LDL Oksidasyonu
Kronik hiperlipidemide dolasgimdaki LDL endotel hiicreleri tarafindan
olusturulan engeli gegerek, endotel altinda birikmeye baslarlar. Buradaki matrikste
bulunan proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlarla etkilesirler ve LDL’nin matriksteki
miktar1 ve kalig siiresi de uzar. Bu da LDL’nin endotel, DKH ve makrofajlar tarafindan
oksidasyonuna neden olur. Makrofajlardaki LDL reseptor sayist az oldugundan okside
olmamis LDL’nin fagosite edilme hizi diisiiktiir. Intimada matrikse bagli olarak
tutulmakta olan LDL endotel, DKH ve makrofajlar tarafindan okside edilirler. Fakat bu
oksidasyon 0Ozellikle okside LDL adini verdigimiz LDL partikiilii degildir c¢iinkii
oksidasyon LDL’nin yapisal proteini olan apolipoprotein B-100’de (apoB-100)
gerceklesmemistir. Bu az oksitlenmis LDL partikiiliine minimal modifiye LDL adi
verilir. Bu LDL partikiilleri de oksitlenmemis LDL partikiilleri gibi LDL reseptorleri
tarafindan algilandiklar1 i¢cin kopiik hiicre olusumunda yer almazlar. Ancak MCP-1
yapimini arttirarak bolgeye daha fazla monosit gogiine neden olurlar. Oksidasyonun
tamamlanmas1 ile LDL’deki apoB-100 degismektedir. ApoB-100’deki bu degisiklik,
immiinolojik olaylarin baslamasin1 tetiklemektedir. Okside LDL‘nin makrofajlar
tarafindan fagosite edilmesi ¢opgiil reseptorler araciligi ile olmaktadir. Bu sekilde
makrofajlar i¢ine alinan LDL kolesterol esterlerine doniiserek birikir ve kopiik hiicre
olusumunu baslatir (84, 85). Okside LDL’nin aterogenezdeki etkileri baslica;
a. Copeiil reseptorlerce taninarak makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Endotel
ve DKH ‘leri i¢in sitotoksiktir.
b. Dolasimdaki monositler i¢cin kemotaktiktir.
c. Endotelde adezyon molekiillerinden VCAM-1 ve ICAM-1 iiretimini
arttirarak monosit ve lenfositlerin damar duvarina yapismasinin kolaylastirir.
d. Plaktaki makrofajlarim motililitesini inhibe ederek, lezyonda makrofaj
sayisini arttirir.
e. Bazi biiylime faktorleri ve sitokinlerin salinimi uyarir.

f.  Immiinojeniktir ve antikor olusumunu tetikler.

2.2.6.3. Kopiik Hiicre Olusumu
Endotel hiicresinde LDL molekiiliiniin ilk modifikasyonu ile minimal modifiye

LDL olusmaktadir. Minimal modifiye LDL daha sonra makrofajlardan salgilanan
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lipooksijenaz, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve malondialdehit etkisi ile tekrar okside
edilir (86). Ozellikle malondialdehit, apoB proteininin lizin kalintilarmi etkileyerek
okside LDL olusumuna yol agar. Bu asama kopiik hiicre olusumu i¢in bir baslangictir.
Ciinkii okside LDL i¢in basta makrofajlarda olmak iizere, DKH’lerinde de bulunan
¢opeiil reseptorler tarafindan daha kolay taninabilecek sekilde degismistir (87, 88).
Boylelikle makrofajlar okside LDL partikiillerini fagosite edip pargalar ve kolesterol
esterleri bigiminde depo ederler. Kopiik hiicre olusumuna neden olan bir diger etken de
copell reseptorlerin diizenlenmelerinin diger bircok reseptorden farkli olarak geri
beslemeli inhibisyona ugramamasidir. Fagosite edilen okside LDL hiicre igerisinde
yikilir, agiga cikan serbest kolesteroller esterifiye edilir ve depolanir. Sonucta kopiik
hiicre olusur. Makrofaj kopiik hiicreleri ise TNF-a ve metalloproteinazlar gibi
inflamatuvar sitokinler ve prokoagiilan faktorler salgilarlar (89).

Diiz kas hiicreleri tizerinde de ¢Opgiil reseptorler bulunmaktadir. Bu hiicrelerde
makrofajlar gibi okside LDL’yi fagosite ederek kopiik hiicreleri olustururlar. Erken
evredeki lezyonlarda lipit ¢ogunlukla hiicre icerisindedir. Ancak hiicre dis1 aralikta da

lipit damlaciklarmin bulundugu elektron mikroskobisi ile gosterilmistir (40).

2.2.6.4. Lipid Cekirdegin (Lipid Core) Olusumu

Aterosklerotik siirecin bu asamasinda lezyon disinda da lipit birikmeye baslar.
Ekstraselliiler lipidin olasi iki kaynag1 vardir. Dolasimdaki LDL’nin dogrudan dogruya
intima tabakasindaki proteoglikanlara baglanmasi ya da kopiik hiicrelerin apoptotik
stirece girerek (depolanmis kolesterol esterlerini) hiicre icerigiyle disar1 salmasidir.
Ekstraselliiler lipit birikiminin de baslica kaynagi olarak apoptotik kopiik hiicre yikimi
gosterilmektedir (40).

Kopiik hiicre olusumunda rol alan iki hiicre tipi vardir. Bunlar DKH ve
makrofajlardir. Ancak bu hiicrelerin yagsam siireleri heniiz bilinmemektedir. Ancak ileri
lezyonlarda DKH proliferasyonunun oldukga sinirli oldugu gésterilmis, bu da hiicrelerin
uzun 6miirlii olabilecegini diisiindiirmektedir (40). Buna karsilik savunma sisteminin bir
pargast olan ve siirekli yenilenen monositlerin dokuya gegmesi ile olusan makrofajlar
daha farklidir. Makrofajlarin aterosklerotik plakta cogalabildikleri ve monositlerin
stirekli dolasimdan plak igerisine girdikleri bilinmektedir. Fakat bu sekilde makrofaj
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artig1 yani kontrolsiiz artisin engellenmesi fikri apoptotik siirecin makrofajlarda daha
hizli oldugunu diisiindiirmiis ve yapilan ¢alismalar bu fikri destekler niteliktedir (90).
Makrofajlarin 6liimiinde, LDL oksidasyonu sonucunda olusan peroksitlerin de etkisi
olmakla beraber, asil mekanizma apoptozisdir (90). Apoptotik siirecin olusumunda M-
CSF gibi biiylime faktorlerindeki azalmaya ek olarak TNF-a’nin da rolii bulunmaktadir
(40).

Aktif plakta lipit ¢ekirdegin etrafinda metalloproteinaz iireten makrofaj kiimeleri
bulunmaktadir. Makrofaj kiimelerinin iirettigi metalloproteinazlar lipit ¢ekirdege yer
acacak alani bag dokusu elemanlarmi yikarak saglarlar. Sonug olarak lipit ¢ekirdek
intima tabakasinin bag dokusu yapisi i¢erisindeki kolesterol ve hiicre yikim tirtinleri ile
dolu bolgesidir ve bu asamada heniiz lipit ¢ekirdegin ftstiinde fibrotik bir yap1
bulunmamaktadir (40).

2.2.6.5. Fibroz Bashk (Fibrous Cap) Olusumu

Olgunlasmis aterom plaginda lipit ¢ekirdeginin tsti fibroz bir baslikla kaphdir.
Fibroz baslik yogunlukla DKH ve onlarin irettigi bag dokusundan olusur (40).
Lezyonun yas1 ilerledik¢e icerdigi DKH sayis1 da artmaktadir. DKH’nin medyadan
go¢ii ve proliferasyonu, PDGF ve FGF gibi biiyiime faktorleri aracilig1 ile gergeklesir.
Bu faktorler aterogenezde rol alan hemen her hiicre tarafindan iiretilirler ve ayni
zamanda go¢ ve proliferasyonu da uyarirlar. Aym faktorler bag dokusu proteinlerin
iiretimini de uyarirlar. TNF-B gii¢lii bir bag dokusu yapicist olmasina karsin, bugiine
dek bulunan en giicli DKH inhibitériidiir. TNF-B, aktif makrofaj ve trombositlerden
salgilanmaktadir. Uyaric1 ve baskilayict bu maddeler arasindaki etkilesim, DKH’nin
proliferatif cevabini belirlemektedir (40).

Bugiin artik fibroz basligin dinamik bir yap1 oldugu bilinmektedir. Bir yandan
DKH tarafindan kollajen yapimu siirerken, diger taraftan proteazlar tarafindan siirekli
bag dokusu yikimi olmaktadir (86). Lipit ¢ekirdek ve onun etrafinda yer alan fibroz
basliktan olusan bu ilerlemis aterosklerotik lezyona “fibroaterom” adi verilmektedir.
Lipit ¢ekirdek ve fibroz tabakanin lezyondaki miktar1 plagin kirillganhigmni belirleyen
esas etkendir. Fibroz baslik ne kadar kalinsa, plak o kadar stabil ve ne kadar ince ise

plak o kadar kirilgan ve zedelenebilirdir (91, 92).
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2.2.6.6. Immiin Mekanizmalar

Plaklarda T-lenfositlerin bulundugu gosterilmistir. Bu hiicrelerin gorevi biiyiik
olasilikla interferon salgilayarak DKH proliferasyonunu diizenlemektir (40). B-
lenfositler ise plaklarin yapisinda bulunmamalarina ragmen, adventisya ¢evresinde bol
miktarda bulunmakta ve okside LDL’ye kars1 antikor iiretmektedirler. Bu antikorlarin
plazmadaki diizeyi Olgiilerek, aterosklerotik olayin aktivitesi ve yayginhgi

belirlenebilmektedir (56).

2.2.6.7. Plak Revaskiilarizasyonu

Normal medya damarsiz bir yapidir. Ancak plak kalinlastik¢ca, damar liimeninde
tasinmakta olan oksijenin diffiizyonu ile damar duvarmi beslemesi olanaksizlastigindan,
adventisya tabakasindan lezyonun tabanina dogru yonelen yeni damarlanmalar goriiliir.
Bunun plak biiylimesine bir yanit mi, yoksa katkida mi bulundugu heniiz
bilinmemektedir. Ancak bu damarlarda yogun bi¢cimde adezyon molekiilii sunumu
oldugu gosterilmistir (93). Yeni bulgular plak damarlanmasi ile komplikasyonu arasinda
bir iliski oldugunu gostermektedir. Komplike olmus plaklarda yeniden damarlanma,

olmamuslara gore ¢ok daha fazla oldugu saptanmistir (94).

2.2.6.8. Aterosklerotik Lezyon Tipleri ve Evreleri

Aterosklerotik lezyonlarm gelisim ve morfolojik degisim donemlerine gore iig
ana smif altinda toplanmaktadir. Bunlar, yagl c¢izgi, yaygin intima kalinlagmasi ve
fibroz plaktir (33).
a) Yagh cizgi: On yasindaki c¢ocuklarda bile goriilebilen aterosklerozun en erken
goriilen lezyonlaridir. Makroskobik olarak damar liimeninde sar1 alanlar olarak
goriilirler. Bu goriiniimiin asil nedeni endotel altinda biriken, igleri yag damlaciklari ile
dolu olan kopiik hiicrelerdir. Bu evrede, lipitlerin lezyona giris ¢ikislar1 arasinda
dinamik bir denge vardir. Ornegin kan LDL diizeyinin azaltilmasi ile lezyona go¢ eden
lipit miktar1 azalirken ¢ikan lipit diizeyi artar ve lezyon olusumu gerileyerek yerinde
sadece sikatris dokusu kalir. Ayn1 zamanda, lezyona giren LDL diizeyi ¢ikan LDL’den

fazla oldugunda lezyon sonraki evrelere ilerlemektedir (95). Koroner ve sistemik
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arterlerdeki yagl cizgilerin yerlesimi ile ileri evre aterosklerotik lezyon yerlesimlerinin
ayni olmasi, bu lezyonlarin bir boliimiin ilerlediklerinin kanit1 olarak kabul edilmektedir
(40).

b) Yaygin intima kahnlasmasi: intima, bag dokusu ile cevrelenmis DKH’den olusan
bir yapidir. Makrofajlar, T-lenfositler, hiicre dis1 lipit birikintileri diger elemanlaridir
(40).

c)Fibroz Plak: Aterosklerotik lezyonlarin en ileri bigimidir. Kalsifikasyon igerirler ve
trombiis ve/veya hemoraji ile birlikte bulunur ise komplike lezyondan sz edilir (40).
Makroskobik olarak beyaz renklidir. Liimene dogru genisleyen bu lezyonlar liimeni kan
akimmi engelleyecek kadar daralttiklarinda klinik bulgu verirler (40). Mikrokospik
olarak incelendiginde bu lezyonlarda ¢ok miktarda DKH, makrofajlar ve T-lenfositleri
bulunur. Bu evrede medyadan intimaya gegen DKH bir fibroz baslik olusturarak
dizilmislerdir. Fibroz bashigin temel islevi, limendeki kan ile lezyonun merkezindekKi
aterojenik lipit c¢ekirdegini birbirinden ayirmaktir. Fibréz bashktaki DKH’leri
ckstraselliiler matriks yapma yetenegine sahip onarici fenotiplerdir (63, 96). Fibroz
bashkta DKH disinda, kollajen fibrilleri, elastin, proteoglikanlar  ve
glikozaminoglikanlar da bulunur (97). Fibroz basligin biitiin plak hacmine orani klinik
durumlar1 belirlemede 6nemli bir etmendir (47).

Amerikan Kalp Birligi (American Heart Association) plaklarin dinamik yapiya
sahip olmasindan dolay1 yukarida yapilan lezyonlarmm makro ve mikroskobisine gore
yapilan smiflandirmay1 yeterli goérmeyerek ateroskleroz lezyonlarmin tanim ve
evrelerini tamimlamis ve lezyonlar1 alt1 tip ve bes evreye ayirmuslardir (98). Asagida
Amerikan Kalp Birliginin yaptigi lezyonlarin tipine gére ayrimi sekil 2.4°te (71) ve
evrelerine gore ayrim ise sekil 2.5’te (71) gosterilmistir.

Evre-1) Kiigiik bir lezyon olup, genellikle 30 yasin altinda goriliir. Yillar iginde
ilerleyebilmektedirler. Tip I, II ve III lezyonlar bu evrede goriiliirler. Tip I lezyon, igi
yag damlaciklar ile dolu makrofaj kokenli kopiik hiicrelerden olusan ilk lezyondur. Tip
II lezyonda makrofaj sayis1 artmistir ve katlar olustururlar. Makrofajlarin yani sira
DKH’lerinden olusmus koOpiik hiicreler de bulunmaktadir ve hiicre disi lipitler
goriiliirler. Tip I ve II lezyonlar intimada sar1 noktalar ya da cizgiler seklinde
goriilebilirler. Bu iki lezyonda matriks yapist ve hiicre disi lipit birikimi ve intima

yapisinda degisiklik yoktur. Medya ve adventisya tabakalar1 bu lezyonlardan
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etkilenmezler. Tip | ve Il lezyonlar puberteden itibaren hemen her bireyde goriilmeye
baslanir. Ancak lezyonlar ¢ok kiiciik olduklar1 i¢in klinik bulgu vermezler. Bir boliimii
geriler ya da yasam boyu ayni1 seviyede kalirlar (20, 31, 40, 98).

Tip 111 lezyon, aterom diye nitelenen ilk lezyon olan tip 1V ile II arasinda bir
gecis lezyonudur. Tip III lezyonda DKH, bag dokusu, fibriller ve tip II’den en 6nemli
ayit edici yan olarak yag birikintileri bulunur. Bu birikintilerin i¢inde yag
damlaciklarinin yani swra 6lmiis kopilik hiicrelerin kalintilar1 da bulunmaktadir. Bu
lezyonda intimanin yapis1 bozulmaya, DKH birbirinden ayrilmaya ve proteoglikanlarin
yerini kalintilar almaya baglar (98).

Evre 2) Bu evrede artik bir aterom plagi olusmustur. Histolojik olarak temel 6zellikleri
birbirine benzeyen bu plaklar damar limenini kritik diizeyde daraltmayabilir. Ancak
intimanin temel yapis1 bozulmustur. Bu bozulmanin baslica ortak nedeni hiicre dis1
birikintilerin lipit ¢ekirdegi olusturmasi, bu g¢ekirdegin bulundugu yerdeki intimanin
tim elemanlarinin yerini almasidir. Sonu¢ olarak normal damar intimasina goére daha
direngsiz ve yumusak bir yapiya doniismiistiir. Lipit i¢eriginin fazla olmasi nedeniyle bu
plak komplike olmaya uygun hale gelmektedir. Bu evrede tip IV ve Va olmak tizere iki
tip lezyon goriiliir. Tip IV lezyonda yukarida siralanan hiicresel elemanlar yaninda
fibréz bir doku ile karismis ¢ok miktarda hiicre dis1 lipit birikintileri vardir. Tip Va’da
ise ortada hiicre dis1 yagdan olusan lipit ¢ekirdek ve bunun lizerinde ince fibréz bir yap1
vardir. Evre 2, akut faz olarak tanimlanan evre 3 ve 4’e ilerleyebilir bunun sonucunda
da fibrotik evre olan evre 5’¢ doniisebilir (98).

Evre 3) Akut komplike olmus tip VI lezyonlar1 igerir. Tip IV ya da Va lezyonlarin hasar
gbérmesi ile olusur. En dista yer alan endotel tabaka bozulabilir ve {izerine trombiis
oturabilir. Trombiis damar1 tikayabilir (98).

Evre 4) Bu evrede de evre 3’te oldugu gibi akut komplike olmus tip VI lezyonlar vardir.
Evre 3 ile arasindaki fark duvardaki trombiis biiytikligidiir (98).

Evre 5) Bu evrede, evre 3 ve 4’te goriilen tip IV lezyonlarm yiizeyinde olugan trombiis
bir hasar olusturmustur. Hasarin onarimi ya da disarida olusan trombiisiin organize
olmasi halinde plagin boyutu biiyiir ve daha tikayici olan Vb ve Vc lezyonlar olusur. Bu
lezyonlar bu evrenin baslica lezyon tipidir. Bu evredeki lezyon tipleri olan, tip Vb ve

V¢, damar limeninde kritik diizeyde daralma olusturarak angina pektorise neden
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olurlar. Ancak iskemik donemde etkili bir kollateral dolasim olusur ise klinik bulgu

vermeden sessiz kalabilirler (98).

Tip I (baslangig ) lezyon
*Makrofaj sizmast
*Tz0le kopiik hiicreer

Tip II ( yag ¢izgileri) lezyon
*Bashca hiicre ic1 yag
birikimi

0
0
)

Tip IIT lezyon
*Yeni yag cizgileri
*Hiicre i¢1 yag havuzeuklan

Tip IV (aterom) lezyon
*Yem yag cizgileri
*Hiicre dis1 yag birikintisi

Tip V (fibroaterom) lezyon
*Birden fazla yagh
merkez ve fibrotik

tabaka, kirecli

Tip VI (komplikasyonlu) lezyon
*Bozuk yiizey
*Hematom-hemoraji ve trombiis

Sekil 2.4. Aterosklerotik lezyon tipleri (71)
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Sekil 2.5. Aterosklerotik plak evrelemesi (71)

Amerikan Kalp Birligi aterosklerotik lezyonlar1 alt1 tipe aymrmisti. Amerikan

Kalp Birligi’nin bu smiflamasma 2003 yilinda iki tip daha eklenmistir (48). Elli

yaslardan sonra plaklarin mineral iceriginin artmaya baslamas gosterilmistir. Ozellikle

kalsiyum olmak tizere mineraller plak kesit alanin yaris1 ya da daha fazlasini kapliyorsa

bu tip lezyonlar tip VII olarak adlandiriimakta. Ayrica bu lezyonlarda bir¢ok kez

tekrarlanan hasar-onarim siireci nedeniyle bag doku iceriginin daha da artigi

belirlenmistir. Lipid ¢ekirdegin bulunmadigi ancak intimanin zaman zaman hiyalinize

olan diizensiz yapidaki onarici nitelikli fibréz bag dokusu ile kalinlastigi durum ise tip

VIII lezyon olarak adlandirtmakta. Bu lezyonda bag dokusu ve DKH’leri onaric1 6zellik

tagimakta ve lezyon i¢inde yer yer kalsiyum kiimelesmeleri de gozlenmektedir. Plak

kalsifikasyonunun klinik 6nemi belirgin degildir, ama lezyonlar1 daha az elastik ve

gerilim kuvvetlerine kars1 daha duyarli hale getirir (48).
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2.2.7. Aterosklerotik Risk Faktorleri

Risk faktorlerinin tanimlanmasi ve bunlarin tedavisi asemptomatik kisilerde
koroner kalp hastaliklarinin dnlenmesi (primer koruma) ve belirlenmis hastaligi olan
kisilerde tekrarlayan olaylarin dnlenmesi (sekonder koruma) igin gereklidir. Yirminci
yizyilin ilk yarisinda hayvanlar {iizerinde yapilan deneyler ve klinik gozlemler,
hiperkolesterolemi gibi bazi degiskenleri, aterosklerotik olaylarla risk faktorii bazinda
iliskilendirmislerdir. Insanlardaki risk faktdrlerinin arastirilmasina iliskin sistematik
calismalar, yaklasik olarak ylizyillin ortalarinda basglamistir. Prospektif, halk tabanli
“Framingham Kalp Calismalar’’, hiperkolesterolemi, hipertansiyon ve diger
faktorlerin  kardiyovaskiiler riskle iligkili oldugunu destekleyen Onemli kanitlar
saglamistir. Gozleme dayanan benzer ¢aligmalar ABD’de gerceklestirilmistir ve genis
capta yapilan yaygm, bagimsiz arastirmalar kardiyovaskiiler hastaliklar icin risk
faktorleri kavramini desteklemistir (33).

Ulusal Kolesterol Egitim Programi’nin (NCEP) 2001°de yaymlanan III. Yetiskin
tedavi panelinde (ATP III), KAH risk faktorleri su sekilde siniflandirilmistir (99).

Koroner Arter Hastahgi Risk Faktorleri (NCEP ATP III)
1. Lipid risk faktorleri (LDL, Trigliseridler, non-HDL-K, HDL diistikliigii, aterojenik
dislipidemi)
2. Nonlipid risk faktorleri
A. Modifiye edilebilen risk faktorleri
a. Hipertansiyon
b. Sigara i¢iyor olmak
c. Diyabetes Mellitus
d. Fazla kiloluluk/Obezite
e. Fiziksel inaktivite
f. Aterojenik diyet
g. Trombojenik/ hemostatik durum
B. Modifiye edilemeyen risk faktorleri
a. Yas
b. Erkek cinsiyeti

c. Ailede erken koroner kalp hastalig1 dykiisii
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Koroner Arter Hastalig1 I¢in Bagimsiz Risk Faktorleri (NCEP ATP I1I)

1. Yas (erkeklerde >45, kadmlarda >55 )

2. Ailede erken koroner kalp hastaligi oykiisii

3. Sigara i¢iyor olmak

4. Hipertansiyon (Kan basinc1 >140/90 mmHg veya antihipertansif ila¢ kullanimi )

5. Diisiik HDL kolesterol (HDL <40 mg/dl )

6. Yiiksek LDL kolseterol (LDL>130 mg/dl )

*HDL > 60 mg/dl ise risk hesaplamalarinda bir risk faktorii ¢ikarilir (Ciinkii HDL
kolesterol ytiksekligi KAH riskini azaltir).

2.2.8. Ateroskleroz Olusum Hipotezleri

Aterosklerozun patogenezini agiklamaya yonelik bir¢ok ¢aligma yapilmis ve
cesitli teoriler 6ne stiriilmiistiir. Bugiin en fazla kabul goren teoriler arasinda;
a) Hemodinamik bozukluklar teorisi: 11k olarak 1950 yilinda 6nerilen hemodinamik
bozukluklar teorisi, tiirbiilan akim ve shear stresin aterosklerotik lezyonlarin
gelismesinde sorumlu oldugunu ileri siirmektedir. Shear stres ve tiirbiilan akimin
arteriyel bolgelerin dallanma, ayrilma ve biikiilme bolgelerinde degisiklikler gostermesi
bu vaskiiler bolgelerde lezyon olusumlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiirbiilan
akim degisimleri endotel disfonksiyonu, endotel hiicre gegirgenliginin artigina ve
endotele 16kosit adezyonuna neden olur. Endotel bariyerindeki bu bozulma, igeriye
kolesterolce zengin lipoproteinlerin girisine de sebep olmaktadir. Bu degisimler,
sitokinler, adezyon molekiilleri, koagiilasyon proteinleri gibi bazi 6nemli molekiillerin
gen ekspresyonlarinda da degisimlere neden olmaktadir (45). Aterom plaklarinin
siklikla bulundugu yerler dallanma, ¢aprazlanma ve donme bolgelerinin olmasi bu
teoriyi desteklemektedir (49).
b) Hasara yamt hipotezi: Bugiin hala aterosklerotik siirecin nasil bagladig1 tam olarak
anlagilamamistir. Bu anlamda en fazla kabul goren goriis Ross (31) tarafindan ortaya
atilan hasara tepki (“response to injury”) hipotezidir. Bu hipotezde anahtar olay endotel
hasaridir. Endotel hasari, normal vaskiiler ozellikleri degistiren bir takim
kompansatuvar yanitlara yol agar. Olusan hasar, l6kosit ve trombositlerin endotele

adezyonunu arttirir ve lokal vaskiiler antikoagulan cevreyi prokoagulan bir ¢evreye
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dontistiiriir. Toplanan 16kosit ve trombositler, sitokin, vazoaktif ajanlar ve biiylime
faktorlerini salgilarlar ve intima i¢erisine DKH migrasyonunu ve onlarm proliferasyonu
ile karakterize olan inflamatuvar cevabi arttirirlar (31). Inflamatuvar cevabin bir diger
komponenti arter duvari igerisine makrofajlarin toplanmasidir. Bu makrofajlar LDL-K
partikiillerini alarak i¢i lipit dolu kopiik hiicrelerini olustururlar. Lipit birikimi ve kopiik
hiicre olugum siireci inflamatuvar yanitla devam eder. Siiregelen inflamasyon olayni,
sitokin, bilyiime faktorleri ve proteolitik enzimlerin salinimi ile birlikte olan hiicresel
nekroz izler. Lezyonun oto-katalitik olarak genislemesiyle lezyon limene dogru ilerler
ve sonunda kan akimini bozar (31).

c) Retansiyona yamit hipotezi: Bu hipoteze gore aterosklerozu baglatan olay
lipoprotein retansiyonudur. Arter duvarmma lipoprotein retansiyonu, ekstraselliiler
matriks komponentleri ile sik1 olarak baglantih gibi goriinmektedir. Ozellikle, apoB-100
iceren lipoproteinlerin, damar duvarma birikiminin inflamatuvar kaskadi tetikledigi
diistiniilmektedir (100).

d) Oksidatif modifikasyon hipotezi: Aterosklerozda oksidatif modifikasyon hipotezi,
Goldstein ve ark. (101) kiiltiire makrofajlarin kimyasal olarak modifiye olmus okside
LDL-K varliginda lipit yiiklii hiicrelere doniistiigli goriisii ile ortaya ¢ikmustir. Modifiye
LDL-K’tin in vitro diiz kas hiicresi ve endotel hiicrelerinde MCP-1’in sentezini
arttirdig1 gosterilmistir. Okside LDL-K, monosit ve lenfositler igin kemotaktiktir.
Okside LDL-K’iin DKH’nin proliferasyonunu uyardig1 bilinmektedir. Okside LDL-K,
makrofajlar tarafindan koptik hiicre olusumu i¢in daha hizli oranda alinmaktadir. Ayrica

okside LDL-K, endotelyal hiicreler gibi bir takim hiicreler igin sitotoksiktir.

2.2.9. Lipit Peroksidasyon Mekanizmalar ve Oksidatif Stres

1. Oksidatif stres: Oksidatif stres, oksidanlarin {iretimi ve organizmanin bu iirlinlere
kars1 savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin oksidanlar lehine degismesidir.
Oksidan molekiiller ROS, siilfiir kaynakli radikaller ve diger radikalleri i¢erir. Radikal
olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik gostermesine ragmen, tiim aerobik hiicrelerde
belirli diizeyde radikal olusmaktadir. Oksidan molekiiller bircok yolla olusabilir.

Ornegin, iyonizan radyasyon, kimyasal reaksiyonlar, enzimatik olarak serbest metal
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iyonlarmin rol aldig1 redoks reaksiyonlar1 ya da enzimlere bagli metal iyonlar1 oksidatif
triinler olusturabilirler (102).

Biyolojik sistemlerde oksidatif stresi ortaya ¢ikaran reaktif molekiillerin,
genellikle radikaller oldugu varsayilir. Radikaller bir veya birden fazla eslesmemis
elektronlar1 bulunan ve biyomolekiillere karsi reaksiyon yetenegi olan molekiillerdir.
Biyolojik sistemlerde en Onemli serbest radikaller, siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikalidir. Hidroksil radikali son derece yiiksek aktif 6zellikte oldugundan (meydana
geldigi hiicre boliimiinden daha uzaga diflizyona gerek kalmadan) derhal olustugu yerde
reaksiyona girer. Siiperoksit radikali, hidroksil radikalinden daha az reaktif oldugu icin
aciga ciktigi hiicre boliimiinden daha uzak noktalara rahatlikla diffiize olabilir. Ancak
bu diffiizyon siliperoksit dismutazin yiiksek konsantrasyonu ile sinirhidir. Hidrojen
peroksit ise mitokondriyal, peroksizomal ve plazma membranindan kolayca diffiize
olarak toksik etkisini agiga ¢iktig1 noktadan daha uzak hiicre boliimlerinde gdsterebilir.
Lipit peroksidasyonunda hidroksil radikalinin daha etkili oldugu kabul edilmektedir
(102).

2. Lipit peroksidasyonu ve mekanizmalari: Biyolojik hasarla karakterize radikal
reaksiyonlar arasinda en belirgin olan1 lipit peroksidasyonudur. Hiicre membranlarmin
oksijen radikallerine maruz kalmasi lipit peroksidasyon reaksiyonlarmi uyarir (103).
Peroksidasyona en duyarli olanlar doymamis yag asitleridir. Lipit peroksidasyonu
organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkisiyle zar yapisinda bulunan konjuge
olmayan ¢oklu doymamis poliansatiire yag asidi (PUFA) zincirindeki alfa-metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslamaktadir. Biyolojik
sistemlerde oksitleyici radikalin siiperoksit anyonu (O,°) ve hidroksil radikali (OH®)
oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, lipit peroksidasyonunun uyarilmasinda asil
etkili radikalin hidroksil radikali oldugu benimsenmektedir. Hidroksil radikali,
siiperoksit radikali ve /veya hidrojen peroksit ile Fe*? ve Cu*? gibi gegis metallerinin
indirgenmis sekilleri ile reaksiyonu sonucu olugmaktadir. Bu doniisiimler Fenton ve

Haber-Weiss reaksiyonlari olarak bilinmektedir (Esitlik 2.1).

28



Esitlik 2.1. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile hidroksil radikali olusumu

H,0; + Fe*? — > OH + OH* + Fe*® (Fenton Reaksiyonu)

H,0, + 0, ——— OH + OH®* + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Serbest radikal etkisi ile PUFA’dan hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag asidi
zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Boylece olusan lipit radikali
(L*) dayaniksiz bir yapiya sahip oldugundan bir dizi spontan degisiklige ugramaktadir
(Esitlik 2.2).

Esitlik 2.2. Lipit radikali olusumu

LH+R*— > L*+RH

Once molekiil i¢i ¢ift bag aktarimiyla 233 nm’de karakteristik UV absorbansi veren
konjuge dienler olusmaktadir. Daha sonra lipit radikalinin molekiiler oksijen ile
reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksit radikali (LOO®) meydana gelmektedir (Esitik
2.3).

Esitlik 2.3. Lipit peroksit olusumu

L*+0,—— LOO®

Lipit peroksit radikalleri de zar yapisindaki diger c¢oklu doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de aciga ¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) doniismektedirler (Esitlik
2.4).

Esitlik 2.4. Lipit hidroperoksit olusumu
LOO®* + LH— L* + LOOH
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Boylece reaksiyonun oto-katalitik bir bi¢imde yiirlimesi saglanmaktadir. Lipit
hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesi ile sona ermektedir.
Lipit hidroperoksitlerinin par¢alanmasi ile etan ve pentan gibi ugucu gazlara
doniismektedir. Bunlar da direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak da hiicre
komponentlerine zarar verir. Aldehitler en toksik triinlerdir. Aldehid ve hidrokarbon
gazlart kolayca diffiize olarak mutagenez, vaskiiler permeabilite artisi, O6dem,
inflamasyon, kemotaksis, fosfolipaz aktiflestirilmesi endoperoksit olugmasina yol
acarak patolojik olaylara sebep olurlar. Peroksidasyon sirasinda olusan dien
konjugatlarinmn 6l¢timii de in vivo lipit peroksitlerinin diizeyini yansitmasi agisindan

giderek 6nemi artan bir yontemdir. (104, 105).

3. LDL Oksidasyonunda Rol Oynayan Etkenler

a) Metal iyonlarn: LDL partikiiliiniin oksidasyonunda genellikle metal iyonlar1 rol
oynar. Doku ve hiicre kiiltiirlerinde metal baglayan iyonlarin kullanilmasi ile LDL
oksidasyonunun azaldig1 gosterilmistir. Metal iyonlar1 ile in vitro oksidasyon ii¢ evrede
gerceklesir. Endojen antioksidanlarin tiiketimi, doymamis yag asitlerinin hizli
oksidasyonu ve reaktif aldehitlere gevrilmesi bu evreleri olusturur. Olusan aldehitlerin
apoB-100°deki lizin aminoasidinin pozitif yiikli amino gruplar1 ile etkilesmesi
sonucunda LDL partikiiliiniin negatif yiikii artar ve LDL reseptoriine ilgisi azalirken
¢opgiil reseptoriine kars afinitesi artar (105, 106, 107, 108, 109).

b) Tiyoller: Tiyollerin otooksidasyonuyla siiperoksit radikalleri olusur ve metal
iyonlarmin varhginda, LDL partikiilleri oksitlenir. L-sisteinin disiilfid formu olan L-
sistin icermeyen hiicre kiiltiirlerinde siiperoksit olusumu ve LDL oksidasyonu inhibe
olmaktadir (110).

c) Lipooksijenaz: Makrofaj, endotel hiicreleri ve DKH’lerinde bulunan
lipooksijenazlar, PUFA’lar1 direkt olarak okside eder. Ozellikle LDL’nin yapisinda
bulunan yag asitlerine etki gosterir (111, 112)

d) Myeloperoksidaz: Makrofajlar, hidrojen peroksidi kullanarak kloru hipoklorik
aside, L-tirozini tirozil radikaline gevirerek etki ederler (113).

e) Nitrik oksit: NO endotel hiicrelerinden salgilanir ve arterlerde vaskiiler tonusu

etkiler. Siiperoksitle birleserek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti olugturur. Ayrica,
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asidik ortamda NO’dan olusan ara tirtinler de LDL oksidasyonunu hizlandirirlar (114).
f) Glukoz: Glike proteinler ve glukoz, metal iyonlar1 aracigiyla LDL oksidasyonunu
stimiile ederler (115).

2.2.10. LDL Oksidasyonu ve Aterogenez

Endotel hiicreleri lipoprotein lipaz, kolesterol esteraz, lipooksijenaz gibi
enzimleri i¢erir. LDL’nin ig¢erdigi kolesterol esterlerinin hidrolizi ile serbest kolesterol
ve serbest yag asitleri olusur. Lipooksijenazlarin etkisiyle serbest yag asitlerinin
oksidasyonu gergeklesir (116). LDL oksidasyonu hipotezine gore aterosklerozda lezyon
olusumu ve gelisiminden lipit ve protein oksidasyon diriinleri sorumludur.
Oksidasyonun asil hedefi intimada bulunan LDL partikiiliidiir. Bu hipotez, in vitro
sartlarda oksitlenmis LDL molekiiliiniin proaterojenik o6zelliklerinin bulunmasiyla
desteklenmistir. Bu 0Ozellikler kemotaksisin uyarilmasi, makrofajlarda kolesterol
birikimi, endotel hiicrelerinde adhezyon molekiilii ekspresyonu ve bazi hiicre tiirlerinin
apopitozudur (7).

LDL oksidasyonu aterogenezde Kilit rol oynar. Oksidasyon hipotezinin
gecerliligi LDL’nin endotel hiicreleri ile inkiibasyonu sonrasi makrofajlar tarafindan
alimmin artmasmin gosterilmesiyle kanitlanmistir. Oksidasyon, diisiik konsantrasyonda
bakir ve demirin bulundugu ortamda 24 saat i¢ginde gerceklesir. Ortalama bir LDL
partikiilinde bir molekiil apo-B, 600 molekiil serbest kolesterol, 1600 molekiil
esterlesmis kolesterol, 700 molekiil fosfolipit, 180 molekiil triagilgliserol ve 10 molekiil
a-tokoferol bulunur. LDL’nin modifikasyonu sirasinda tiim bilesenler oksidasyona
ugrar. Ester ve serbest kolesteroliin oksitlenmesiyle 7-hidroksiperoksikolesterol ve 7-
ketokolesterol olusur. Fosfolipitler ve triagilgliserollerdeki PUFA’nin oksitlenmesiyle
once hidroperoksitler ve daha sonra malondialdehid, hekzanal gibi kisa zincirli, reaktif
aldehitler meydana gelir. Arasidonik asidin non-enzimatik peroksidasyonu ile
isoprostanlar gibi prostaglandin benzeri bilesikler olusur. Kisa zincirli aldehitler ve
isoprostanlardan kokenini alan isolevuglandinler, apo-B ile stabil kompleksler olusturur
ve molekiile pozitif yiik getiren lizin kalintilarinin maskelenmesiyle proteindeki negatif
yik artar. Tim bu degisiklikler lipoprotein partikiiliinde molekiil i¢i capraz baglarin

olusmasina ve partikiiliin agregasyonuna yol agar. LDL’de meydana gelen biitiin bu yiik
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ve konfigiirasyon degisiklikleri partikiiliin makrofajlar tarafindan alimmni kolaylastirir
(7). Oksitlenmis LDL’nin hiicre i¢ine alinmasi ¢opgiil reseptorleri araciligi ile olur (8).
Bu reseptorler hiicre icindeki kolesterol diizeyi tarafindan regiile edilmez ve
subendotelyal yerlesimli makrofajlar okside LDL’yi kontrolsiiz bir bigimde hiicre i¢ine
alarak kopiik hiicreleri meydana getirirler. Copgiil reseptorleri bulunmayan farelerde

aterosklerozun gelisiminin yavasladigi bildirilmistir (9).

2.2.11. Ateroskleroz ve Copgiil Reseptorler

Aterosklerotik  lezyonlar olan koplik hiicreler — monosit/makrofajlarin
subendotelyal alanda lipoproteinleri asir1 biriktirmesi ile olusmaktadir. Bu durum dogal
LDL almimi ile degil LDL’in modifiye formlarinin alinmasi ile olusmaktadwr. LDL
vaskiiler dokuda birikmeye basladiktan hemen sonra siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri tarafindan oksidasyona ugrar. Yapilan calismalar kolesterol
birikiminine oksidatif modifikasyonlarin neden olabilecegini ve okside LDL’nin
aterogeneze yol agabilecegini isaret etmektedir (117). Modifiye LDL ¢6pgiil reseptor
olarak adlandirilan bir grup transmembran reseptor ile hiicre igerisine alinmaktadir. Bu
¢opgiil reseptorler makrofajlar kolesterol esterleri ile dolana kadar okside LDL alimini
stirdiirmektedirler.

Bu reseptorler SR-Al/Il, CD36, ve SR-BI’dir. Okside LDL’nin makrofaj ve
DKH’leri tarafindan almimi ¢esitli ¢opgiil reseptorler aracilik etmektedir. Ancak bu
reseptorlerin  endotel hiicrelerinde diizeylerinin olmadigi ya da ¢ok az oldugu
bulunmustur. Son yillarda yapilan g¢alismalarda, okside LDL i¢in major ¢opgiil
reseptoriin LOX-1 oldugu ve okside LDL’nin toksisitesine aracilik ettigi belirlenmistir
(12).

2.3.  LOX-1(OLR1) Tammmlanmasi ve Yapisi

[k kez 1997°de Sawamura ve ark. (118) LOX-1"i yeni bir okside LDL reseptorii
olarak sigir aort endotel hiicrelerinde tanimladilar. Bu arastirmacilar, LOX-1’in endotel
hiicrelerinde okside LDL’nin baglanmasi, internalizasyonu ve yikilmasindan sorumlu

oldugunu gostermislerdir. Izleyen calismalarda Mehta ve ark. insan koroner arter
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endotel hiicrelerinde LOX-1’in ekspresyonunu radyoligand baglama c¢aligmasi ile
belirlediler (119, 120). Daha sonraki ¢alismalarda, endotel hiicreleri yani sira
makrofajlar, trombositler ve azda olsa DKH’inde LOX-1 ekspresyonunu gézlemlediler
(121, 122, 123). Chen ve ark. (124) in vitro olarak yaptiklari calismada, kalp
fibroblastlarinda ¢ok diisiikk miktarda eksprese oldugunu belirlediler. Ayni zamanda in
Vivo galismalarda insan, tavsan ve fare damarlarinda LOX-1 varligi gosterildi (125, 126,
127).

Lektin benzeri okside LDL reseptor-1, OLR1 geni tarafindan kodlanmakta ve 50
kDa agirliginda bir protein olarak sentezlenmektedir. Yapisal olarak, kalsiyuma bagimli
sekilde karbohidratlar1 baglayan C-tip lektin ailesine ait bir tip-11 membran proteinidir.
LOX-1 basica, dort domainden olugmaktadir. Kisa bir N-terminal sitoplazmik domain
(SD), bir transmembran domain (TM), birlestirici bir boyun domaini (BD) ve bir de C-
terminalde okside LDL’yi baglayan C-terminal lektin-benzeri domainden (CTLD)
olusmaktadir. LOX-1 aym1 zamanda iki potansiyel N-glikozilasyon bolgesi, li¢ disiilfit
baglanma bolgesi ve iki tanede soluble LOX-1 (sSLOX-1) salinimi i¢in membrana bagli
LOX-1’in ayrilma bdlgelerini igermekte olup sekil 2.6° LOX-1 yapisi gosterilmistir
(13).

N-glikolizasvon bélgeleni

5D TM BD ll CTLD

N, e COOH
i =

sLO3-1 ayrilma J,

bélges diziilfid baglan
okside LDL badlanma
kélges

Sekil 2.6. LOX-1 protein yapisi (13)

Lektin benzeri okside LDL reseptor-1 proteini, insan, fare, rat, tavsan, domuz ve
sigirlarda siras1 ile 273, 363, 364, 278, 274 ve 270 aminoasitten olusmaktadir. Insan
LOX-1 proteininin  sigirdaki  karsiligina %72 oraninda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir. Ayn1 zamanda, tavsan, fare ve domuz LOX-1’in hem dizi hem de domain

33



yapilanmasi agisindan insana ¢ok benzedigi saptanmustir (128). LOX-1"in lektin benzeri
bolgesi tiirler arasinda korunmustur. Ozellikle CTLD’deki alt1 sistein rezidiilerinin
bulundugu pozisyonlar korunmustur. Bu bolge ayn1 zamanda ligand baglama domaini
olup, internalizasyon ve fagositozis siireglerinin baslaticisidirlar (129).

Mutagenezis ¢alismalar1 karbohidrat tanima domainindeki sekuens ve
rezidiilerin proteinin hiicre yiizeyine yerlesimi ve ligand baglanmasi i¢in esansiyel
oldugunu gostermislerdir. LOX-1’in diizgiin katlanmasi, islenmesi ve transportu igin
zincir i¢i disiilfit baglarindaki alt1 sistein ve C-terminal sekuensinin (KANLRAQ)
gerekli oldugu belirlenmistir. C-terminaldeki on aminoasidin (261-270) delesyonu veya
lizin-262/263 alaninle degismesinin baglanma aktivitesini bozdugu ya da azalttigi
gbézlemlenmistir. LOX-1’in CTRD boélgesindeki pozitif yiikli aminoasitlerin, lipit
peroksidasyonu ve apo-B’ye baglanma sonucu negatif yiikle yiiklenen okside LDL’nin
taninmasinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (130, 131). Bir diger ¢alismada
CTLD’nin yalniz basma okside LDL’yi baglama igin yeterli oldugunu buldular (132).
Chen ve ark. (133) LOX-1 CTLD domainin okside LDL’yi baglama fonksiyonunu
dogrulayarak, LOX-1’in hiicre yiizey lokalizasyonun sitozolik jukstamembran
bolgesindeki pozitif yiikli yapiya bagh oldugunu géstermislerdir. Ohki ve ark. (134)
LOX-1’in ekstraseliiler domainin kristal yapisini inceleyerek yaptiklar1 bir ¢alismada,
ligand baglama bolgesi ve transmembran domaini baglayan boyun bdlgesindeki kisa bir
alanin, zincirler aras1 disiilfid bagi ile baglanan bir homodimer olusturdugunu ve boyun
bolgesinin  LOX-1’in ligand baglayabilecegini gosterdiler. Park wve ark. (135)
ckstraseliiler LOX-1 lektin-benzeri domainin 1.4 angstronliik kristal yapi analizi
sonucunda, LOX-1’in kalp seklinde bir homodimer oldugunu ve merkezden molekiiliin
icine dogru genisleyen hidrofobik bir tiinele sahip oldugunu belirlediler. LOX-1’in
homodimer yapisi i¢indeki bu hidrofobik tiinel kolesterol molekiiliiniin, bir yag asidi
zincirin ya da alt1 aminoasitli non-polar peptidin baglanarak taninmasina ve yerlesmesi
icin yeterince genis oldugunu gdzlemlediler. Bu durum bu yapilar1 tagtyan ekstraseliiler
ligandlarin taninmasinda rol oynanabilecegini gostermektedir. Okside LDL’nin yani
sira LOX-1 multiple ligand baglanma aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Sekil
2.7°de LOX-1’in homodimer yapis1 hidrofobik tiinel yapis1 gosterilmistir (135).
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Hidrobik timel

C144-C155

C140A-C140B :
N

Sekil. 2.7. LOX-1’in homodimer yapist ve okside LDL gegisi i¢in hidrofobik tiinel (135)

2.3.1. LOX-1(OLR1) Ligandlan
Diger ¢opgiil reseptorleri gibi LOX-1 de birden fazla ligand baglama aktivitesine
sahiptir. Ik yapilan ¢alismalarda okside LDL’yi baglama aktivitesi insan ve sigir kiiltiir
hiicrelerinde arastirilmis ve LOX-1’in smif A ¢Opciil reseptorlerinden daha fazla
afinitiye sahip oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda Cin hamster ovaryum hiicrelerinde,
iyot125 isaretli asetil-LDL’nin LOX-1 tarafindan pargalandigi gézlenmis ve asetil-LDL
icin reseptdr oldugu goézlenmistir (136). Proteinlerin sekerle etkilesimi sonucu olusan
ileri glikasyon son tiriinlerin (AGEs) CD36 ve SR-B reseptorlerine baglanarak endositik
olarak alinmakta ve lizozomal olarak yikilmaktadir. Sigir LOX-1 Cin hamster ovaryum
hiicrelerinde, LOX-1’in AGEs i¢in baglanma aktivitesi oldugu gbzlemlenmistir. Bundan
dolayt AGEs LOX-1 i¢in ligand olabilecegi onerilmektedir (137). Ayrica LOX-1, gram
pozitif ve gram negatif bakteriler i¢in hiicre yiizey reseptorii olarak davrandigi
gbzlemlenmistir (138). Ayn1 zamanda yash ve apoptotik hiicrelerin LOX-1 i¢in ligand
olarak hizmet ettigi bulunmustur (139).
Su ana kadar dort farkl ligand grubu tanimlanmustir.
i.  Modifiye lipoproteinler (okside LDL, asetil-LDL, hipoklor6z asit ile modifiye
olmus HDL)
ii.  Polianyonik kimyasallar (poliinosinik asit)

iii.  Anyonik fosfolipidler (fosfatidil serin ve inositol)
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Iv.  Hiicresel ligandlar (apopitotik/yasl hiicreler, aktive plateletler, bakteriler)
Bu ligandlarn LOX-1’e baglanabiliyor olmasi LOX-1’in ¢ok yonli fizyolojik
fonksiyonlara sahip oldugunun bir gostergesidir (140).

2.3.2. Soluble LOX-1 (OLR1) Protein Sentezi

Murase ve ark. (141) olgun LOX-1 proteinin bilinmeyen bazi proteazlar
tarafindan ekstraseliiler domainin jukstamembran bolgesinden bolerek, dolasima sSLOX-
1 formu olarak salgilandigini belirlediler. Kume ve ark. (142) ise SLOX-1 olusumunun,
kiltir ortamma fenilmetilsulfonil florid’in eklenmesi ile inhibe oldugunu ve
fenilmetilsulfonil florid ise serin proteazlarin bir inhibitorii oldugundan, bu isleme
katilabilecegini 6nermektedirler.

Lektin benzeri okside LDL reseptor-1, N-bagl yiiksek mannoz rezidiileri i¢eren
glikoz ile 40 kDa’liik bir prekiirsor protein olarak sentezlenmektedir. Daha sonra, daha
fazla glikozilenerek ve islenerek 40 dakika iginde 48 kDa olgun forma doniismektedir.
N-bagl seker zincirleri ko-translasyonel ve post-translasyonel islemlerden sorumludur.
N-bagl karbonhidrat modifikasyonlar1 LOX-1"in hiicre yiizeyine taginmasini ve okside
LDL’nin baglanma affinitesini etkilemektedir (143). Olgun LOX-1 iki fakli bolgeden
boliinerek 35 kDa agirhiginda sLOX-1 protein forma doniismektedir. Bu ayrilma
bolgeleri Arg (86)- Ser (87) ve Lizin (89)-Ser (90) arasindadir. SLOX-1 olusumu sekil
2.7°de gosterilmistir (142).

Koroner kalp hastalarinda 6zellikle AKS’unda serum sLOX-1 diizeylerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede artig1 bulunmustur. sSLOX-1’in AKS’unu diger
gruplardan yliksek sensitivite ve spesifitede ayirdigi gézlemlenmistir. Bundan dolay1

SLOX-1’in AKS’un erken tanisi i¢in kullanisli bir marker olabilecegi onerilmektedir

(144).
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Soluble LOX-1

Sekil 2.8. sSLO X-1 olusumu (142)

2.3.3. Insan LOX-1 (OLR1) Geninin Yapisi, Diizenlenisi ve Yapisal Analizi

Okside LDL reseptor-1’in sekuens ve yapisal analizi sonucunda bu reseptoriin
herhangi bir ¢opgiil reseptore benzemedigi gozlenmistir. Aksine CD94 ve natural killer
reseptdr protein-1 gibi natural killer hiicre reseptorlerine onemli derecede benzerlik
gostermektedir (145, 132). Yamanaka ve ark. (139) OLR1 geninin natural Killer
hiicrelerle iliski reseptorleri kodlayan natural killer gen kompleksi iginde yerlesik
oldugunu belirlediler. Aoyama ve ark. (145) insan OLR1 geninin analizi sonucunda tek-
kopya gen oldugunu ve insan kromozom 12’nin kisa kolu iizerindeki p12.2-p13.2
bolgesinde bulundugunu saptadilar. insan OLR1 geni 7000 baz cifti (bg), 5 intron
tarafindan ayrilan 6 ekzondan olusmaktadir. Ekzon-1’den 5° kadar olanlar 102-246
arasindaki b¢ arasinda degisirken, ekzon-6 daha uzun olup 1722 bg¢’den olugmaktadir.
Ekzon-6 dahil edilmediginde ortalama ekzon uzunlugu 148 b¢ olup ortalama ekzon

uzunlugu ile uyumludur. Intron biiyiikliikleri 324 b¢’den 6000 bg’ne kadar
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degismektedir. Ekzonlar ve intronlar arasindaki tiim bitisme noktalari, intronlar GT
dintikleotidiyle baglar ve AG diniiknelotidiyle biter seklindeki genel kurala
uymamaktadir. Birinci ekzon; 5’ translasyon olmayan bdlge ve sitoplazmik domaini,
ikinci ekzon; sitoplazmik domain kalmtisini ve transmembran domaini, ti¢iincii ekzon;
boyun domaini, 4. 5. ve 6. ekzonlar ise lektin-benzeri domain’i ve 3’ translasyon
olmayan bolgesini kodlamaktadir.

Aoyama ve ark (145) ve Yamanaka ve ark. (139) OLR1 genin 5’-
promotor/enhancer bolgesinde, 5°-flanking (¢evreleyen) bolgesinin proksimal kisminda
TATA ve CAAT kutularim1 buldular. Bilgisayar temelli analiz sonucunda da, OLR1
geninin ¢ok farkli potansiyel transkripsiyon faktorleri baglama bolgelerini tanimladilar.
Tiim bu galismalar, bazal promotor aktivite igin 180 bg’lik (nt-150 bg den +30 bg’e
kadar) bir proksimal kismin yeterli oldugunu Onermektedirler. Okside LDL ile
indiiklenen insan OLR1 gen ekspresyonuna iliskin olarak transkripsiyonel mekanizmasi
“promoter bashing” metodu ile arastirilmis ve okside LDL indiikli OLR1 promotér
aktivasyon icin nt-1494 ve -1599 niikleotid arasindaki promotdr bolgenin olmasi
gerektigi belirlenmistir (140). Mutasyon analizleri ve elektroforetik hareketlilik
kaydirma deneyleri ile bu bolge igindeki oktamer-1 baglanma bolgesinin okside
LDL’ye yanit olarak ortaya ¢ikan insan LOX-1 promotor ¢apraz etkinliginde 6nemli bir
rol oynadigmi gosterdiler (140). Ayrica AT-II ile uyarilan LOX-1 promotor etkinligi
ayni teknigi kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda, OLR1 gen ekspresyonu i¢in giiglii bir
uyaran oldugunu gozlemlediler. AT-II ile uyarilan LOX-1 promotdr ¢apraz etkinligi

icin nt-2131 ve -2247 arasinda bulunan bolgenin gerekli oldugunu belirlediler (140).

2.3.4. LOX-1 (OLR1) Gen Ekspresyonu ve Diizenlenmesi

Yamanaka ve ark. (139) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda insan LOX-1 ekspresyon
paternlerini ortaya ¢ikarmiglardir. LOX-1’in in vivo olarak plasenta, akciger, kemik iligi
ve spinal korda yiiksek diizeyde, hippokampus ve testislerde orta diizeyde, Kalp, iskelet
kast ve overlerde ise ¢cok az miktarda eksprese oldugunu gozlemlemislerdir (146).
Hiicre 6zgiilligiinde ise LOX-1’in makrofaj, monosit, DKH, endotel hiicrelerinde, insan
ve rat kiiltire kontrodisitlerinde eksprese oldugu bildirilmistir (118, 128, 138).

Endotelyal hiicrelerde LOX-1 bazal ekspresyonun diizeylerinin in vitro olarak c¢ok
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diistik oldugu belirlenmistir. Ancak okside LDL (147) AT-Il (120), TNF-o (148) ve
shear stres (149) gibi proinflamatuar, pro-oksidan ve mekanik uyaricilar tarafindan hizli
bir sekilde indiiklendigi gozlenmistir. Tim bunlar ateroskleroz bolgelerinde ve diger
vaskiiler hasar formlarinda rol oynamaktadir (140).

In vivo kosullarda bazal LOX-1 ekspresyonunun diisik olmasmna ragmen,
hipertansiyon (126), diyabet (150, 151) ve hiperlipidemi (125) gibi ¢esitli patolojik
kosullarda arttigin1 belirlediler. Bu patolojik kosullarin bircogu direk ya da indirek
olarak aterogenezis ile iliskilidir ve bunlarin varhgi LOX-1 gen ekspresyonu
regiilasyonu i¢in aditif ya da sinerjik etkiye sahiptir (140). LOX-1 gen ekspresyon
regiilasyonuna neden olan in vivo ve in vitro uyaranlar ile inhibitor faktorler ¢izelge

2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1: OLR1 gen ekspresyonunu uyaran ve inhibe eden faktérler

In vitro uyaranlar In vivo uyaranlar inhibitor faktorler
AT-1I Ateroskleroz ACE inhibitorleri
C-reaktif protein (CRP) Hiperlipidemi Stiperoksit dismutaz
Endotelin-1 Hipertansiyon PPARYy aktivatorii
Homosistein Diabetes Mellitus Statinler

Glukoz; Iskemi-reperfiizyon hasari

L-arginin Transplantasyon

Histamin

Insan sitomegaloviriis
TNF-a

TGF-B

IL-1a

IL-1B

Interferon-y

ROS

Forbol ester
Stiperoksit anyonlar1
Okside LDL

Shear stres
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2.3.5. LOX-1 (OLR1) Gen Polimorfizmleri

Tansuguchi ve ark. (14) 2003 yilinda ilk kez insan LOX-1 geninde tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) tanimlandilar. Belirledikleri bu polimorfizmi 501 pozisyonundaki
G—C SNP’in LOX-1 proteinin 167. aminoasitindeki lizinin asparagin (K167N) ile
subtitusyonu ile sonuglandigini belirlemislerdir. Bu arastirmacilar, MI hastalarmdaki
501G/C polimorfizminin saglikli bireylere gore daha yiiksek frekansa sahip oldugunu
gozlemlediler.

Mango ve ark (19) ise LOX-1 genin 3 UTR bolgesinde C188T adli baska bir
polimorfizmi belirlediler. MI gecirmis hastalarda bu polimorfizmin belirgin risk
olusturdugunu saptadilar. Aynmi grup, 6’s1 4. ve 5. intronlarda ve biri 3’ translasyon

olmayan bolgesinde olmak tizere 7 farkli SNP belirlediler.

2.3.6. LOX-1 (OLR1) ve Ateroskleroz iliskisi

Lektin benzeri okside LDL reseptor-1 kesfedildiginden beri, fizyolojik ve
patolojik 6nemi yogun bir sekilde ¢alisilmistir. LOX-1 ekspresyonu sadece yapisal
degil, ayn1 zamanda proinflamatuar, oksidatif ve mekanik uyaricilarin indiiksiyonlar1 da
caligildi (10, 11). Bu calismalarm sonucunda, upregiile olan LOX-1’in endotel
hiicrelerinin aktivasyonuna, DKH’lerin transformasyonuna ve makrofajlarda lipit
birikimine katildig1 belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda, okside LDL, TNF-a, shear stress, ROS, endotelin-1 (ET-
1) ve AT-1I’'nin LOX-1 ekspresyonunu arttirdig belirlenmistir (152). Okside LDL’nin
LOX-1’e baglanmas1 hiicre membranindaki NADPH oksidaz1 aktive etmektedir. Bu da
hiicre i¢i sliperoksit anyonu (O73) ve H;O, igeren ROS artis1 ile sonuglanmaktadir.
Artmis O7%’nun intraseliiler NO ile reaksiyonu sonucu NO diizeyleri azalmaktadir.
Aktive LOX-1 ayni zamanda sitokrom P450 (CYP450) aktivitesini diigiirerek CYP
katalizli endotel bagimli hiperpolarize edici faktoriin (EDHF) azalmasina neden
olmaktadir. Hiicre i¢i NO ve EDHF’deki azalma endotel hiicrelerinin disfonksiyonu ile
sonu¢lanmaktadir. Artmus ROS p38 mitojen aktive edici protein kinaz (P38MAPK),
ekstraseliiler sinyal regiile edici kinaz (ERK1/2) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K)
yolaklarminn aktivasyonuna ve bunun sonucunda da NF-kB aktivasyonuna neden
olmaktadir. Aktiflesen NF-kB’de P-selektin, VCAM-1, PCAM-1, ICAM-1 ve MCP-1
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ekspresyonunu artirmakta ve monosit aktivasyon ve adezyonu ile sonuclanmaktadir.
Ayn1 zamanda NF-«B aktivasyon yolagi sonucu, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
ve Bcl-2 ekspresyonu azalirken, matriks metalloproteinaz (MMP)-1,3 ve Fas
ekspresyonu artmakta, bu da endotelyal hiicre apopitozu ve hasari ile sonuglanmaktadir.
LOX-1 tarafindan alinan okside LDL’nin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi
kopiik hiicre olusumu ile sonlanmaktadir. Okside LDL’nin LOX-1’e baglanmas1 PPAR-
y aktivasyonuna neden olamakta, aktif PPAR-y da vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
(VEGF) ekspresyonunu artirmaktadir. LOX-1 ayn1 zamanda hiicre proliferayonuna
neden olmaktadir (152). Tim bu siiregler ateroskleroz gelisimini kolaylastiran hiicre
hasar1 ve apoptozis ile sonu¢lanmaktadir. Bu siiregteki LOX-1’in potansiyel rolii sekil
2.9’da 6zetlenmistir (152).

Sekil 2.9. LOX-1 sinyal transdiiksiyon yolagi ve endotel hiicrelerininde LOX-1’in potansiyel rolii
(152,153)
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Ateroskleroz ve LOX-1 arasindaki iliski alt1 baglk altinda toplanabilir;

1. Okside LDL’nin endositozu: Aterosklerozda okside LDL’nin dnemli rol oynadigi
bilinmektedir. H,0,, Cu*?, Fe*?, Co™ ya da Mn*2 gibi bilesikler tarafindan LDL’nin
oksidasyonu in vivo ve in vitro olarak yogun bir sekilde ¢aligilmistir (154, 155, 156,
157). Calismalar okside LDL’nin birgok aterojenik olaylar1 indiikledigini ortaya
cikarmustir. Okside LDL monositler igin kemotaktiftir. Okside LDL, monosit
kemoatraktanlarin endotel hiicre sekresyonunu ve monosit adezyon molekiilerinin
ekspresyonunu indiiklemektedir. Okside LDL ayni zamanda kopiik hiicre olusumunu
ilerletmekte ve vaskiiler diiz kas, endotelyal hiicreler ve makrofajlardan sitokinleri ve
cesitli bliyiime faktorlerinin ekspresyonunu ve sekresyonunu artirmaktadir. Bunun
yaninda okside LDL DKH’in proliferasyonunu ve gogiinii inditklemekte, endotel hiicre
gbeiinii ve endotel aracili relaksasyonunu engellemektedir. Endotelyal hiicreler, DKH
ve makrofajlarin doku faktér ekspresyonunu arttirarak vaskiiler hiicrelerin pro-
koagiilant 6zelliklerini ilerletmektedir (158). Ayn1 zamanda okside LDL, CD40/CD40L
sinyal yolagmi tetikleyerek endotel hiicrelerinde inflamatuar reaksiyona ve ateroskleroz
iliskili 6zellikleri aktive etmektedir (159). Ayrica okside LDL metalloproteinaz doku
inhibitorlerinden etkilenmeksizin matriks metalloproteinazlarin salinimma neden
olmaktadir (160). Bu AKS’lardaki plak riiptiiriiniin temeli olabilir. Okside LDL’nin
sigir endotel hiicrelerinde sliperoksit anyon tiretimini indiikledigi (161) ve endotelyal
NO sentaz aktivitesini azaltarak NO salinimini azalttig1 belirlenmistir (162). Bu etkileri,
endotel disfonksiyonunun major uyaricisi olan hiicre i¢i oksidatif stres artisi ile
sonuglanmaktadir. Sonugta, okside LDL hem apoptozisi hem de nekrozu
indiiklemektedir (163, 164, 165, 166, 167). Okside LDL igin birka¢ hiicre yiizey
reseptorleri belirlenmistir. Okside LDL’nin makrofaj ve DKH’i tarafindan alinimina
cesitli ¢Opglil reseptorler aracilik etmektedir. Bu reseptorler SR-Al/Il, CD36, ve SR-
BI’dir (12). Ancak bu reseptorlerin endotel hiicrelerde olmadigi ya da ¢ok az oldugu
bulunmustur (168). LOX-1, okside LDL i¢in major reseptdr olup, okside LDL’yi
kuvvetli baglama, internalizasyonu ve proteolitik olarak pargalama o6zelligine sahip
oldugundan okside LDL’nin bu proaterojenik etkilerinin ¢oguna aracilik etmektedir
(118).

2. LOX-1 ekspresyonu ve aterosklerotik lezyonlarla ko-lokalizasyonu:

Aterosklerotik lezyonlar, vaskiiler lokasyonlarda ve genis arterlerde olusmay1 tercih
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ederler. Tipik olarak plaklar genis ve orta biiylikliikte damarlarin vaskiiler ¢atallanma
noktalarinda olusur (169, 170). /n vivo olarak, LOX-1’in baslica biiyiik arterlerde
(aortik, karotid, torasik, koroner) ve venlerde yiiksek diizeyde eksprese oldugu
belirlenmistir (118, 130). Ayrica LOX-1, makrofaj, vaskiiler DKH ve endotel
hiicrelerinde de yiiksek diizeyde eksprese olmaktadwr (171, 172, 152). LOX-1
plateletlerde belirlenmis ve platelet aktivasyon ve trombiiS olusumunda 6nemli rol
oynadig1 goézlemlenmistir (122). Bu hiicre tipleri ateroskleroz patogenezinde ¢ok
onemlidir. Ayrica, insan ve hayvan aterosklerotik lezyonlarinda ve ateroma-derive
hiicrelerinde LOX-1 ekspresyonu varlig1 belirlenmistir. Ateroskleroz olmayan aortlarda
LOX-1 ekspresyonun olmadigi, aksine erken ateroskleroz lezyonlarindaki karotid arter
endotel hiicrelerinde LOX-1 ekspresyonu daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica
ilerlemis aterosklerotik plaklarin intimadaki DKH ve makrofajlarinda LOX-1 pozitif
oldugundan, LOX-1’in aterosklerozun erken safthasinda rol oynayabilecegi
onerilmektedir (13).

3. Aterosklerotik risk faktérleri tarafindan LOX-1 ekspresyonun arttirilmasi: /n
vitro olarak, LOX-1 ekspresyonunun, kimyasal, inflamatuar sitokinler, oksidatif stres,
ve patolojik kosullar gibi bir¢ok faktor tarafindan indiiklendigi ya da inhibe oldugu
gbzlemlenmistir (154, 13). Proinflamtuar sitokin olan TNF-a’nin plak zedelenebilirligi
ile iligkisi bulunmustur (173, 174). TNF-o’nin, bovin aortik endotel hiicrelerde
konsantrasyona-bagimli tarzda LOX-1 ekspresyonunu arttirdigi ve zaman-planli (time-
course) deneylerde ise LOX-1 mRNA diizeylerinin 2 saatte pik yaptigi ve 21 saat artmis
olarak kaldigini gozlenmistir. Ayn1 zamanda TNF-a’nin LOX-1 transkripsiyonunu
aktive etigini saptanmistir (148). Renin-anjiyotensin sisteminin aterogenezde 6nemli bir
faktor oldugu bilinmektedir. Renin-anjiyotensinin anjiyotensin-doniistiiriicii enzim
inhibitorleri tarafindan inhibisyonu anti-aterojeniktir. AT-1I"nin ¢ogu etkilerine AT-II
tip 1 reseptor aktivasyonun aracilik ettigi diistiniilmektedir. Kiiltiire karotid arteryel ve
insan umblikal ven endotel hiicrelerinde AT-II’nin belirgin sekilde LOX-1 mRNA
protein ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir. Bu etkinin de AT-II tip 1 antogonisti
tarafindan engellendigi bildirilmistir (120, 175). Aym1 zamanda AT-Il insan
DKH’lerinde lipooksijenaz-bagimli yolak ile LOX-1 ekspresyonunu arttirdigi

bulunmustur. AT-1l okside LDL alimini arttirarak, endotel hiicre hasarina neden
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olmaktadir. Okside LDL’nin AT-doniistiirticii enzim ekspresyonunu LOX-1 araciligiyla
arttirdig1 gozlemlenmistir (176, 177).

4. Kardiyovaskiiler hastaliklarda artrms LOX-1 proteini: Trombozis genellikle Ml
ve inmeye neden olmaktadwr. Plateletler bu siiregteki olagan baglaticilardir (178).
Plateletlerin okside LDL’yi internalize ettigi ve bunun plateletlerde azalmis eNOS
aktivitesi ve platelet agregasyonu ile sonuglandigi gozlenmistir (179). Ehara ve ark.
(180) plateletlerde az miktarda LOX-1’in eksprese oldugunu belirlediler. Kakatani ve
ark. (138) LOX-1 antikorunun ratlardaki arteryal trombiis olusumunu azalttigini
buldular. Okside LDL aracili platelet aktivasyon ve trombozisde LOX-1’in yardimci
rolii oldugunu 6nerdiler.

Lektin benzeri okside LDL reseptor-1’in MI hasarindaki zararli rolii i¢in bazi

kanitlar gosterilmistir. Bunlardan birincisi ruptiire-pron segmentlerin aterosklerotik
dokularinda okside LDL varligi (180), ikincisi miyokardial iskemi derecesinin oksidatif
durum ile karakterizasyonu (180), ii¢iinciisii bir in vitro ¢alismada, izole rat kalbinde
okside LDL perfliizyonunun miyokardiyal kasilmay1 6nemli derecede azalttigidir (181).
Hayashida ve ark (144) koroner arter hastalarinda serum sLOX-1 diizeylerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugunu belirlediler.
5. LOX-1’in ateroskleroz iliskili etkileri: LOX-1, aterosklerozdaki bir¢ok
patofizyolojik etkilere aracilik etmektedir. LOX-1’in hiicre adezyon molekiilii olarak
fonksiyonu platelet-endotel etkilesim araciliklidir. LOX-1, aterosklerozu baslatan ve
ilerleten endotoksin-indiiklii inflamasyona katilmaktadir (182, 183). LOX-1 ayrica
mononiikleer 16kosit ve monositlerin statik ya da akis kosullar1 altinda yapismasini
desteklemektedir (184). Okside LDL insan koroner arter endotel hiicrelerinde E, P-
selektin, VCAM-1, ICAM-1, metaloproteinazlar-1, 3, ve 9’tin ekspresyonunu upregiile
etmektedir. Bu etkilerini LOX-1 aracilikli olarak gostermektedir (182, 185, 186).

Apoptozis c¢esitli apoptozis-iliskili proteinler tarafindan diizenlenmektedir. Bu
proteinler arasinda, Bcl-2 anti-6lim faktor olarak etki etmekte ve mitokondriden
sitokrom ¢ ve apopitojenik faktorlerin salinimini1 engellemektedir (187). Aksine Bax ise
mitokondri membran potansiyelini azaltarak sitokrom ¢ salmimmni ve kaspaz
aktivasyonuna yol agmaktadir. Hem Bcl-2 hem de Bax insan ateromalarinda eksprese
olmaktadir. Bu faktorlerin aterosklerotik plaklarda apoptotik hiicre Oliimiinii

diizenledikleri bilinmektedir (188, 189). Yapilan ¢alismalarda, okside LDL’nin LOX-1
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tarafindan alinmasi ile Bax’in indiiklendigi ve Bcl-2’nin down regiilasyona ugrayarak
vaskiiler DKH’inde apoptozisi indiikledigi gézlemlenmistir. Bununla birlikte, Bax ve
LOX-1 ekspresyonunun insan aterosklerotik lezyonlarinda ko-lokalize oldugu
bulunmustur. LOX-1’in aterosklerotik lezyonlardaki hiicrelerin apoptozisinde rolii
oldugu gorilmiistiir (123).

Vaskiiler disfonksiyonun ateroskleroz olusumuna katildig: bildirilmektedir (190,
191). Uzun zamandan beri okside LDL’nin kan damarlarmm vazomotor 6zellikleri
iizerinde direk etkileri oldugu bildirilmistir. Izole kan damarlarmmn okside LDL’ye
maruz birakilmas: vaskiiler relaksasyonu inhibe etmektedir. Okside LDL’nin kan
damarlar1 iizerindeki bu inhibitor etkisi endotel bagimli ve NO aracilikhidir. LOX-1
kesfedilmeden Once, c¢alismalar bu etkinin ¢ok yonlii mekanizma igerdigini
onermekteydiler. Bunlar; NO direk inaktivasyonu, salinan NO biyoaktivitesinde
azalma, endotel NO sentaz mRNA diizeylerindeki azalma, NO sentaz protein
diizeylerinin diismesi NO {iretiminin azalmasi ile sonuglamaktadir (192). Yapilan yeni
aragtirmalarda ayni1 zamanda LOX-1’in de katildigin1 gézlemlediler. Xu ve ark. (193)
sican ateroskleroz modelinde, LOX-1 endoteldeki roliinii arastirdilar. Anti-LOX-1’in
sicanlarin NO aracili koroner arteriyoler dilatasyonunu onardigini, ancak kontrollerdeki
endotel bagimli vazodilatasyona etki etmediklerini belirlediler. Okside LDL’nin
endotel-bagimli NO-aracili koroner arteriyoler vazodilasyonu LOX-1’in katildigini
sinyal kaskat aktivasyonu ile bozdugunu 6nermektedirler.
6. Antiaterosklerotik ilaclarin etkileri: Ateroskleroz lezyonlarindaki LOX-1
ekspresyonunun anti-aterosklerotik ilaglar tarafindan azaltilmasi ya da inhibe edilmesi
vaskiiler hasar1 diizeltmeye yol agmaktadir. 3-OH-3-metilglutaril koenzim A rediiktaz
inhibitorleri gibi baz1 anti-aterosklerotik ilaglar ateroskleroz-iligkili faktorlerin
indiikledigi LOX-1 upregiilasyonunu inhibe etmektedirler. Statinler okside LDL aracili
LOX-1 ekspresyonunu, okside LDL alimini, adhezyon molekiil ekspresyonunu ve
eNOS down-regiilasyonunu inhibe etmektedir. LOX-1 ekspresyonunun inhibisyonu
vaskiiler hastaliklarda statinlerin yararli etkilerinden bir tanesi olabilir (194, 195, 196).
Pravastatinin, kiiltiire insan makrofaj ve aort DKH’lerinde LOX-1 ekspresyonunu

down-regiile ettigi belirlenmistir (197).
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3. GEREC ve YONTEM

Arac ve Geregler

Kimyasal Madde ve Coziiciiler

>
>
>

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

Bidistile su

Alet ve Gerecler

YV V.V V V V V V VY

YV V V V V

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)
Gergek zamanli PCR cihaz1 (LightCycler480 II, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

ELISA okuyucu (Organo Teknika, Avusturya)

ELISA yikayicisi (Organo Teknika, Avusturya)

Distile su cihazi1 (Milli pore, Fransa )

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

10 mlI’lik igeriksiz biyokimya tiipii (BD, Vacutainer, ingiltere)

3.1.3. Kullanilan Kitler

>
>

Total Kolesterol (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
HDL Kolesterol (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
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Trigliserit (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)

Aclik Kan Sekeri (Roche Diagnostics Mannheim, GmbH, Almanya)

CRP (Roche Diagnostics Mannheim, GmbH, Almanya)

sLOX-1 (Cat. No: E1859hu, insan sLOX-1 ELISA kit, Uscn Life Science
Inc., Wuhan, Cin)

> Okside LDL (Cat no:K7810, insan Ox-LDL ELISA kit, Immunodiagnostik

AG, Bensheim, Almanya)
» High Pure PCR Template Kit (Cat. No. 1 796 828, Roche Diagnostics
GmbH Mannheim, Almanya)

YV V VYV V

3.2.  Kullanilan Ayiraclar

3.2.1. DNA izolasyonunda Kullanmlan Ayiraclarin Hazirlanmasi
DNA izolasyonu i¢in High Pure PCR Template Kit kullanilmistir. Kit igerigi

cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan kit igerigi

Kimyasal Miktari Icerigi
Baglayic1 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
Inhibitér 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 iceriklerinden baglayici tampon ve eliisyon tamponu dogrudan
hi¢bir islem yapilmadan kullanilirken, diger icerikler kit prospektiisiinde verilen
uygulama talimatina gore asagida verilen sekilde hazirlanmistir.

Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K (liyofilize halde oda sicakliginda) 4,5 mL steril
bidistile su ile sulandirilmis ve 500 pL’lik porsiyonlar halinde -20°C’de korunmustur.
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Inhibitér uzaklastirier tampon: 33 mL tampona 20 mL mutlak etil alkol eklenerek
hazirlanmstir.

Yikama tamponu: 20 mL yikama tamponunun iizerine 80 mL mutlak etil alkol
eklenerek hazirlanmistir.

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

kullanilmastir.

3.3.  Calisma Grubu ve Ornek Alimi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
(Hastanesi) Kardiyoloji ve Kalp Damar Cerrahisi polikliniklerine gogiis agrisi ile
basvuran ve koroner anjiyografi ile koroner arterlerinde %70 ve fazlasi darligi olan,
yaslar1 34 ile 87 arasinda degisen 28’1 kadin, 72’si erkek olmak iizere toplam 100
koroner arter hastasi ve koroner anjiyografi sonucu normal koroner tespit edilen yaslar1
20 ile 82 arasinda degisen 59’ti kadm, 39’1 erkek olmak {izere toplam 98 kisi kontrol
olarak ¢alismamiza dahil edilmistir. Calisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel
Etik Kurulun 28.10.2008 ve 8/85 nolu kararinca onaylanmis, caligmaya katilan tiim
bireyler ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek yazili onanmalar1 alinmastir.

Calismaya katilan hasta ve kontrol grubundaki bireylerin yaslari, cinsiyetleri,
boyu, kilosu, sigara, alkol, aile dykiisii ve ila¢ kullanimi ile ilgili bilgileri kaydedildi.
Hastalar ateroskleroz risk faktorleri agisindan sorgulandi. Diyabet Gykiisii olan, insiilin
veya oral anti-diyabetik ajan kullanan, ya da daha 6nce bu ajanlar1 kullanmis olup, su an
diyetle kontrol altinda olan hastalar veya 6zge¢misinde diyabeti olmayip ardisik birden
fazla 6l¢iimde aglik kan sekeri (AKS) > 126 mg/dl olan hastalar diyabet hastas1 olarak
degerlendirildi. Ozgegmislerinde hipertansiyon dykiisii olan, anti-hipertansif ilag alan
hastalar veya 6zge¢misinde hipertansiyon Oykiisii olmayip, ardigik yapilan ii¢ Slgiim
sonrasinda tansiyon degeri 140/90 mmHQ’nin iizerinde olan hastalar hipertansiyon
hastas1 olarak degerlendirildi.

Caligma grubunu olusturan KAH ve kontrol grubundan etilendiamin tetraasetik
asit (EDTA) igerikli tiiplere tam kanlar1 ve serumlar1 ayrilmak {izere igeriksiz

biyokimya tiiplerine periferik vendz kanlar1 alinmistir.
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Hasta ve kontrollerin OLR1 (LOX-1) G501C gen polimorfizmi saptamak igin
alinan tam kanlar1t DNA izolasyonu i¢in ¢aligma giiniine kadar +4 °C’de saklanmustir.
Lipid profili, AKS ve CRP diizeyleri i¢in periferik vendz kanlar1 igeriksiz biyokimya
tiiplerine alinmig ve takiben 10 dakika sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
serumlar1 ayrilmig ve Cobas 501 otoanalizoriinde ¢aligilmistir. Serum okside LDL ve
SLOX-1 diizeyleri ¢alismasi i¢in igeriksiz tiiplere alman vendz kan Ornekleri 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum 6rnekleri ayrilmis ve caligma giiniine kadar -

80 °C’de saklanmustur.

3.4. Yontemler

3.4.1. Koroner Anjiyoplasti

Koroner anjiyoplasti standart Judkin teknigi kullanilarak femoral girisimle
gerceklestirilmistir. Koroner anjiyoplasti esnasinda kontrast ajani olarak Lopromide
(Ultravist-370, Schering AG) manuel olarak (her pozisyonda 6-8 mL kontrast ajani)
kullanilmistir. Yatay eksende her iki sag ve sol yerlesimli koroner arterlerin kranial ve
kavdal agilar1 gdsterilmistir. Koroner anjiyoplasti islemi Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyeleri tarafindan gerceklestirilmistir.
Anjiyografi sonras1 hastalarm tikali damar sayilari, Anabilim Dali Ogretim iiyelerince
hesaplanmis ve degerlendirilmistir. Koroner anjiyografi sonuglarina gore koroner
arterlerinden en az birinde > %70 darlik belirlenen KAH hastalar1 ateroskleroz tanisi

almstir.

3.4.2. Lipit Profili Ol¢iimleri

a) Total Kolesterol Olciimii: Total kolesterol (TK) diizeyleri enzimatik kolorimetrik
metod (CHOD/PAP) ile calisiimistir. Yontemde prensip, kolesterol esterlerinin
kolesterol esteraz (CE) enzimi ile agiga ¢ikan serbest kolesteroliin, kolesterol oksidaz
varliginda hidrojen perokside (H.O) oksidasyonu ve olusan H,O,’nin ise peroksidaz
(POD) ile fenol ve 4-aminoantiprin (4-AAP) varliginda, kinonimine doniisimii ve

olusan kinoniminin 520 nm’de 6l¢lilmesine dayanmaktadir (Esitlik 3.1).
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Esitlik 3.1. Total kolesterol 6l¢giimiinde yer alan tepkime denklemi

CE

Kolesterol esterleri + H,O — Kolesterol + Yag asitleri
CHOD

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

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

b) HDL Kolesterol Olgiimii: HDL-Kolesterol (HDL-K) &l¢iimiinde homojen
enzimatik kolorimetrik yontem kullanilmigtir. Yontemin prensibinde magnezyum siilfat
ve dekstran siilfat varliginda, polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis enzimlere
direngli, 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.

Esitlik 3.2. HDL-Kolesterol dl¢iimiinde yer alan tepkime denklemi

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

PEG-Kolesterol oksidaz

HDL-K + 0O, — A4-kolestenon + H,0,

POD
2H,0, + 4—AAP“+ HSDA + H" + H,0 — mavi-mor pigment + 5H,0
¢) Trigliserit Olciimii: Trigliserit (TG) diizeyleri enzimatik kolorimetrik (gliserolfosfat

oksidaz-peroksidaz) yontem ile Ol¢iilmiistir. 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,0;‘e oksidasyonunu
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ve olusan H,0,‘in POD katalizi esliginde fenol ve 4-aminofenazon ile tepkimesi sonucu
4-benzokinonmonoiminofenazon olusumuna dayanmaktadir. Olusan kinon bilesiginin

520 nm’de verdigi absorbans TG konsantrasyonu 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,0,

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

d) LDL ve VLDL Ol¢iimii
LDL ve VLDL diizeyleri oransal olarak Friedwald (98) esitligine gore hesaplanmistir
(Esitlik 3.4).

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 calisilmistir.
Yéntem, 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 doniisiir. Olusan NADPH miktar1 6rnekteki glukoz konsantrasyonu ile

direk orantilidir ve 340 nm’deki artan absorbans degeri Olgililerek hesaplama yapilir

(Esitlik 3.5)
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Esitlik 3.5. Aclik kan sekeri 6l¢iimiinde yer alan tepkime denklemi

HK

Glukoz + ATP — Glukoz-6-P + ADP

G6PD

Glukoz-6-P + 0; —  6-fosfoglukonat + NADPH + H*

3.4.4. C-Reaktif Protein Ol¢iimii

Serum CRP diizeyleri partikiille gliclendirilmis immiinotiirbidimetrik yontemle
CRP LX (Roche Diagnostics GmpH Mannheim, Germany) kiti kullanilarak Cobas
Integra 800 (Roche Diagnostics, Germany) biyokimya otoanalizoriinde analiz edildi.
Yontemin prensibi, latex partikiilleri ile birlikte olan insan kaynakli CRP’nin
monoklonal anti-CRP antikorlar1 ile kaplanmasi ve olusan presipitatin tiirbidimetrik

olarak 552 nm’de 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

3.4.5. Serum Okside LDL Diizeyinin Belirlenmesi

Serum okside LDL diizeyleri kantitatif sandvi¢ enzim bagli immiinoassay
(ELISA) yontemi ile ¢alisilmis olup ydntemin prensibinde ELISA plak kuyucuklar:
insan okside LDL’sine karsi gelistirilmis spesifik bir antikor ile kaplanmustir.
Standartlar veya drneklerin ELISA kuyucuklarma eklenmesi ile ortamda bulunan okside
LDL molekiilleri antikorlara baglanir. Yikama ile drnekte baglanmayan komponentler
uzaklastirilir. Peroksidaz baglh konjugat antikor eklenir. Ortama peroksidazin substrati
olan Tetrametilbenzidin (TMB) eklenir. Son basamakta kuyucuklara eklenen stop
¢ozeltisi ile reaksiyon durdurulur. Orneklerdeki okside LDL konsantrasyonu ile olusan
sar1 renk ile dogru orantilidir. Bu renk 450 nm’de 6lgiiliirerek absorbans elde edilir.
Daha sonra standart egri kullanilarak konsantrasyon hesaplanir.
Kullanilan arac, gere¢ ve cozeltiler

v Okside LDL antikorlart ile kaplanmis plak (8x12=96 kuyucuk)

Standart ve kontroller (liyofilize)
Ornek diliisyon tamponu
Konjugat
TMB substrat

N X X X

Yikama ¢ozeltisi (30 kat konsantre)
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v" Stop soliisyonu
Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Liyofilize halde olan 0, 9, 27, 80 ve 250 ng/mL
standartlar 500 pL distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Kontroller de 500 pL distile suda
¢Oziilerek hazirlandi.
Konjugat hazirlanmasi: 100 kat konsatre olarak verilen konjugattan 100 pL alinip
iizerine 10 mL yikama soliisyonu ile seyreltildi.
Yikama cozeltisi ve yikama prosediirii: 10 kat konsantre yikama ¢ozeltisinden 100
mL almip tizerine 900 mL distile su eklenerek hazirlandi. Her bir yikama basamaginda
otomatik yikayici (otomatik ELISA yikayicis1) kuyucuga 400 pL yikama c¢ozeltisi
pipetleyecek sekilde ayarlandi ve kuyucuklar her yikama basamaginda 3 kez yikandi.
Cahsma prosediirii;

a. Her bir kuyucuk, otomatik ELISA yikayicisi ile 250 uL yikama tamponu ile 5

kez yikandu.

b. ELISA plak kuyucuklarina standart, kontrol, kor ve drneklerden 100 pL eklendi.
Uzeri kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Otomatik ELISA yikayicist ile 250 uL yikama tamponu ile tekrar 5 kez yikandi

o o

100 pL diliie konjugat pipetlenip oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edildi.

@

Otomatik ELISA yikayicist ile 250 pL yikama tamponu ile 5 kez yikandh.

=h

100 pL substrat kuyucuklara pipetlenip oda sicakliginda 15-20 dakika inkiibe
edildi.

g. 50 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

h. 450 nm’de absorbanslar ELISA plak okuyucusunda okundu. Konsantrasyolar

standart egriden hesapland1.

3.4.6. Serum sLOX-1 Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum sLOX-1 diizeyleri kantitatif sandvi¢ ELISA ydntemi ile ¢alisiimis olup
yontemin prensibinde ELISA plak kuyucuklar1 insan LOX-1’e kars1 gelistirilmis
spesifik bir antikor ile kaplanmustir. Standartlar ya da orneklerin plak kuyucuklarina
eklenmesi ile ortamda bulunan LOX-1 molekiilleri sabit faza yapisik antikorlarca
tutulurlar. Daha sonra tutulan molekiileri LOX-1’e kars1 spesifik poliklonal antikor olan

bir biyotinle isaretlenmis konjugatla tekrar baglanir ve sandvi¢ yapist olusur. Avidin ile

53



isaretli peroksidaz enzimi biyotinle isaretli konjugatlara baglanir. Ortama peroksidazin
substratt olan TMB’nin eklenmesiyle olusan reaksiyon sonucunda, ornek ig¢indeki
SLOX-1 konsantrasyonu ile dogru orantili yogunlukta kuyucuklarda mavi renk olusur.
Son basamakta kuyucuklara eklenen stop ¢ozeltisi ortam pH i diisiirerek peroksidazin
katalizledigi reaksiyonu durdurur, ayn1 zamanda kuyucuk igindeki ¢ozeltinin rengini de
maviden sartya doniistiiriir. Olusan bu rengin yogunlugu 450 nm de 6lgiiliir. Daha sonra
standart egri kullanilarak konsantrasyon hesaplanur.
Kullanilan arac, gere¢ ve cozeltiler

v LOX-1 antikorlart ile kaplanmig plak (8x12=96 kuyucuk)
Standart (liyofilize)
Standart diliisyon tamponu
Deteksiyon reaktifi A
Deteksiyon reaktifi B
Assay Diluent A (2 kat konsantre)
Assay Diluent B (2 kat konsantre)
TMB substrat

AN NN VU N N NN

Stop soliisyon

<

Yikama ¢ozeltisi (30 kat konsantre)

Standart cozeltilerinin hazirlanmasi: Liyofilize halde olan standart standart diliisyon
tamponundan 1mL eklenerek 600 pg/mL’lik stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Stok
standart ¢Ozeltisinden seri diltisyonlar yapilarak 7 farkli derisimde standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Bunlar; 300, 150, 75, 37.5, 18.75 ve 9.38 pg/mL’lik derisimde standart
¢ozeltilerdir. Son tiipe sadece standart diliisyon tamponu koyuldu ve 0 pg/mL olarak
isaretlendi.

Assay diliient A ve B’nin hazirlanmasi: 2 kat konsatre olarak verilen assay
diliientlerden 6 mL almip tizerine 6 mL distile tamponu ile seyreltildi.

Deteksiyon reaktifi A ve B’nin hazirlanmasi: Deteksiyon reaktifi Ave B, assay
diliient Ave B ile 1/100 diliie edilerek hazirlandi.

Yikama cozeltisi ve yitkama prosediirii: 30 kat konsantre yikama ¢ozeltisinden 20 mL
alinip iizerine 580 mL distile su eklenerek hazirlandi. Her bir yikama basamaginda
otomatik yikayici (otomatik ELISA yikayicisi) kuyucuga 400 pL yikama ¢ozeltisi
pipetleyecek sekilde ayarlandi ve kuyucuklar her yikama basamaginda 3 kez yikandi.
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Calisma prosediirii

a.

3.4.7.

Her bir kuyucuga, 100 pL standart, kor ve drnekler eklendi. Uzeri kapatildi ve
37 °C’de 2 saat inkiibe edildi,

Yikama yapilmadan tiim kuyucuklar bosaltildi.

100 uL deteksiyon reaktifi A eklendi 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve yikandu.
100 pL deteksiyon reaktifi B ¢ozeltisinden pipetlenip 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi ve yikandu.

90 pL substrat kuyucuklara pipetlenip 37 °C’de 25 dakika inkiibe edildi.

50 pL stop ¢ozeltisi kuyucuklara pipetlendi.

450 nm’de absorbanslar ELISA plak okuyucusunda okundu. Konsantrasyolar

standart egriden hesaplanda.

LOX-1 (OLR1) G501C Gen Polimorfizmin Belirlemesi

3.4.7.1. DNA izolasyonu

a)

Prensip; Hiicreler, tiim niikleazlar1 hemen inhibe eden bir kaotropik tuz
(guanidin HCI) varliginda proteinaz K ile kisa bir inkiibasyon sonunda
parcalanir. Hiicresel niikleik asitler piirifikasyon filtre tliplerinde bulunan 6zel
fiber cam yapiya segici olarak baglanir. Baglh niikleik asitler kontamine edici
hiicresel elemanlardan hizli yikama ve c¢evirme islemleri ile armndirilir. Bu
islemin gerceklesmesinde cizelge 3.1°de igerigi verilen inhibitdr temizleyici
tampon ile yikama tamponu kullanilmaktadir. Son olarak diisiik tuz eliisyonu ile

niikleik asitlerin fiber cam yapidan ayrilmalar1 saglanir.

b) Protokol,

v

Steril bir tiipe (1,5 mL’lik kapakli) 200 puL tam kan alindi ve iizerine sirasi ile
200 pL baglayict tampon ve 40 pL proteinaz K eklendi. Proteinaz eklenmesini
takiben tiiplerin kapaklar1 kapatilarak hemen karistirild.

Tiipler 10 dakika 72 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan 100 uL izopropanol eklenir, iyice karistirilir ve karigim
filtre tlipline aktarildi.

Bir dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi.
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v Toplama tiipii degistirildi ve tiipe 500 pL inhibitdr uzaklastiric1 tampon eklendi.
1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve toplama tiipii tekrar degistirildi.

v' Ardindan tiipe 500 puL yikama tamponu eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de
santriflij edildi. Toplama tiipii degistirildi.

v Bu yikama iglemi bir kez daha tekrar edilerek, toplama tiipti degistirildi.

v" Tiipe herhangi bir ¢ozelti eklenmeden 10 saniye 13.000 rpm’de tekrar santrifiij
edildi.

v' Son olarak 1,5 mL’lik kapakli DNA saklama tiiplerine filtre tiipleri
yerlestirilerek icerisine 72°C’de bekletilen eliisyon tamponundan 200 pL
eklenerek 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Bu defa DNA eliisyon
tamponunun yardimu ile 1,5 mL’lik kapakli DNA saklama tiiplerine gectigi i¢in

filtre tiipleri uzaklastirilir ve DNA eldesi tamamlanmis olur.

3.4.7.2. Primer ve Prob Dizayni

Biitiin amplifikasyon primerleri standart fosforamid kimyas1 (MWG-Biotech) ve
tiim flurofor-isaretli problar Tib-Mol-Biol tarafindan sentezlenmis ve ters-faz HPLC ile
saflagtirilmistir.  Amplifikasyonda OLR1 varyant G501C ig¢in bir set primer
kullanilmastir.
OLR1 Primer ve Prob Dizaym: Okside LDL Reseptor-1 genotiplenmesi i¢in primer
ve prob dizileri ¢izelge 3.2°de verilmistir. Primerler G501C varyantin yer aldigi 198
b¢’lik amplikon eldesi i¢in kullanilmistir. G501C mutasyonunun belirlenmesi i¢in ¢apa
prob ve belirleme probu kullanilmistir.
Belirleme probu 198 b¢’lik amplikonda G alleli ile komplementerdir. Probun 5’ucu
LCRed 640 ile isaretlenmis, (Taq polimeraz tarafindan olasi uzamanm engellenmesi
icin) 3’ ucu fosforile edilmis 23-mer oligoniikleotid dizisidir.

Capa probu belirleme probundan iKi baz uzakliktaki bolgeye komplementer 3’
ucu floresanlanmis 25-mer oligoniikleotiddir. Sekil.3.1°de 198 b¢ amplikona primer ve

proplarin baglanmasi gosterilmistir.
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Belixrleme probu Cﬂa Emhu
Forward

KI5

—— [
T-PL'PQD‘\".'IUEGIJ.TL"ILF:EJG:fI'I.T'\".‘III:HJQIIL‘L:ELDAILLKIJT:ETADL lga]“:.

S SR A A T e

Reverse

Sekil 3.1. Primer ve problarin amplikona baglanma bdlgeleri

Cizelge 3.2. OLR1 G501C genotiplemesi i¢in kullanilan primer ve prob dizileri

Primer ve Problar Primer ve Prob Dizileri

Forward Primer 5’ CACAAACATAACTGACTGATGA 3’

Reverse Primer 5" ACTCACCAGATCAGCTGTGCTA 3’

Belirleme Probu 5" TTTAACTGGGAAAACAGCCAAGA--FL 3’

Capa Prob 5" LC-AGTGCTTGTCTTTGGATGCCAAGTT--PH_3’

3.4.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Insan genomik DNA’sindan elde edilen spesifik primerlerle hedef gen
bolgesinden uygun baz ¢ifti uzunlugunda gen fragmani amplifiye edilir. Amplikon 6zel
bir ¢ift hibridizasyon probu araciligi ile isaretlenir. Hibridizasyon problari, polimeraz
zincir tepkimesinin (PZR) yapisma fazi esnasinda amplifiye fragmanin i¢ dizilerine
baglanan iki farkli oligoniikleotidden olusur. Problardan biri 5’ ucundan LightCyler-
Red ile isaretli 3° ucundan ise fosforile edilmistir. Digeri ise 3’ ucundan
floresanlanmistir. Problar dizi tizerinde birbirlerinden en fazla iki baz uzak olarak
yerlesirler. ki florofor birbirine olduk¢a yakin konumlanirlar (maksimum 2 baz) ve
aralarinda, cihaz 151k kaynagi tarafindan uyarilmasi ile floresan rezonans enerji transferi
(FRET) gergeklesir. Bu islemde 151k kaynagindan gelen uyar1 Floresan probu uyarir ve
olusan rezonans enerjisi LightCycler-Red’i uyarir. Emilen floresan LightCycler cihazi

tarafindan Ol¢iiliir.

3.4.7.4. PZR Kosullan
Okside LDL Reseptor-1 G501C mutasyon analizi i¢in kullanilan materyallerin
konsantrasyon ve miktarlar1 gizelge 3.3’de, G501C polimorfizm analizi i¢in PZR

kosullar1 ¢izelge 3.4°de verilmistir.
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Cizelge 3.3. OLR1 G501C polimorfizm analizinde kullanilan materyallerin konsantrasyon ve miktarlari.

Icerik Konsantrasyon Miktar
Forward primer 0,5 uM 2uL
Reverse primer 0,5 uM 2 ulL
Capa prob 0,3 uM 2uL
Belirleme probu 0,3 uM 2 ulL
Hibridizasyon tamponu 10X* 2 uL
MgCl, 3 mM** 1,6 uL
Ornek DNA 50 ng 3 uL
Distile Su 6,4 uL
Toplam Tepkime Hacmi 20 uL

*10 kat yogun hibridizasyon tamponu niikleotidler, Taq polimeraz, 10 mM Mg®" icerir.
** 3 mM MgCl, 20 uL toplam hacimdeki final konsantrasyondur.

Cizelge 3.4. OLR1 G501C polimorfizm analizi i¢in PZR kosullar

PZR asamalan Hedef Bekleme Is1 gecis | Floresan
1s1 (°C) | siiresi (sn) | oram (°C/sn) | okuma
IDenatiirasyon 95 10 4,4 Yok
Amplifikasyon [Denatiirasyon 95 10 4,4 Yok
(45 Dongii) 'Yapisma 57 20 2,2 Tek
Uzama 72 10 20 Yok
Melting Curve [Dinlenme 1 95 30 4,4 Yok
Dinlenme 2 40 0 0,1 Yok
Okuma 80 0 0,14 Siirekli
Soguma 40 30 2,2 Yok

3.4.7.5. Genotip Belirlenmesi (Melting Curve Analizi)

Genotip belirlemede hibridizasyon problar1 kullanilir ve problarin erime 1sis1
farkindan faydalanilarak yapilir. Problardan birisi (belirleme prob) mutasyonlu yoéreye
baglanir. Diger prob ise belirleme probdan en fazla iki baz uzaklikta ayni dizinin
devamina baglanir. Mutasyonlu ve dogal tip dizi arasindaki baz farki baglanan problarin
artan 1s1 ile birlikte farkli zamanlarda ayrilmalarina neden olur. Melting Curve analizi
bu farktan faydalanarak dogal ve mutant tipleri birbirinden ayirir.

Ayrilma isleminde yani Melting Curve analizinde 1s1 belirli bir alt seviyeden
(genellikle 40 °C) belirli bir st seviyeye (genellikle 75-85 °C) kadar saniyede yaklagik
0,1 °C artar. Problar bagl bulunduklar1 diziden ayrildiklarmda iki prob arasindaki FRET

kesilir ve sinyal tiretimi olmaz.
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Calismada genotipik goriintiilemesi yapilan G501C mutasyonunun Melting
Curve analiz gorilintiileri ve degerlendirmeleri sekil 3.1’de verilmistir. Sekil 3.1°de
G501C varyantlarinin erime 1silart verilmis olup GG genotipi i¢in erime 1s1s1 (Ty) 53.0

°C, GC genotipi i¢in ise 53.0 ve 59 °C ve CC genotipi i¢in ise 59 °C’dir.
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Sekil 3.1. OLR1 G501C’ye ait Melting Curve analizi

3.5. Istatistiksel Yontemler

Calismanm o6rnek genisligi PASS power programinin istatiksel analiz sonucuna
gore, 0.05 yanilma pay1 ve %80 gii¢ ile her bir gruptan toplam en az 90 denek yeterli
olacagm belirledikten sonra calisma dizayn edildi. Istatistiksel analizler icin SPSS 17
(Stastistical Package for Social Sciences version) paket programi kullanilmistir. AKS,
CRP, T-Kol, HDL-K, LDL-K, VLDL, VKI (viicut kitle indeksi), SLOX-1, okside LDL
ve yas degerlerinin normal dagilim gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile
incelenmis, test sonucuna gore TK, HDL-K, LDL-K, VKI ve yas degerlerinin normal
dagilim gosterdikleri. TG, VLDL-K, AKS, CRP, sLOX-1 ve okside LDL degerlerinin
ise normal dagilim gostermedigi bulunmustur. Bu sonuglara TK, HDL-K, LDL-K, VKI
ve yas degerleri bakimindan ¢alisma grubu ve kontrol grubunun karsilastirilmasi icin
bagimsiz iki grup karsilagtirma testlerinden Independent sample t testi, TG, AKS, CRP,
sLOX-1 ve okside LDL degerleri i¢cin bagimsiz iki grup karsilastirma testlerinden
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Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Hastalarin TK, HDL-K, LDL-K, VKI ve yas
degerleri ortalamatstandart sapma cinsinden belirtilmis olup, normal dagilmayanlar
AKS, CRP, TG, serum sLOX-1 ve okide LDL diizeyleri ise medyan cinsinden
verilmistir. sLOX ve okside LDL arasindaki korelasyon i¢in Pearson korelasyon analizi
uygulandi. KAH grubun tikali damar sayisilarma gore sLOX-1 ve okside-LDL
arasindaki karsilagtirilma i¢in ¢oklu grup karsilastirma testlerinden One-Way ANOVA
testi uygulanmustir. Allellerin genotiplere dagilimi ve bu dagilimimn beklenen degerlerle
uyumunun (Hardy-Weinberg dengesi) incelenmesinde Ki-kare testi uygulanmis ve
Court lab HW calculator Exel programi kullanilmistir. Genotiplerin olasi riskleri binary
lojistik regresyon analiz modeli kullanilarak belirlenmistir. Genotiplerin diger
parametrelerle karsilastirilmasi igin Ki-kare testi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar

icin p<0.05 anlamlilik degeri olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Grubunu Olusturan Bireylerin Tanimlayic1 Bilgileri

Calisma grubumuzu, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi (Hastanesi) Kardiyoloji ve Kalp Damar Cerrahisi polikliniklerine
2008-2010 yillar1 arasinda gdgiis agrist ile bagvurmus 87°si kadin, 111’1 erkek olmak
lizere toplam 198 birey olusturmustur. Koroner anjiyografi ile major epikardiyal
damarlarda veya dallarinda gapa gore en az > %70 darlik tespit edilen 100 kisi hasta
grubu olarak, normal koroner arter tespit edilen 98 kisi ise kontrol grubu olarak
belirlendi. Koroner arter hastalarinin tanilarma gore dagilimlar1 sekil 4.1°de verilmis
olup bunlardan 21’1 stabil anjina pektoris (SAP), 36’s1 unstabil anjina pektoris (USAP)

ve 43’tine akut MI tanis1 almistir.

%40 -

%30 -

NN\

%20 -

%10 -

%0 T T T

SAP USAP Akut MI

Sekil 4.1 KAH’larmn tanilarma gére dagilimlari
SAP; Stabil anjina pektoris, USAP; Unstabil anjina pektoris, MI; Miyokard Infarktiisii

Kontrol ve KAH grublarinda risk faktorlerinin dagilimi ve tanimlayici bilgileri ise
cizelge 4.1’te verilmistir. KAH grubunun yaslar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0.01). KAH grubundaki

erkek hasta sayisi kontrol grubuna oranla yiiksek olarak belirlenmis, erkeklerin
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kadmlara gore KAH agisindan 4.7 kat riskli oldugu saptanmistir (p=0.000). Sigara
kulanimmin 2.84 (p=0.001), hipertansiyonun 2.38 (p=0.009) ve diyabet varliginin ise
2.55 kat (p=0.012) KAH olusturmas agisindan risk tasidig belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol ve KAH gruplarmin risk faktorlerinin dagilimi ve tammlayici bilgiler

Kontrol KAH RS:?Ef Gliven
GrubL Grub (0dd’s Arahg P degeri
Oram) (%095)
Yas 56.66 £13.7 | 61.33+£11.44 0.010
VKI* 28.07 £3.71 | 27.75+3.48 0.535
Cinsiyet Kadin | 59 (60.2) 28 (28) | - 0.000
N(%0) Erkek | 39 (39.8) 72 (72) 4.747 2.42-9.312
Diyabet (Tip2) | Yok |75 (76.5) 68 (68) | ----—--- 0012
N(%0) Var 23 (23.5) 32(32) 2.557 1.226-5.33
Hipertansiyon Yok 61 (62.2) 47 (47) | - 0.009
N(%0) Var 37 (37.8) 53 (53) 2.382 1.238-4.58
Sigara kullammm | Yok 78 (79.6) 58 (68) | --—--- 0.001
N(%0) Var 20 (20.4) 42 (42) 2.824 1.502-5.312
Aile OyKkiisii Yok | 71(72.6) 68 (68) | -—-—--- 0,855
N(%0) Var 27 (27.4) 32(32) 0.938 0.473-1.86
Alkol kullamm | Yok 98 (100) 100 (100)
N(%) Var
M1 Oykisii Yok |- 81 (81)
N(%) Vvar |- 18 (18)
0 98 -
Tikah damar 1 30 (30)
sayisi 2 -—-- 31 (31)
N(%) 3ve |- 39 (39)
iistii

"VKI: viicut kitle indeksi (kg/m?)

Siirekli degiskenler ortalama+standart sapma, kategorik veriler n (%) olarak verilmistir.
N: ornek sayisi

p: gruplar aras1 anlamlilik derecesi
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Koroner arter hastalarinin yagsam standartlarinin artirilmasi ve olast Ml riskinin
azaltilmasi i¢in hastalara hekimler tarafindan 6nerilen dozlarda kan kolesterol diizeyleri,
kan basmglar,, trombotik ve iskemik durumlar1 diizenlemek amacgh ilaglar
kullanmiglardir. Cizelge 4.2’de ¢alisma grubunu olusturan tim KAH grubunun

kullandig1 ilaglar ve dagilimlar1 verilmistir.

Cizelge 4.2. Calisma grubunu olusturan tiim hastalarin kullandigi ilaglar ve dagilimlari

) Tla¢c Kullammm Sikhigi (%)

Kullamilan Ilaglar
VAR (N) YOK (N)

Statinler 30 70 30
Anti-Hipertansif 53 47 53
Anti-Diyabetikler 32 68 32
Anti-Trombotikler 18 82 18
Anti-Iskemikler 21 79 21

N: 6rnek sayisi

4.2. Kontrol ve KAH Gruplarina Ait Biyokimyasal Parametreler

Kontrol ve KAH grubunu olusturan tiim bireylerin serum AKS, lipid profilleri,
SLOX-1 ve okside LDL diizeylerine ait degerler cizelge 4.3°’de verilmistir. Serum
sLOX-1, okside LDL ve CRP ve AKS diizeyleri KAH grubunda kontrol grubuna oranla
yiiksek saptanmustir (p< 0.05). KAH grubunun kolesterol diisiiriicii etkiye sahip statin
grubu ila¢ kullanirmindan dolayi, aslinda KAH i¢in 6nemli risk faktorleri olan kolesterol

diizeyleri agisindan her iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0.05).
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Cizelge 4.3. Kontrol ve KAH grublarina ait lipit profilleri, AKS, serum sLOX-1 ve okside LDL
diizeyleri

Kontrol Grubu KAH Grubu P degeri
TK+ 174.20 + 45.99 170.92 + 45.32 0.615
HDL-Kf 41.10 £10.52 38.95+13.07 0.205
LDL-K+} 101.78 + 33.65 117.12 + 36.90 0.693
VLDL-Kf 28.59 + 12.94 30.21 +15.79 0.434
Achk Kan Sekeri* 92.06 100.6 0.003
CRP* 3.37 9.86 0.000
Trigliserit* 125.8 127.9 0.755
Okside LDL* 34.90 54.92 0.000
sLOX-1* 23.65 81.72 0.000

+ Stirekli degiskenler ortalamatstandart sapma olarak verilmis olup konsantrasyon birimleri mg/dL’dir
* Degiskenlik katsayilar1 % 20°den fazla olan parametreler medyan degerleri ile degerlendirilmistir.
p: gruplar arast anlamlilik derecesi

4.3. Kontrol ve KAH Grubunun sLOX-1 ve Okside LDL Diizeylerinin

Korelasyonu

Kontrol ve KAH grublarin SLOX-1 ve okside LDL diizeyleri arasindaki korelasyon
Pearson korelasyon analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda kontrol grubunda
sSLOX-1 ve okside LDL diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyon bulunmaz iken
(r=0.023, p= 0.819), aksine KAH grubunda sLOX-1 ve okside LDL diizeyleri arasinda
giiclii bir pozitif korelasyon belirlenmistir (r=0.797, p=0.000). Artmis okside LDL
diizeylerine karsilik SLOX-1 diizeylerinde artis oldugu saptanmustir. KAH grubuna ait
SLOX-1 ve okside LDL arasindaki korelasyon grafigi sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. KAH grubuna ait sSLOX-1 ve okside LDL arasindaki korelasyon

4.4. KAH Grubunda Statin Kullantminin sSLOX-1 Diizeylerinin Uzerine Etkisi
KAH grubunu statin kullanan ve kullanmayan olarak iki alt gruba ayirdiktan sonra
SLOX-1 diizeyleri iki bagmmsiz degisken Independent sample t testi ile
karsilastirilmistir. Analiz sonucunda statin kullanan ve kullanmayan hastalarin sLOX-1
diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadigi saptanmistir. KAH’larin statin kullaniminin

SLOX-1 diizeylerine etkisi ¢izelge 4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. KAH’da statin kullaniminin SLOX-1 diizeyleri tizerine etkisi

sLOX-1 (pg/mL) P degeri
Statin Kullanan KAH 88.83+40.13
0.824
Statin Kullanmayan KAH 91.07+40.08

Istatistik degerlendirmeler iki bagimsiz degisken karsilastirmasi Independent Sample t testi ile yapildi.
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4.5. sSLOX-1 ve Okside LDL Diizeylerinin KAH Tamst ile Tliskisi

Koroner arter hasta grubu, tanilarina gore SAP, USAP ve akut MI olarak ii¢ alt
grubu ayrilmistir. Kruskal-Wallis testi ile USAP, SAP ve akut MI hastalarin serum
SLOX-1 ve okside LDL diizeylerini birlikte karsilastirdigimizda, SLOX-1 diizeylerinde
anlamli derecede bir fark gozlenirken (p< 0.05), okside LDL diizeyleri agisindan
anlamli bir fark bulunmamstir (p > 0.05). SLOX-1 ve okside LDL diizeylerin KAH

tanilar1 arasindaki iliski cizelge 4.5 ve sekil 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. SLOX-1 ve okside LDL diizeylerin KAH tanilar1 ile iliskisi

. sLOX-1 Okside LDL
KAHT
‘P! (pg/mL) (ng/mL)
SAP (n=21) 77.30+46.10 64.85+30.79
USAP (n=36) 80.95+£32.18 62.044+25.71
Akut MI (n=43) 102.09+40.15* 63.25+27.65

Istatistik degerlendirmeler Kruskal-Wallis testi (post hoc Mann-Whitney U testi) ile yapildi.
Akut MI ve SAP arasinda *p =0.030; Okside LDL i¢in SAP, USAP ve Akut MI arasinda p > 0.05.
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Sekil 4.3. KAH tansi ile SLOX-1 ve okside LDL diizeyleri arasindaki iligki
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4.6. SLOX-1 ve Okside LDL Diizeylerinin KAH’lardaki Tikah Damar Sayisi ile

Tliskisi

Koroner arter hastaligi siddeti, tikali bliyiik damar (sol ana koroner arter, sol
anterior inen arter, sirkumfleks arter ve sag koroner arter) sayisma gore 1 damar, 2
damar ve 3 damar ve iistli olarak 3 alt gruba ayrilmistir. Gruplarin karsilastirilmasi
coklu grup karsilastirma testlerinden Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
SLOX-1 diizeylerinde tikali damar sayisina gore artis oldugu saptanmis olup, 3 damar
ve Ustli hastalarda en yiikksek SLOX-1 diizeyleri belirlenmistir. 2 damar sLOX-1
diizeyleri 1 damara gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0.564), ayn1 zamanda 3 damar ve tstii SLOX-1 diizeyleri 2 damara
gore yliksek olmasina ragmen farkin anlamli olmadigi saptanmstir (p=0.085). Sadece 3
damar ve istii ile 1 damar arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptanmistir (p=0.005).
Okside LDL ve tikali damar sayis1 arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmamustir
(p> 0.05). sSLOX-1 ve okside LDL diizeyleri ile KAH tikali damar sayis1 arasindaki
iligki ¢izelge 4.6 ve sekil 4.4°te gosterilmistir.

Cizelge 4.6. SLOX-1 ve okside LDL diizeyleri ile KAH tikali damar sayis1 arasindaki iliski

Tikah Damar Sayisi sLOX-1 Okside LDL P degeri
1 damar (n=30) 75.72 ¥67.10 0.564*
2 damar (n=31) 78.5 54.92 0.085"
3 damar ve iistii (n=39) 95.75 53.39 0.005*

Istatistik degerlendirmeler Kruskal-Wallis testi (post hoc Mann-Whitney U testi) ile yapildi.
Sonuglar medyan olarak verildi. sSLOX-1 i¢in; *1 damar ile 2 damar arasinda; #2 damar ile 3

damar ve stii arasmda; i1 damar ile 3 damar ve iistii arasinda. *Okside LDL igin 1, 2 ve
3 ve istii arasinda p > 0.05.
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Sekil 4.4. KAH’larin tikali damar sayisina gore SLOX-1 diizeyleri

4.7. Kontrol ve KAH Grubunun OLR1 G501C Genotiplerine ait Hardy-Weinberg
Dengesinin Incelenmesi
Calisgma grubunu olusturan kontrol ve KAH grubunda OLR1’e ait G501C
varyantina ait olan G/C allellerin olusturdugu genotiplerle olmas: beklenen genotipler
arasindaki uyum (Hardy-Weinberg dengesi) ¢izelge 4.7°da verilmistir. G501C’ye ait
tiim genotipik dagilimin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.7. Caligma grubunu olusturan koroner arter hastalarinda ve kontrol gruplarinda OLR1
varyantlar1 i¢in Hardy-Weinberg dengesi

Genotipler | Gozlenen deger | Beklenen deger | Ki kare | P degeri*
KAH Grubu GG 87 85.6 3.47 0.08
GC 11 13.9
cC 2 0.6
Kontrol Grubu GG 67 67.8 0.574
GC 29 27.4 0.315
cC 2 2.8

*“HO hipotezi gozlenen genotipik varyasyonlarin beklenen genotipik varyasyonlarla uyumlu bir dagilim
gostermektedir olarak” kabul edildigi i¢in p degeri 0.05’ten biiyiik olan olasiliklar anlamli olarak kabul
edilmigtir.

4.8. Kontrol ve KAH Gruplarindaki OLR1 Genotip ve Allel Dagihmina Ait

Bulgular

Kontrol ve KAH grublar1 arasindaki genotip ve allellerin olusturdugu riskler binary
logistik regresyon analizi ile yapilmis olup, OLR1 G501C genotipleri ve alellerin
dagilimi ve olusturduklar riskler ¢izelge 4.8’de verilmistir. Kontrol ve KAH gruplarina
ait allel dagilimlar1 ayn1 zamanda sekil 4.5 ‘te verilmistir. Bu ¢alismada GG, GC ve CC
¢ farkli genotip belirlenmistir. KAH ve kontrol grubunda sadece 2 tane CC genotipi
belirlenmistir. KAH grubundaki GG (%87) genotiplerinin kontrol gurubuna (%68.4)
gore daha fazla oldugu bulunmustur. Risk analizinde GG genotipinin referans genotip
oldugu belirlenmistir. Istatistiksel analiz buna gore dizayn edilerek, kontrol ve KAH
gruplar1 arasindaki OLR1 genotip ve allel dagilimlarinda ileri derecede anlamli fark
oldugu belirlenmistir (p < 0.05). GG genotipi ve G alleli tasiyan bireylerin KAH
yakalanma riskine sahip oldugu (GG genotipi i¢in Odd’s Oram1 = 3.423, %95 giiven
araligl; 1.595-7.347; G alleli i¢cin Odd’s Oram1 = 2.497, %95 giiven araligi; 1.309-
4.760), aksine GC ve CC genotipine sahip bireylerin ise KAH i¢in koruyucu etkiye

sahip oldugu saptanmaigtir.
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Cizelge 4.8. Kontrol ve KAH gruplarinda sLOX-1 genotiplerinin dagilim ve olusturduklari
riskler

OLR1 Genotip Kontrol KAH Relatif Risk | Giiven Arahg P
Grubu Grubu (0Odd’s Oram) (%95) degeri
N (%) N (%0)

GC 29 (29.6) 11y | -

CcC 2(2) 2(2) 1.008 0.10-14.617 0.882

GG 67 (68.4) 87 (87) 3.423 1.595-7.347 0.002

GC+CC 31 (31.6) 13(13)

GG 67 (68.4) 87 (87) 3.096 1.505-6.372 0.002

Alel sikhg1

C 33 (16.8) 15(5) |  -—-

G 163 (83.2) 185 (92.5) 2.690 1.391-5.202 0.005

n: hasta sayisi, p: gruplar arasi anlamlilik derecesi
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Sekil 4.5. Kontrol ve KAH grubuna ait OLR1 G ve C allel dagilimi

4.9. KAH Grubun OLR1 G501C Genotiplerine Gore Yas, Lipit Profilleri ve AKS
Diizeyleri, Cinsiyet, Diyabet, Hipertansiyon ve Sigara Kullanimi
KAH grupunda homozigot normal (GG) ve OLR1 varyant (GC+CC) genotipleri
olmak iizere 2’ser grup olusturuldu. KAH’larin GG ve GC+CC genotiplerine gore yas,
VKI, AKS ve lipit profilleri karsilastirildi. GG ve GC+CC genotipleri arasinda yas,
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AKS, VKI ve lipit profilleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p > 0.05). KAH
gruplarinin OLR1 genotiplerine gore yas, VKI, AKS ve lipid profileri ¢izelge 4.9°da

gosterilmistir.

Cizelge 4.9. KAH grubunun OLR1 genotiplerine gore yas, VKI, lipit profili ve AKS diizeyleri

OLR1 GG GC+CC P degeri
Yas 61.67+11.68 59.08+9.75 0,449
VKI 27.75€3.55 27.75€3.13 0.999
AKS 126.77+70.42 114.87+56.6 0.504
TK 168.70+43.81 185.78+53.96 0.207
HDL-K 38.07+11.68 44.86+£19.67 0.081
LDL-K 104.14£33.028 110.18+£39.20 0.344
Trigliserit 150.50+£80.18 154.66+£73.22 0.860
VLDL-K 30.10+16.04 30.93+14.64 0.786

KAH grubunun ayn1 sekilde GG ve GC+CC genotiplerine gore cinsiyet, diyabet,
hipertansiyon ve sigara kullanimi gibi risk faktorleri karsilastirildi. GG ve GC+CC
genotipleri arasinda cinsiyet, sigara kullanimi, diyabet ve hipertansiyon arasinda

anlaml bir iligki saptanmamuistir (p > 0.05, cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. KAH grubunun OLR1 genotiplerine gore cinsiyet, diyabet, hipertansiyon ve
sigara kullanim dagilim

OLR1
GG GC+CC
P degeri
N (%0) N (%0)
Parametreler
o Kadin 27 (31) 1(7.7)
Cinsiyet 0.104
Erkek 60 (69) 12 (92.3)
Yok 59 (67.8) 9(69.2)
Diyabet 0.996
Var 28 (32.2) 4 (30.8)
Yok 41 (47.1) 6 (46.2)
Hipertansiyon 0.593
Var 46 (52.9) 7 (53.8)
Yok 51 (58.6) 7 (53.8)
Sigara kullamm 0.104
Var 36(41.4) 6 (46.2)

4.10. Kontrol ve KAH grublarimin OLR1 G501C Genotiplere Gore Serum sLOX-1

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

OLR1 G501C genotiplerine sahip KAH grubu serum sLOX-1 diizeyleri kontrol
grubu ile karsilastirilmadan 6nce gruplarin genotip agisindan homojenligi saglandi.
OLR1 G501C genotiplerine ait KAH grubu serum sLOX-1 diizeyleri kontrol grubu ile
karsilatirildiginda, GG genotiplilerin serum sLOX-1 diizeylerinde anlamli derecede artis
saptanmustir (p< 0.001). GC ve CC genotipleri ag¢isindan anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). KAH grubu kendi arasinda genotiplerine gore sLOX-1 diizeyleri
karlhlastrildiginda, GG genotipine sahip bireylerin serum sLOX-1diizeylerinin GC ve
CC genotiplerine gore daha yiiksek oldugu (p < 0.001), GC ve CC arasinda ise anlaml
bir fark olmadigi belirlenmistir (p= 0.960). Kontrol grubunda ise genotipler arasinda
anlamli bir fark saptanmamistir (p> 0.05). Kontrol ve KAH grubundaki OLR1 G501C
genotiplerine ait SLOX-1 diizeyleri ¢izelge 4.11°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. OLR1 G501C genotiplere goére kontrol ve KAH gruplarinin serum sLOX-1
diizeyleri

Genotip Kontrol Grubu  KAH Grubu P degeri
(N=98) (N=100)
GG  43.69+14.78* 92.75+32.89** 0.000
SLOX-1(pg/mL)  Gc  37.76+13.23 41.54+7.65 0.153
CC  35.5+0.707 33.5+0.806 0.667

*Kontrol grubunda GG, GC ve CC arasinda p> 0.05, **KAH grubunda GG’nin GC ve CC
karsin p=0.000, GC ve CC arasinda p=0.960

120

100

80

B KAH Grubu
B Kontrol Grubu

60

[ T
40 T T
0 - 1 1 1
CC GC GG

Sekil.4.6. OLR1 G501C genotiplere gore kontrol ve KAH grublarin sSLOX-1 diizeyleri

4.11. KAH Grubunda G501C Genotiplerinin Hastahk Tanilar1 ve Tikahh Damar
Saysi ile Tliskisi
KAH grubunda homozigot normal (GG) ve OLR1 varyant (GC+CC) genotipleri

olmak iizere 2’ser alt grup olusturuldu. OLR1 G501C gen polimorfizmleri hasta damar
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sayilar1 agisindan GG genotipin GC+CC genotipleri olarak karsilastirildiginda tek ve
coklu damar tikanikligi olan hastalarda GG genotipin daha yiiksek oranda oldugu
saptanmustir. Ayn1 zamanda 3 damar ve istii tikali olan bireylerinin ¢ogunun KAH i¢in
riskli GG genotipine sahip oldugu belirlenmistir. OLR1 G501C genotipleri ve tikali

damar sayilar1 arasindaki iliski ¢izelge 4.12 ve sekil 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. KAH grubunun genotip ve tikali damar sayist iliskisi

OLR1 Genotip N (%)
Tikah damar sayisi P degeri
GG GC+CC
1 damar 25 (83.3) 5(16.7) 0.013
2 damar 28 (90.3) 3(9.7) 0.007
3 damar ve iistii 34 (87.2) 5(12.8) 0.002

p: gruplar aras1 anlamlilik derecesi

100% -
90% -
80% -
T0% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% T T f
1 damar

B GG
BGC+CC

3 damar ve
tistii

2 damar

Sekil 4.7. KAH’larinin tikali gére damar sayilarina genotip dagilimi

OLR1 G501C genotipleri KAH’larm tanilar1 kendi iclerinde incelendiginde GG
genotipini tagiyan bireylerin %84.7°si SAP, %383.3’ti USAP ve %90.7’si ise akut MI
tanis1 almis hastalardan olusmaktadir. USAP, SAP ve akut MI GG genotipli hastalarin

GC+CC genotipine gore yiiksek oranda bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
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bir fark saptanmamustir (p> 0.05). OLR1 G501C genotipleri ve KAH tanis1 arasindaki
iliski cizelge 4.13 ve sekil 4.8’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.13. OLR1 G501C genotiplerinin ile KAH tanis1 arasindaki iliski

Genotip
GG GC+CC

KAH tipi N (%) N (%) P degeri

SAP 18 (84.7) 3(14.3)

USAP N 30 (83.3) 6 (16.7) 0.607

Akut M 39 (90.7) 4(9.3)

p: gruplar aras1 anlamlilik derecesi, N; drnek sayisi

100% -
90% -
80% -
T0% -
60% -
50% - GG
40% - BGC+CC
30% -
20% -
10% -

0% T T ;
SAP USAP Akut MI

Sekil 4.8. KAH tanilarina OLR1 G501C genotiplerin dagilimi
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5. TARTISMA

Koroner arter hastaligi, kalbi besleyen koroner arterlerin besledigi bdlgelere
yeterli kan tastyamamasi sonucu miyokartta olusan iskemi ve nekrozun derecesine gore
gelisen hastalik ve bunlarm komplikasyonudur (1). KAH’nin esas nedeni, ateroskleroz
sonucu koroner arterlerin daralmasi ve tikanmasidir (2).

Koroner arter hastaligi, endiistrilesmis {ilkelerde en Onemli morbidite ve
mortalite nedenleri arasinda yer almaktadir. KAH nedeniyle her yil milyonlarca kisi
yasamini kaybetmekte, diinyada ve Tiirkiye’de 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir. Ulkemizde 2007 yilinda TEKHARF c¢alismasi sonuclarma gére KAH
siklig1, eriskin niifusta % 2.7, 45-74 yas arasinda ise % 10.2 olarak saptanmustir (3).
Tirk Kardiyoloji Dernegi’nin 2000 yilinda yaymladigi rapora gore, aterosklerozun
neden oldugu KAH ve inmeden kaynaklanan Oliimler, tiim oliimlerin % 43’ini
olusturmaktadir (4).

Koroner arter hastaliginin baslica nedeni olan ateroskleroz, biiylik ve orta ¢aph
muskiiler arterleri tutan endotel disfonksiyonu ve damar duvarmim intima tabakasinda
lipit ve inflamatuvar hiicre birikimi ile karakterize sistemik bir hastaliktir. Endotel
fonksiyonlarmin bozulmasi ile baglayan bu aterotrombotik siire¢, damarlarda yagh
cizgilenme ile baslayip degisik risk faktorlerinin de etkisiyle progresif olarak ilerler.
Sonugta efor anginasindan, ani kardiyak 6liime kadar degisen ciddiyette klinik olaylara
neden olan bu progresif siirecin 6nlenmesinde, hastalarda risk faktdrlerinin erken tani ve
tedavisi en 6nemli olaydir (199).

Risk faktorlerinin tanimlanmasi ve tedavisi, asemptomatik kisilerde koroner kalp
hastaliklarinin ve belirlenmis hastalig1 olan kisilerde tekrarlayan olaylarm 6nlenmesi
icin gereklidir. Risk faktorlerinin arastirilmasina iligkin sistematik ¢aligmalar bu
yizyilin ortalarinda baslamistir. Prospektif, halk tabanli “‘Framingham Kalp
Caligmalar1” hiperkolesterolemi, hipertansiyon ve diger faktorlerinin kardiyovaskiiler
riskle iligkili oldugunu destekleleyen kanitlar saglamistir. Gozleme dayanan benzer
caligmalar ABD’de gerceklestirilmistir. Genis ¢apta yapilan yaygmn, bagimsiz
aragtirmalarla kardiyovaskiiler hastaliklar igin risk faktorleri kavrami desteklenmistir
(31). NCEP 2001°de yaymlanan ATP III panelinde, aterosklerozun olusumu ve

gelisiminde sorumlu tutulan, hiperlipidemi, diisiik HDL, sigara kullanimi,
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hipertansiyon, diyabet, cinsiyet gibi etkenler KAH igin risk faktorii olarak belirlenmistir
(99).

Calismamizda, bu risk faktorleri KAH ve kontrol grubunun 6zge¢mislerinin
sorgulanmasi ile elde edildi ve lojistik regresyon analizi ile degerlendirildi.

Calismamizda, KAH grubunun yas ortalamalarmin kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu belirlendi (p=0.01). Erkek cinsiyet oran1 KAH grubunda % 72, kontrol
grubunda ise % 39.8 olarak bulundu (p=0.000) ve erkek cinsiyetin KAH i¢in yaklasik
4.7 kat daha riskli oldugu saptandi. KAH grubunun % 32’sinin diyabetik oldugu
(p=0.012), % 53’iniinde hipertansiyon (p=0.009) ve % 42’sinin sigara kullandigi
(p=0.023) belirlendi. Bu siklik kontrol grubunda ise sirasi ile % 23.5, % 37.8 ve % 20.4
olarak saptandi. Elde ettigimiz bu sonuclara géore KAH nin gelisimi i¢in diyabetin 2.5,
hipertansiyonun 2.3 ve sigara kullanimm ise 2.2 kat daha riskli oldugu belirlendi.
Benzer sekilde aile oykiisii (p=0.855) acisindan KAH ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunmadi. Bununla birlikte KAH grubunda aile
Oykiisii varligi oraninin (%32) kontrol grubundan (% 27.4) daha yiliksek olmas1 dikkat
cekiciydi (cizelge 4.1).

Calismamizda trigliserit (p=0.755), VLDL-K (p=0.434), TK (p=0.615), LDL-K
(p=0.693) ve HDL-K diizeyleri (p=0.205) bakimindan KAH ve kontrol grubu arasinda
anlaml bir fark saptanmadi. Aslinda KAH i¢in 6nemli risk faktorleri olan TK ve LDL-
K diizeyleri arasinda fark bulunmamasmin nedeni, KAH grubunun %30 niin kolesterol
diistiriicii etkiye sahip statin grubu ilag kullanmasidir. KAH grubunda AKS diizeylerinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0.003). Bu farkin nedeni olarak
KAH grubunda diyabetin (% 32) kontrol grubuna (% 23.5) gore daha sik goriilmesine
bagli olabilecegini diisiinmekteyiz (¢izelge 4.3).

Tip Il membran glikoproteini olan LOX-1, endotel hiicrelerinde okside LDL igin
major reseptor olarak tanimlanmustir. LOX-1 proteazlar tarafindan ekstraseliiler domaini
jukstamembran bolgesinden boliinerek, SLOX-1 formu salgilanmaktadir (141).

Dolagimdaki sLOX-1 diizeyleri LOX-1 ekspresyonunun bir gostergesi olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir (200). LOX-1 aktivasyonu endotel disfonksiyonuna,
DKH’lerin apoptozisine, makrofajlarda lipit birikimine ve MMP olusumuna katilarak
aterosklerotik plak olusumu ve gelisimini kolaylastiran hiicre hasarma neden

olmaktadir. sSLOX-1 diizeylerinin KAH’nin ilerlemesi siiresince up-regiile oldugu
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gozlenmistir. (201).

Li ve ark. (201) yaptiklar1 bir ¢alismada, metabolik sendromlu KAH’da sLOX-1
diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu saptamislardir (p< 0.01)
(201). Calismamizda da KAH grubunun sLOX-1 diizeylerinin kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu (p=0.000, cizelge 4.3) ve yapilan g¢aligmalarla uyumlu oldugu
saptandi. KAH’da artmig SLOX-1 diizeylerinin bu hastalardaki LOX-1 indiikleyicileri
olan ROS ve okside LDL diizeylerinin artigina bir yanit olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bir¢ok klinik ¢alismada, statin tedavisinin plazma LDL-K diizeylerini azaltarak
ateroskleroz gelisimini 6nledigi bildirilmistir (202). Statinin SLOX diizeylerine iizerine
etkisini inceleyen bir c¢alismada, LDL-K diizeyleri 160-220 mg/dl arasinda olan,
antihiperlipidemi tedavisi almayan, KAH, konjetif kalp yetmezligi, renal ya da
karaciger hastaligi ve ailesel hiperkolesterolemi hikayesi olmayan 25 hastada
pitavastatin tedavisinin sSLOX-1 diizeyleri {izerinde etkisinin olmadig: gosterilmistir
(203). Calismamizda da statinin sSLOX-1 diizeyleri iizerine etkisinin olmadig: (p=0.84,
cizelge 4.3) ve yapilan ¢aligma ile benzer oldugu gozlendi.

Okside LDL’nin aterosklerozun gelisimi ve olusumu yani swra endotel
disfonksiyonunda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan g¢alismalarda okside
LDL’nin bir¢ok aterojenik olaylari indiikledigi gosterilmistir (158). Okside LDL’nin
endotelyal NO sentaz aktivitesini azaltarak NO salinnmmin azalmasina, endotel
disfonksiyonunun majoér uyaricisi olan hiicre i¢i oksidatif stresin artisina neden
olmaktadir (163). Okside LDL igin birkag hiicre yiizey reseptorii belirlenmistir. Okside
LDL’nin makrofaj, endotel ve DKH’leri tarafindan hiicre igine alimi i¢in major reseptor
olarak LOX-1 tanimlanmistir. LOX-1, okside LDL’yi kuvvetli baglama, internalizasyon
ve proteolitik olarak parcalama Ozelligine sahip oldugundan, okside LDL’nin bu
proaterojenik etkilerinin ¢oguna aracilik ettigi belirlenmistir  (118). Yapilan
calismalarda, KAH’larmin plazma okside LDL diizeylerindeki artis ile KAH 1n siddeti
arasmda iligski oldugu gozlenmistir (180, 204). Baska bir ¢alismada, plazma okside LDL
diizeylerinin koroner endotel disfonksiyonunun degerlendirilmesinde kullaniglt bir
belirteg oldugu bildirilmistir (205).

Koubaa ve ark. (206) yaptiklar1 bir ¢calismada, KAH’larmin plazma okside LDL
diizeylerinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir (p< 0.001).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore, KAH grubunun serum okside LDL
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diizeylerinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu saptandi (p=0.000, gizelge 4.3).
Diger arastirmacilarmm bulgular1 ile paralel olan bulgularimiz okside LDL’nin
aterosklerozun patogenezinde 6nemli rol aldigin1 gostermektedir.

Calismamizda ayrica KAH grubunda sLOX-1 ve okside LDL diizeyleri arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu saptandi (r=0.797, p=0.000, sekil 4.2). Yaptigimiz literatiir
arastirmas1 sonucunda KAH’da okside LDL ve sLOX-1 diizeyleri arasindaki iligkiyi
inceleyen bir calismaya rastlanilmadi. Bulgularimiz, okside LDL’nin LOX-1
indiikleyicisi oldugunu dogrulamaktadir.

Yapilan ¢alismalarda, endotelyal hiicrelerde LOX-1 bazal ekspresyon
diizeylerinin in vitro olarak ¢ok diisiik oldugu, ancak okside LDL gibi pro-oksidan bir
ajan tarafindan hizli bir sekilde indiiklendigi gozlenmistir (147). KAH’da artmis ROS
ve azalmig antioksidan diizeyleri LDL oksidasyonu ile sonuglanabilmektedir. sSLOX-1
diizeylerindeki artigin olast nedeni ise artmis okside LDL diizeylerine yanit olabilir.
Ayni1 zamanda, LOX-1 ligandi olan okside LDL artisinin LOX-1 ekspresyonun artigina
ve hiicre ylizeyinden artmig sSLOX-1 salinimina neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

Akut koroner sendromunun patogenezinde ateromatdz plaklarin riiptiiriini
takiben trombiis olusumu kritik basamaktir. AKS tiplerinden olan unstabil anjina
pektoriste damar alaninda kismi daralma olmasi ve zaman iginde trombiiste gerileme
gostermesi ise klinikte iyilesme goriilen vakalardir. Liimenin tam tikandig1 ya da ileri
diizeyde ve geri doniisiimsiiz olarak azaldigi durumlarda ise M1 goriiliir (207).

Koroner arter hastalarinin tanisi ile sLOX-1 diizeyleri arasindaki iliskiyi
inceleyen c¢alismalar bulunmaktadir. Hayashida ve ark. (144) AKS’da serum sLOX-1
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigini belirlemislerdir. sSLOX-1
diizeylerinin AKS’nu diger gruplardan yiiksek sensitivite ve spesifitede ayirdigini
gozlemlemisler ve bu arastirmacilar SLOX-1 diizeylerinin AKS’un erken tanisi igin
kullanmigli bir belirteg olabilecegini onermektedirler. Sonrasinda bazi arastirmacilar
tarafindan SLOX diizeylerinin AKS’un tanis1 i¢in biyobelirte¢ olan TnT ve kalp tipi yag
asit baglayici proteininden daha spesifik ve sensitif oldugu gosterilmistir (208).

Okside LDL diizeylerini akut MI, SAP ve USAP tanis1 alan hastalara gore
inceleyen bir caligmada okside LDL diizeylerinin gruplar arasinda anlamli bir fark
gostermedigi belirlenmistir (p=0.79) (209).

Yaptigimiz caligmada, akut MI tanist alan hastalarin sSLOX-1 diizeylerinin SAP
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ve USAP tanisi alan hastalara gore daha yiiksek oldugu (p=0.030), USAP tanis1 alan
hastalarin SLOX-1 diizeylerinin SAP tanis1 alan hastalara gore yiiksek olmasina ragmen
bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. Okside LDL diizeyleri a¢isindan
ise akut MI, USAP ve SAP tanisi alan hastalar arasinda anlamli bir fark belirlenmedi
(p> 0.05, gizelge 4.5). USAP ve akut Ml tanisi alan (AKS’Iu hastalar) hastalarm sLOX-
1 diizeylerinin SAP tanisi alan hastalara gore daha yiiksek oldugu saptandi. Calisma
bulgularimizin literatiir ile benzer oldugu gézlemlendi.

Yapilan ¢alismalarda, aterosklerotik plaklarin lipit-yiiklii makrofajlarla dolmasi,
intimada DKH aktivasyonuna ve riiptire egilimi arttirdigi gozlenmistir (210).
Zedelenebilir plaklarda, LOX-1’in baslica DKH ve makrofajlarda eksprese oldugu,
DKH’nin apoptozisine ve matriks metalloproteinaz liretimine katildigi belirlenmistir
(13, 123, 211). Bu kosullarin proteaz aktivitesini arttirarak LOX-1’in baslica eksprese
oldugu wvaskiiler hiicrelerin yiizeyinden sLOX-1 salinimini arttrmis olabilecegini
distinmekteyiz. Bu da ¢alismamizdaki artmig sLOX-1 diizeylerinin nedenini
aciklayabilmektedir.

Koroner arter hastaligmm siddeti ile sLOX-1 diizeyleri arasindaki iligkiyi
inceleyen bir ¢alismada, 94 stabil KAH’sinda serum sLOX-1 diizeylerinin hastaligin
siddeti ile iliskili oldugu ve artmug sLOX-1 diizeylerinin siiperoksit dismutaz aktivitesi
ile ters korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Arastirmacilar, vaskiiler duvarda sLOX-1
diizeylerinin artmis oksidatif stresi yansitabilecegini 6nermektedirler (212).

Bagka bir c¢alismada, sLOX-1 diizeyleri ile KAH’larin tikali damar sayisi
arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar, koroner anjiyografi sonucuna
gore KAH tanis1 alan 60 hastayi tek-iki damar1 tikali olan ve ii¢-dort damari tikali olan
hastalar olmak tizere iki alt gruba ayirmiglardir. Calisma sonucunda, ii¢ ve dort damari
tikali olan hastalarin sLOX-1 ve okside LDL diizeylerinin tek-iki damari tikali olan
hastalara gore anlamli derecede yiiksek oldugunu saptamiglardir (p< 0.01). (213).

Okside LDL diizeylerinin 1, 2 ve 3 damari tikali KAHlarinin kargilagtirildig: bir
calismada, 2 ve 3 damari tikali olan hastalarin okside LDL diizeyleri ile tek tikali
damara sahip hastalarin okside LDL diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadigi
belirlenmistir (p=0.26) (209).

Yaptigimiz ¢alismada, sLOX-1 diizeylerinin tikali damar sayisma gore arttigi, 3

damar ve iistli tikali damara sahip KAH nin tek tikali damara sahip olan KAH’na gore
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sLOX diizeylerinin daha yiiksek oldugu belirlendi (P=0.005). 3 ve istii tikali damar1
olan KAH’nin okside LDL diizeylerinin ise tek tikali damara sahip KAH’na gore daha
diistik saptanmasina ragmen anlamli bir fark bulunmadi (p> 0.05, ¢izelge 4.6). Calisma
bulgularimizin yapilan ¢aligmalarla paralel oldugu goézlendi. 3 ve isti damar
tikanikligina sahip hastalarin diger tikali damar hastalarina gore biraz daha diisiik
okside LDL (p> 0.05) ve yiiksek SLOX-1 diizeylerinin gozlenmesinin SLOX-1-aracili
okside LDL aliminindaki artisa bagl olabilecegini diisiinmekteyiz. Elde ettigimiz
sonuglara gore SLOX-1 diizeylerinin aterosklerotik plak gelisiminde ©6nemli rol
oynayabilecegini diisiinmekteyiz. 3 ve istii tikali damara sahip olan KAH’da yiiksek
SLOX-1 diizeylerinde LOX-1 ligand1 olan okside LDL’nin hiicre igine alimi
artacagindan daha fazla kopik hiicre olusacaktir. Buradan da etkilenmis damar
sayisindaki artisa neden olabilecegini diistinmekteyiz. Daha 6nceki ¢alisma sonuglarina
ve bulgularimiza dayanarak SLOX-1 diizeylerinin KAH siddetini 6n gormede yararli
olabilecegini dnermekteyiz.

Aterosklerozun patogenezini agiklamaya yonelik bircok g¢alisma yapilmis ve
cesitli teoriler One siiriilmiistiir. Bunlardan, LDL oksidasyonu hipotezine gore
aterosklerozda lezyon olusumu ve gelisiminden lipit ve protein oksidasyon iiriinleri
sorumlu tutulmustur. Oksidasyonun asil hedefi intimada bulunan LDL partikiiliidiir. Bu
hipotez, in vitro sartlarda oksitlenmis LDL molekiiliiniin pro-aterojenik 6zelliklerinin
bulunmasiyla desteklenmistir. Bu 0Ozellikler kemotaksisin uyarilmasi, makrofajlarda
kolesterol birikimi, endotel hiicrelerinde adezyon molekiilii ekspresyonu ve bazi hiicre
tiirlerinin  apopitozudur (7). Oksitlenmis LDL’nin hiicre i¢ine almmasi1 ¢opciil
reseptorleri araciligi ile olmaktadir (8). Bu reseptdrler hiicre i¢indeki kolesterol diizeyi
tarafindan regiile edilmez ve subendotelyal yerlesimli makrofajlar okside LDL’yi
kontrolsiiz bir bi¢imde hiicre i¢ine alarak aterogenezde kilit rol oynayan kopiik hiicreleri
meydana getirirler. (9). LDL’nin oksidatif modifikasyonu ateroskleroz patogenezinde
anahtar basamaktir. Okside LDL’nin biitiin aterogenez siirecinde temel rol oynadigi
diisiiniilmektedir (10, 11). Okside LDL’nin makrofaj ve DKH’leri tarafindan alinimina
SR-AIl/Il, CD36, ve SR-BI gibi ¢opgiil reseptorler aracilik etmektedir. Ancak bu
reseptorlerin endotel hiicrelerinde olmadigi ya da ¢ok az oldugu bulunmustur. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda, okside LDL’nin makrofaj, endotel ve DKH’i tarafindan

aliniminda major reseptoriin LOX-1 oldugu, okside LDL’yi kuvvetli baglama aktivitesi,
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internalizasyonu ve proteolitik olarak par¢alanmadigi i¢in okside LDL’nin toksik
etkilerine aracilik ettigi belirlenmistir (118).

Lektin benzeri okside LDL reseptorii-1, OLR1 geni tarafindan kodlanmakta ve
50 kDa agirhginda bir protein olarak sentezlenmektedir. Yapisal olarak, kalsiyum-
bagimli C-tip lektin ailesine ait bir tip-1l membran proteinidir (13). LOX-1’in baslica
endotelyal hiicreler, DKH, plateletler ve makrofajlarda eksprese edilmektedir. Ayrica
LOX-1 ateromdaki hiicrelerde de bulunmaktadir. /n vivo olarak insan ve hayvanlarin
aterosklerotik lezyonlarinda asir1 ekspresse oldugu bildirilmistir (13)

Yapilan c¢alismalarda, OLR1’in 6’s1 4. ve 5. intronlarda ve biri ise 3’
translasyona ugramayan bolgesinde olmak tizere toplam 7 farkli nokta mutasyonu
belirlenmistir (19). OLR1 gen polimorfizmi ile ateroskleroz, akut MI gibi cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliskisi arastirilmis ve karidovaskiiler hastaliklarda LOX-
1’1 potansiyel bir role sahip oldugu belirlenmistir (15, 16, 17, 18). OLR1’in G501C tek
niikleotid gen polimorfizminin LOX-1 proteininde K167N sessiz mutasyon ile
sonuglandig1 saptanmustir (14).

Koroner arter hastaligi ve OLR1 G501C varyantlarinin caligildigi bazi
caligmalar bulunmaktadir. Wang ve ark. (214) Cin Han popiilasyonda AKS’lu
hastalarda yaptiklar1 bir calismada, OLR1 CC genotip frekansmin (%5.6) kontrol
grubuna (%1.5) gore daha yiiksek oldugu bildirilmis ve CC genotipi tasiyan hastalarin
AKS i¢in risk olusturdugunu belirlemislerdir.

Mango ve ark (19) ise akut Ml hastalarmda OLR1 G501C polimorfizmine ait
GG genotipi tastyan hastalart (%91.3) kontrol grubuna (%82.5) gore yiiksek
bulmalarina ragmen anlamli bir iliski saptamamiglardir. Ancak allel frekanslarinda G
alleli tasiyan hastalar1 (%95.7) kontrol grubuna goére (%90.8) daha yiiksek bulmuslardir.
C allel goriilme sikligininin MI hastalarinda kontrol grubuna gore (% 4.3 karsin % 9.2)
daha diisiik oldugunu ve C allelinin koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini
gostermiglerdir (p=0.04). Ayni zamanda kontrol grubunda bir tane CC genotip
saptamiglar hasta grubunda ise CC genotipine rastlamamislardir.

Trabetti ve ark (215) italyan toplumunda, 350 KAH, 190 akut MI ve 327
kontrolden olusan bir ¢alismada, KAH ve akut MI olan kisilerde CC genotiplerinin
goriilme sikligmmin kontrol grubuna gore yiliksek oldugunu, ancak anlamli bir fark

olmadigint saptamiglardir. KAH’da GG, GC ve CC genotiplerinin goriilme sikligini
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siras1 ile 0.851, 0.143 ve 0.006, kontrol grubunda 0.85, 14.7 ve 0.003, akut MI
hastalarinda ise 0.847, 0.147 ve 0.006 olarak bildirmislerdir. GG genotipinin GC+CC
genotipine gore KAH igin 1.02 (p=0.98) ve akut MI i¢in 0.97 kat (p=0.88) risk
olusturdugunu belirlemislerdir. Ayni zamanda, KAH, akut MI hastalar1 ve kontrol
grubunda G ve C allel goriilme sikligini sirasi ile 0.92 ve 0.08 olarak benzer oldugunu
bildirmiglerdir .

Tatsuguchi ve ark. (14) Japon toplumunda, OLR1 G501C varyantlar1 (GG+CC)
ile MI iligkisini degerlendirdikleri bir ¢alismada, MI hastalarinda OLR1 varyant
genotipleri (%38.2) ve allel sikliginin (% 20.6) kontrol gurubuna (% 17.6 ve % 9.3)
gore daha yiiksek oldugunu ve istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptamislardir
(p<0.002).

Knowles ve ark. (216) yakin zamanda yaptiklari popiilasyon bazli vaka-kontrol
calismalarinda OLR1 gen polimorfizmi ile KAH arasidaki iligkiyi incelemisler. Hasta
ve kontrolleri Atherosclerosis, Vascular, Disease & GenetiC Epidemilogy (ADVANCE)
calismasmdan saglamislardir. Koroner arterlerinde herhangi birinde >% 50 darlig1 olan
1808 bireyi KAH olarak, 1731 saglikli bireyi (479 Coronary Artery Risk Develeoment
in Young Adults (CARDIA) ¢alismasindan almislardir ) ise kontrol grubu olarak
caligmaya dahil etmislerdir. Calismaya alinan kontrol ve hastalar1 irk/etnik yapiya gore,
beyaz irk/Avrupalilar, siyah irk/Afrika-Amerikalilar, Hispanikler, Giiney Asyalilar,
Dogu Asyalilar, Pasifik Adalilar, asil Amerikalilar, karma Hispanikler, karma Hispanik
olmayanlar olarak 9 alt gruba ayirmiglardir. ADVANCE c¢alismasina aldiklar1 bireylerde
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda (¢alismaya katilan tiim bireylerde) C allel goriilme
sikligin1 Beyaz/Avrupalilarda %9, Siyah/Afrika- Amerikalilarda %20, Dogu Asyalilarda
%16 ve Hispaniklerde %6 olarak belirlemislerdir. OLR1 G501C genotiplerinin
dagilimmi wk ve etnik yapiya gore incelediklerinde, KAH’da GG, GC ve CC
genotiplerini sirasi ile beyaz irkta %86.13 ve 0, siyah irkta/Afrika- Amerikalilarda %68,
31 ve 1, Dogu Asyalilarda ise %77, 20 ve 0 olarak saptamislardir. Kontrol grubunda ise
sirast GG genotipi i¢in %80, 19 ve 0, GC genotipini %61, 36 ve 1, CC genotipini ise
%64, 32 ve 0 olarak saptamuslardir. Kontrol grubunda GG genotipinin daha diisiik
goriilme sikligma sahip oldugunu belirlemislerdir. GG genotipine sahip bireylerin GC
genotipine gore KAH i¢in daha yiiksek riske sahip oldugunu ve istatistiksel olarak

anlamli oldugunu saptamiglardir (p< 0.001). Irk ayrimi yapmadan, kontrol ve hasta
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grubunda GG, GC ve CC genotiplerinin goériilme sikligini hasta grubunda sira ile %83,
%16 ve %1, kontrol grubunda ise %76, % 22 ve %2 olarak saptamiglardir. Risk
analizinde ise GG genotipine sahip bireylerin GC ve CC genotiplerine gore KAH i¢in
daha yiiksek riske sahip oldugunu belirlemislerdir (p< 0.001). Beyaz wkta hasta
grubunda kontrol gurubuna gore yas, cinsiyet (erkek olma), sigara igcme, diyabet ve
hipertansiyon gibi KAH risk faktorlerinin anlamli derecede yiisek oldugunu
saptamiglardir (p< 0.001). Ayni arastrmacilarin, Atherosclerosis Risc in Communities
(ARIC) c¢alismasmdaki 1156 KAH’s1 ve 8702 kontrolii dahil ettikleri toplam 9858
bireyde, Beyaz irkta GG, GC ve CC genotiplerinin hasta ve kontrol grubunda gériilme
sikliklarin1 sirast ile %81, 18 ve 1 gibi benzer oldugunu saptamislardir. Afro-
Amerikalilarda ise CC genotipine rastlanmazken GG ve GC genotiplerinin goriilme
sikligin1 hasta grubunda %59 ve %38, kontrol grubunda ise %60 ve %35 olarak
bulmuslardir. Tim bireylerde ise hastalarm %76’sinin GG, %22’sinin GC ve
%3’tntinde CC genotipine sahip oldugu, kontrol grubunda ise %76’sinin GG ,
%18’sinin GC ve %5°nin de CC genotipine sahip oldugunu belirlemislerdir .

Predazzi ve ark. (217) Afrikalilarda (Misir, Libya, Benin, Nijerya), Asyalilarda
(Mogolistan, Sibirya, Japonya, Han Cinlileri), Avrupalilarda (italya, Ispanya,
Bulgaristan, Sirbistan, Tiirkiye) ve Birlesik Devletleri gibi cesitli popiilasyonlara ait
1229 saglikli bireyde OLR1 gen polimorfizmi sikligini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, Avrupalilarda OLR1 G501C varyant sikliinin %2-10 arasinda degistigini,
bu varyantin Avrupalilar1 Avrupali olmayan gruplardan ayrim i¢in bir kanit oldugunu
ileri stirmislerdir. Misirlar ve Tirklerdeki G501C polimorfizminin  dagilimimin
Avrupali popiilasyona daha cok benzedigini belirlemislerdir. Bu calismada Tiirk
popiilasyonun GG ve GC genotiplerinin goriilme sikligin1 %95.4 ve %4.6 olarak
saptamiglar ve CC genotipine rastlanmadigin1 belirlemislerdir. Ayni ¢alismada GG
genotipinin goriilme sikhgmni italyan KAH (%82.4), akut MI hastalarinda (%88.5)
Italyan kontrol grubuna gére (%80.6) daha yiiksek oldugunu saptanuslardir.

Ulkemizde, Kurnaz ve ark. (218) 2010 yilinda OLR1 G501C varyantlar1 ve
KAH arasindaki iligkiyi degerlendiren bir ¢alisma yaymnlamiglardir. Arastirmacilar,
koroner anjiyografi sonucuna gore major koroner arterlerinde herhangi birinde >% 50
darlik goriilen 91 kisiyi KAH olarak, KAH semptomlar1 tasimayan koroner anjiyografi
uygulanmayan saglikli bireylerden 72 kisiyi kontrol grubu olarak caligmaya dahil
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etmislerdir. Kontrol ve hastalarin OLR1 G501C genotip analizinde Restriksiyon
fragmant uzunluk polimorfizmi (RFLP) bazli PZR yontemi kullanilmistir.
Calismalarinda KK (GG), NK (GC) ve NN (CC) genotiplerin KAH grubunda goriilme
sikligin1 sirast ile %74.7, 2.2 ve 23.1, kontrol grubunda ise %54.2, 2.8 ve 43.1 olarak
bulmuslardir. KAH grubunda GG genotipinin kontrol grubuna goére daha yiiksek
oldugunu ve KAH i¢in yaklagik 2.5 kat risk (p=0.006) olusturdugunu saptamislardir. G
ve C allellerin goriilme sikligint KAH grubunda %75.8 ve %24.2, kontrol grubu i¢in ise
%55.6 ve %44.4 olarak belirlemislerdir. G allelin KAH i¢in 2.5 kat (p=0.007) daha
fazla risk tagidigini belirtmislerdir. G501C varyantlarin KAH i¢in koruyucu etkiye sahip
olabilecegini 6nermislerdir.

Calisma grubumuzu olusturan tiim KAH ve kontrol gruplarin OLR1 genine ait
G501C bolgesine ait G/C allellerinin olusturdugu genotiplerle olmasi beklenen
genotipler arasindaki uyum (Hardy-Weinberg dengesi) incelendi ve tiim genotipik
dagilimm Hardy-Weinberg dengesinde oldugu tespit edildi (¢izelge 4.7).

Calismamizda, GG, GC ve CC genotiplerinin KAH grubunda gériilme siklig1
sirasi ile %87, 11 ve 2, kontrol grubunda ise %68.4, 29.6 ve 2 olarak belirlendi. KAH
grubunda GG genotipinin kontrol grubuna gore daha yiikksek oldugu ve KAH ig¢in
yaklasik 3.42 kat risk olusturdugu saptandi (p=0.002). GC ve CC genotiplerinin varyant
genotipler (GC+CC) olarak degerlendirildiginde, kontrol ve hasta gruplarmndaki G501C
genotip sikliklar1 sirasi ile GG igin %68.4-87, GC+CC varyant genotipi i¢in % 31.6-13
olarak saptandi. KAH grubunda GG genotipini tasiyanlarin kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu ve KAH i¢in yaklasik 3.1 kat risk olusturdugu belirlendi (p=0.002,
cizelge 4.8). Allel sikliklar1 agisindan degerlendirdigimizde, G ve C allellerinin goriilme
sikligin1t KAH grubunda %92.5 ve %7.5, kontrol grubunda ise %83.2 ve %16.8 olarak
belirlendi. G allelin KAH igin 2.69 kat daha fazla risk tasidigi saptandi (p=0.002,
cizelge 4.8). Yaptigimiz calisma sonucunda G501C varyantlarin ve C allelin KAH i¢in
koruyucu etkiye sahip olabilecegi diisiincesindeyiz.

OLR1 G501C polimorfizmi ile KAH arasindaki iliskiyi inceleyen c¢aligmalarin
celigkili sonuglar buldugu belirlendi. Calismalarin ¢ogu KAH ig¢in CC genotipini
koruyucu bulurken, ¢ok azi herhangi bir iligki saptamamis ya da CC genotipinin risk
tagidigimi saptamislardir. Yapilan ¢aligmalarda G501C OLR1 gen polimorfizmin etnik

farkliliklar gosterdigi gortilmiistiir. Calismamizin, yapilan ¢aligmalarin ¢ogu ile uyumlu
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oldugunu bir kismu ile c¢elismesinin  nedenin ise etnik  farkliliklardan
kaynaklanabilecegini diigiinmekteyiz.

Kurnaz ve ark. (218) calismalarinda GC ve CC genotiplerinin KAH igin
koruyucu olmasi ve GG genotipinin risk tasimasi agisindan benzer sonuglar1 saptadik.
Ancak OLR1 G501C genotip sikliklar1 agisindan ise farkli sonuglar gozlemledik.
Calismalarmda kontrol ve hasta grubunda CC genotipinin sikligi sirasi ile %43.1-%
23.1 iken GC genotip siklig1 %2.2- % 2.8 olarak belirtmisleridir. Calismamizda GC ve
CC genotiplerinin goriilme sikhgini kontrol grubunda %29.6 ve 2’i olarak, KAH
grubunda ise %11 ve 2’i olarak saptandi. Calismamizda CC genotipini KAH grubunda
(%2) ve kontrolde (%2) ¢ok az sayida bulurken, Kurnaz ve ark. ¢ok fazla sayida mutant,
az sayida ise heterozigot bulmuslardir. Su ana kadar popiilasyon temelli ve KAH ile
iliskili diinyada yapilan tiim ¢alismalarda CC allel sikligmin %2-10 arasinda oldugu
belirlenmistir. Ayni zamanda, Predazzi ve ark. (217) italya’da yasayan Tiirklerde GG ve
GC genotiplerinin goriilme sikliklarmi sirast ile %95.4 ve 4.6 olarak saptamiglar ve CC
genotipine rastlanmadigini belirlemislerdir. Knowles ve ark.’nin (216) irk ve etnik
yapiya gore popiilasyon bazli ¢alismalarinda, CC genotipine rastlanmaz iken, GC
genotipinin goriilme sikligin1 beyaz ik kontrol ve KAH’da sirasi ile %19 ve 13 olarak,
Dogu Asyalilarda ise %32 ve 20 olarak saptamuslar. Tiirkler hem beyaz irka hem de
etnik olarak Dogu Asyalilara dahil oldugundan, ¢alismamizin yapilan galismalara daha
uyumlu oldugu Kurnaz ve ark’nin sonuglar1 ile ¢eliskili oldugu belirlendi. Calisma
bulgularimizin farkli olmasimnin olas1 nedenleri; a) Kurnaz ve ark. (218) kontrol grubunu
koroner anjiyografi uygulamadan olustururken, ¢alismamizda kontrol grubu koroner
anjiyografi sonuglarma goére koronerlerinden herhangi birinde lezyon olmayan
bireylerden olusturuldu. Kurnaz ve ark ¢alisma grubu, anjiyografi sonucu koroner
arterlerinin herhangi birinde >50 darlik olan hastalar1 alirken, ¢alismamizda >70 darlik
olan hastalar dahil edildi. Kontrol ve hasta grubu olusturma agisindan ¢aligmamizin
Kurnaz ve ark.’nin (218) c¢alismalarindan daha spesifik olarak dizayn edildigi
kanaatindeyiz. b) Bir digeri ise, ¢alismamizda ger¢ek zamanli PZR ve hibridizasyon
prob yontemi ile OLR1 G501C genotip belirleme yontemini kullanirken, Kurnaz ve ark
ise restriksiyon enzimine dayali geleneksel RFLP-PZR yontemini kullanmiglardir.
Ancak RFLP-PZR yonteminde tamamlanmamis enzim kesimi gibi olasi problemler

yanlis genotiplendirmeye neden olabilmektedir. Bianchi ve ark. (219) 2010 yilinda
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protrombotik polimorfizmlerine ait genotip belirlemede PZR-RFLP ve real time PZR
yontemlerini karsilastistiran ¢alismalarinda, real time PZR tekniginin RFLP’ye gore
daha sensitif oldugunu saptamislardir. Caligma bulgularimizin farkli olmasinin bir diger
nedeninin  OLR1 G501C genotip belirleme yontemlerimizin farkliligindan
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

OLR1 G501C varyantlarin KAH’da sLOX-1 diizeylerinin iizerindeki etkilerini
degerlendiren ¢alismalar bulunmaktadir.

Brinkley ve ark (200) saglikli bireylerde OLR1 gen varyasyonunun plazma
SLOX-1 diizeyleri ile iliskisini incelemislerdir. Arastirmacilar, ¢alismaya yaslar1 50 ile
70 yas arasinda degisen 97 erkek ve kadindan olusan, sedanter, sigara igmeyen,
diyabeti, hipertansiyonu, hiperlipidemisi, kalp, karaciger, renal, akciger rahatsizligi
olmayan, KAH ve kronik hastaliktan yoksun saglikli bireyleri dahil etmislerdir. GG
genotipinin goriilme sikligi %70 iken, GC genotipinin goériilme sikligmi %20 olarak
saptamiglardir. Bireylerin OLR1 G501C genotiplerine gore sLOX-1 diizeylerinin
karsilastirilmasinda, GC genotipine sahip bireylerin plazma sLOX-1 diizeylerinin GG
genotipine sahip bireylere gore anlamli yiiksek oldugunu belirlemislerdir (p< 0.05). C
allel frekansi %10 oldugundan bu caligmanin en biiyiik eksikligi GG ve GC arasindaki
SLOX-1 diizeylerini ayirmada gii¢siizliigiidiir.

Biocca ve ark. (220) insan endotel ve fibroblast kiiltiire hiicrelerinde sSLOX-1 ve
OLR1 gen polimorfizmi arasindaki iliskiyi inceleledikleri ¢alismalarinda, wild (GG),
heterozigot (GC) ve mutant (CC) LOX-1 transfekte ettikleri fibroblast kiiltiire
hiicrelerini ~ floresan  isaretli  1,1’-dioktadesil-3,3,3°3’-tetrametil-indokarbosiyanin
perklorat-konjuge LDL (dil-okside LDL) ile inkiibe etmisler ve inkiibasyon sonrast GG,
GC ve CC genotiplerinin okside LDL baglama ve okside LDL’nin hiicre igindeki
birikimini dl¢miislerdir. Ol¢iim sonucuna gére GG genotipin GC ve CC genotiplerine
gore daha fazla miktarda okside LDL’yi bagladigini ve hiicre i¢cinde daha ¢ok biriktigini
belirlemislerdir. Bu farki anlamli olarak saptamiglardir (p< 0.05). GC genotipinin
goriilme sikligint CC genotipine gore yiiksek bulmalarina ragmen, bu farkin anlaml
olmadigini belirlemislerdir. Ayn1 ¢alismada, okside LDL indiiklii LOX-1’in hiicre i¢i
sinyal yolagi olan ERK1/2 tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Ayn1 sekilde GG, GC
ve CC LOX-1 transfekte ettikleri fibroblast kiiltiire hiicrelerini LDL ya da LDL
olmadan ve okside LDL ile inkiibe etmislerdir. Inkiibasyon sonrasi okside LDL’ye
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maruz birakilan GG genotipli hiicrelerinin LDL’ye maruz kalan hiicrelere gére ERK1/2
aktivitesinin 8 kat arttigini, okside LDL ile inkiibe edilen GC ve CC genotiplerine gore
de anlamli derecede yiiksek oldugunu saptamislardir (p< 0.05). Calismanin bir diger
basamaginda, doz bagimli okside LDL’ye maruz birakilan GG ve GC genotiplerini
tastyan insan makrofaj kiiltiir hiicrelerinde bu dozlarin LOX-1 iizerindeki etkilerini
degerlendirilmistir. Bu c¢alisma igin, OLR1 GS501C varyantlar1 tasiyan bireylerin
periferal kan mononiikleer hiicrelerinden insan monositleri izole edilmistir. Daha sonra
bu monositler in vitro ortamda makrofajlara transistasyonu igin kiiltiire edilmistir.
Hiicrelerin artan dozlarda okside LDL ile inkiibasyonu sonrasi okside LDL diizeyleri
artikca GG genotipli makrofaj hiicrelerinde LOX-1 diizeylerinin katlanarak arttigin1 GC
genotipli hiicrelerin ise degismedigini, ancak GC ve CC genotipi tasiyan hiicrelerin
daha diisiik LOX-1 aktivitesine sahip oldugunu saptamislardir.

Yaptigimiz ¢alismada, OLR1 G501C genotiplerine ait KAH grubununun serum
SLOX-1 diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GG genotipine sahip hastalarin
serum sLOX-1 diizeylerinde anlamli derecede artis saptand1 (p< 0.001). GC ve CC
genotiplerine sahip KAH ve kontrol grublarinin sLOX-1 diizeyleri arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (p> 0.05). KAH grubu kendi arasinda genotiplerine gore sLOX-1
diizeyleri karsilastirildiginda, GG genotipine sahip hastalarm serum sLOX-1
diizeylerinin GC ve CC genotipine sahip hastalara gore daha yiiksek oldugu (p < 0.001),
GC ve CC genotiplerine sahip hastalar arasinda ise anlamli bir fark bulunmadigi
belirlendi (p= 0.960, ¢izelge 4.11).

Akut faz reaktan1 ve inflamasyon belirteci olan CRP’nin lokal adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunun arttirmasi, endotel NO biyoaktivitesinin azaltmasi,
makrofajlar tarafindan modifiye LDL alimini etkilemesi gibi bir ¢ok mekanizma
iizerinden ateroskleroz patogenezine katildigi gozlenmistir (221). Calismamizda,
KAH’larda CRP diizeylerinin kontrol grubuna gdre anlamli derecede artmis oldugunu
saptadik (¢izelge 4.3, p=0.003). Calismamizda GG genotipine sahip KAH’larinda
artmis sSLOX-1 diizeylerinin CRP indiiklii LOX-1 gene ekspresyonunun artigina (222)
bagli olabilecegini diistinmekteyiz.

Yapilan ¢aligmalarda, OLRI1 genin 501 pozisyonundaki G—C SNP’in 167.
kodonundaki lizin-asparagin (K167N) aminoasit degisimi ile sonu¢landigi belirlenmistir
(14). Bu polimorfizmin LOX-1 ligand baglama domaini olan CTRD’de lokalize
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oldugundan, okside LDL baglanmasin1 ve alimmnini ve daha sonra LOX-1 aktivitesini
bozdugu ya da azalmasi ile sonuglandigi belirlenmistir (131-134). Calisma
bulgularimiz, OLR1 gen varyantlarmm SLOX-1 diizeylerini etkileyebildigini
gozlemledik. Sonug olarak, GG genotipinin GC ve CC genotiplerine gore okside
LDL’yi baglama ve aliminda, sinyal yolagi iizerinde ve okside LDL indikli LOX-1
tizerindeki etkilerinin daha fazla oldugunu ve KAH gelisiminde etkili oldugunu
diisiinmekteyiz. LOX-1 inhibisyonunun KAH i¢in terapotik bir strateji olabilecegi
diisiincesindeyiz.

Koroner arter hastaliginin siddeti ile OLR1 genotipleri arasindaki iliskiyi
degerlendiren ¢aligmalar bulunmaktadir. Bunlardan, Ohmori ve ark.’nin (16) yaptiklari
bir ¢alisgmada, OLR1 G501C varyantlar1 ile KAH’nin siddeti arasinda ters iliski oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismaya alinan 587 hasta koroner anjiyografi sonuglarina goére
major koroner arterlerin herhangi birinde <%25 darlig1 olan 128 bireyi normal/minimal
darlik olan grup, %26-50 darligi olan 39 kisiyi orta darlik olan grup ve darligi1 >% 50
yiiksek olan 419 kisiyi ciddi kritik darligi olan grup olarak ti¢ alt gruba ayrilmistir.
OLRI1 gen varyantlarina sahip ciddi darlig1 olan hastalarin normal/mininal darlig1 olan
bireylere gore daha az (%36 ve 49) oldugunu ve istatistiksel olarak bu farkin anlamh
oldugunu belirlemislerdir (p< 0.025). Ayni1 ¢alismada kritik darligi bulunan hastalari
damar tikanikligma gore tek, iki ve U¢ damar tikanikligi olarak alt gruplara
ayrrmuslardir. Tek, iki ve ti¢ damari tikali olan hastalarda OLR1 varyant genotiplerinin
goriilme sikliklarini sirast ile %39, 35 ve 32 olarak saptamislardir. OLR1 G501C
varyanta sahip hasta yiizdesi azaldik¢a KAH siddetinin arttigini belirlemislerdir.

Trabetti ve ark. (215) GG genotipine sahip 3 damar tikaniklig1 olan KAH’larmin
tek ya da iki damar tikaniklig1 olan hastalara gére anlamli derecede yiiksek oldugunu
belirlemislerdir (p=0.045).

Calismamizda, KAH grubunda tek ve ¢oklu damar tikanikligi olan hastalarda
GG genotipinin GC+CC genotipine gore daha yiiksek oranda oldugu saptandi (p< 0.01,
cizelge 4.12). Ayn1 zamanda 3 damar ve istii tikali olan bireylerinin ¢ogunun KAH
agisindan riskli GG genotipine sahip oldugu belirlendi. Caligma bulgularimizin, yapilan
calismalarla uyumlu oldugu gézlendi. GG genotipine sahip hastalarim KAH siddetini

arttirdig: diistincesindeyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizin sonucunda;
v Caligmaya katilan KAH ve kontrol grubunda erkek olma, hipertansiyon, sigara

kullanim1 ve diyabet gibi KAH i¢in risk faktorleri degerlendirilmesinde, bu
faktorlerin KAH gelisimi i¢in, erkek cinsiyetin 4.7, diyabetin 2.55,
hipertansiyonun 2.3 ve sigaranin 2.82 kat risk olusturdugu saptandi.

v' AKS, okside LDL ve sLOX-1 diizeyleri, KAH grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu.

v" KAH grubunda sLOX-1 diizeyleri ile okside LDL diizeyleri arasinda giiglii bir
pozitif korelasyon saptandi.

v" KAH grubunda statin kullanimin sLOX-1 diizeyleri iizerine etkisinin olmadigi
saptandi.

v' KAH tanisina gére SAP, USAP ve akut Ml olarak ti¢ alt grubu ayirdigimiz bu
calismada SAP, USAP ve akut MI tanisi alan hastalar arasinda sLOX-1
diizeylerinde anlamli derecede bir fark bulurken, okside LDL diizeyleri
acisindan anlamli bir fark saptanmadi.

v' sLOX-1 ve okside LDL diizeyleri ile KAH grubunda tikali damar sayisi
arasindaki iliski degerlendirilmesinde, SLOX-1 diizeylerinin tikali damar
sayisina gore artis oldugu gozlendi. 2 damar tikali hastalarm SLOX-1
diizeylerinin 1 damar1 tikal1 hastalara gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamli olmadigi, ayn1 zamanda 3 damar ve istii tikali olan hastalarda
SLOX-1 diizeylerinin 2 damar tikali hastalara gore yiiksek olmasina ragmen
farkin anlamli olmadig: saptandi. Sadece 3 damar ve iistii tikali olan hastalar ile
1 damar1 tikali hastalar arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptandi. Okside
LDL ve tikali damar sayis1 arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi.

v" Bu ¢alismada GG, GC ve CC ii¢ farkli genotip belirlendi. KAH ve kontrol
grubunda sadece 2 tane CC genotipi belirlendi.

v" GG genotipi ve G alleli tagtyan bireylerin KAH yakalanma riskine sahip oldugu
(GG genotipi i¢in 3.42 ve G alleli i¢in ise 2.69) belirlendi.

v OLR1 G501 varyantlar1 olan GC+CC genotiplerine gére GG genotipinin
yaklasik 3.1 kat KAH i¢in risk olusturdugu saptand:.
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v" GC ve CC genotiplerinin ve C allelin KAH i¢in koruyucu etkiye sahip oldugu
belirlendi.

v" KAH’larmin GG ve GC+CC genotiplerine gore yas, VKI, AKS ve lipit profilleri
karsilastirildi. GG ve GC+CC genotipleri ile yas, AKS, VKI ve lipit profilleri
cinsiyet, diyabet, hipertansiyon ve sigara kullanimi arasinda anlamli bir fark
saptanmadi.

v" OLR1 G501C genotiplerine ait KAH grubu serum sLOX-1 diizeyleri kontrol
grubu ile karsilatirildiginda, GG genotiplilerin serum sLOX-1 diizeylerinde
anlamli derecede artig saptandi. GC ve CC genotiplerinin sSLOX-1 diizeyleri
arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

v’ Hasta grubunda GG genotipine sahip bireylerin serum sLOX-1 diizeyleri GC ve
CC genotiplerine sahip bireylere gore daha yiiksek oldugu, GC ve CC
genotipine sahip bireylerin sSLOX-1 diizeyleri arasinda ise anlamli bir fark
olmadig belirlendi.

v' KAH grubunda tek ve ¢oklu damar tikaniklig1 olan hastalarda GG genotipinin
GC +CC genotiplerine gore daha yiiksek oranda oldugu gozlemdi. GG
genotipinin goriilme sikhig1 ile KAH siddeti arasinda iliski oldugu saptandi.

v" OLR1 G501C genotipleri KAH larin tanilarma gore incelendiginde, SAP, USAP
ve akut MI tanis1 alan gruplarin GG ve GC+CC genotipleri arasinda anlamli bir
fark saptanmadi.

Yukarida siraladigimiz sonuglar dogrultusunda, OLR GC ve CC genotiplerinin
KAH agisindan korucuyucu iken, GG genotipinin KAH i¢in genetik risk faktorii olarak
degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistur.

Calismamiz kapsaminda bu iliskinin ortaya konmas1t KAH genetik alt yapisinin
aydmlatilmasina 1g1k tutacak, KAH’m erken teshis edilmesine ve tedavisinde yeni
yaklagimlar olusturulmasma katkida bulunacaktir. Genetik yatkmligi olan hastalarin
erken teshis edilmesi, alinacak onlemler ile koroner arter hastaligmin sebep oldugu
mortalite ve morbiditenin azaltilmas1 a¢isindan 6nemlidir.

Yeni bir calismada, daha ileri ve daha genis ¢alisma grubu ile KAH hastalarinda
OLR1 G501C prevalanst saptanarak KAH gelisiminde major risk olusturup

Olusturmadig: belirlenebilir.
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