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OZET

KORONER ARTER HASTALIGI RISKi ILE PARAOXONASE (PON1)
GENINDE LEU-MET (55) VE GLN-ARG (192) POLIMORFiZMLERI
ARASINDAKI iLISKININ ARASTIRILMASI

Bio. Pinar TASKIRAN
Celal Bayar Universitesi, Tip Fakuitesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD. Manisa,
TURKIYE.

Amaglar: Paraoksonaz (PON1), lipit peroksitleri hidroliz eden yuksek dansiteli
lipoproteine baglh bir esterazdir. PON1, LDL'nin oksidatif modifikasyonuna karsi
koruyucu bir faktér olarak dikkat cekmekte olup aterosklerotik suregleri
o6nlemede énemli bir rol oynamaktadir. Bununla ilgili olarak iki polimorfizm
yaygin bir sekilde caligiimistir. 55. kodonda I6sin (L aleli) yerine metiyonin (M
aleli) gecmesi ve 192. kodonda glutamin (Q aleli) yerine arjinin (R aleli)
gecmesidir.
Gereg ve Yontemler: Bu ¢alismada 120 hasta ve 102 kontrolde bu iki amino
asit degisikligini incelendi. Genotipler polimeraz zincir reakiyonu ve Alw | ile Nla
Il enzimleri kullanilarak restriksiyon haritalamas: ile belirlendi.
Sonuglar: Hastalarnn 67 (% 55.8), 48 (% 40.0) ve 5 (% 4.2) tanesi sirasiyla
Q/Q, Q/R ve R/R genotiplerine; kontrollerin ise 8 (% 6.8), 56 (% 46.6) and 56 (%
46.6) tanesi sirasiyla M/M, M/L ve L/L genotiplerine sahipti. Sigara,
hipertansiyon, diabetes mellitus, aile dykas(, sismanhk, plazma LDL ve total
kolesterol duzeyleri, koroner arter hastaliyi (KAH) igin énemli birer risk
faktdriydu.

Bu calismada, PON1 M/L 55 polimorfizmi ile KAH arasinda bir iligki
oldugu ve Q/R192 polimorfizminin toplumumuzda KAH’a yatkinlik saglamada
bir risk faktéra olmadigini bulduk.

Anahtar Kelimeler: Ateroskieroz, Paraoksonaz , Gen, polimorfizm




ABSTRACT

RELATIONSHIP OF LEU-MET (55) AND GLN-ARG (192) POLYMORPHISMS
OF THE PARAOXONASE 1(PON1) GENE AND CORONARY ARTERY
DISEASE RISK

Bio. Pinar TASKIRAN
Dept. of Medical Biology and Genetics, Faculty of Medicine, Celal Bayar
University, Manisa, TURKEY.

Objectives: Paraoxonase (PON1) is a High-Density Lipoprotein (HDL)-
associated esterase that hydrolyses lipo-peroxides. PON1 has attracted
attention as a protective factor against oxidative modification of LDL and may
therefore play an important role in the prevention of the atherosclerotic process.
Two polymorphisms have been extensively studied: a Leucine (L allele) to
Methionine (M allele) substitution at codon 55, and a Glutamine (A allele) to
Arginine (B allele) substitution at codon 192.
Methods: We have examined these two amino acidic changes in 120 patietns
and 102 controls. Genotypes were determined by polymerase chain reaction
(PCR) and restriction mapping with Alw | and Nla Il enzymes.
Results: A total of 67 (% 55.8), 48 (% 40.0) and 5 (% 4.2) patient subjects had
Q/Q, Q/R and RIR genotypes, and 8 (% 6.8), 56 (% 46.6) and 56 (% 46.6)
control subjects had M/M, M/L and L/L genotypes respectively. Smoking,
hypertension, diabetes mellitus, family history, body mass index, plasma levels
of LDL and total cholesterol were significantly important risk factors for
coronary artery disease (CAD).

In this study, we found that the M/L55 polymorphism of PON1 are
associated with CAD, and the Q/R192 polymorphism is not a major risk factor in
susceptibility to CAD in the our population.

Key Words: Atherosclerosis, Paraoxonase, Gene, Polymorphism.
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1. GIRIS

Paraoksonaz (PON1) enzimi yiksek dansiteli lipoproteinlerde (11DL)
bulunan ve kalsiyuma bagimh bir ester hidrolazdir. Oraganofosfatlarin ve sinir
gazlarinin toksik metabolitlerinin hidrolizini katalizler. PON7in enzir atik
aktivitesi bireysel farkliliklar gosterdiginden bu kimyasal ajanlara maruz k ilan
kisilerde degisik belirtiler ortaya g¢ikar. PON aktivitesindeki degisimler bu er zimi
kodlayan gen bolgesindeki polimorfizmler nedeniyledir. PON1 dugik dan siteli
lipoproteinlerde (LDL) lipid oksidasyon udrunlerinin birikimini ve koles erol
transportuna etki ederek periferik dokularda kolesterol birikimini 6nler. Bu
Ozellikleri nedeniyle PON1 geninin, oncelikle koroner arter hastaligi (KAH)
olmak tzere kardiyovaskiler hastaliklarin patogenezinde roli oldugu ileri
surbimektedir.

PON1 proteininin iki polimorfik bolgesinde olusan amino asid degisiklikleri
nedeniyle serum PON1 aktivitesi etkilenmektedir. Bu bolgelerden 55. kodonda
Leu — Met, 192. kodonda ise GIn — Arg degisimi meydana gelmektedir.

Ulkemizde bu konuda yapilan bir calismada GIn192Arg polimorfizmi ve
KAH ile iliskisi incelenmis olup negatif bir korelasyon bulunmustur. S6z konusu
calismada arastiricilaninda belirttigi gibi daha biyok gruplarla ve. Leu55Met
polimorfizmininde eklendigi yeni aragtirmalara gerek vardir. Bu caligma,
tlkemizdeki, KAH'larinda PON1 Leu55Met ve Gin192Arg polimorfizminin rolind
incelemek ve bu konudaki ulusal bilgi birikimimize katkida bulunmak amaciyla
planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koroner Arter Hastalig:

2.1.1. Klinik Ozellikler

Koroner arter hastali§i (KAH), endustrilesmis toplumlarin birgogunda
6lum nedenlerinin basinda gelmektedir. Diinya Saglik Orguti’nin hesaplarina
gére KAH 2005 yilinda hemen hemen tum diinya tlkelerinde bir numarali 6lum
nedeni olacaktir. Geligmis bati Ulkelerinde 6lumlerin en az yarisi kalp damar
hastaliklarina ve bunlarin 3/4'4 de aterosklerotik KAH'na baghdir. Ateroskleroz
belli bir genetik altyapi ve riske sahip kisilerde ¢evresel risk faktérlerinin etkisiyle
ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Aterosklerotik bir hastaliktan sonra ortaya ciddi
sorunlar ¢ikmakta ve kisinin yasam sidresi ve kalitesi ciddi bir gekilde
etkilenmektedir. Amerika’da her yil 600.000 kisi iskemik kalp hastaligindan
dolay! 6lmektedir. KAH'nin gorilme sikhgi erkeklerde kadinlardan daha fazladir
4:1. Kirk yasindan énce KAH gérilme orani 8:1; 40-60 yag arasinda 1:1’dir.
Erkeklerde en ¢ok 50-60, kadinlarda ise 60-70 yas gruplarn arasinda KAHna
rastlanmaktadir.

lleri yasta KAH, gelismis bati Ulkelerinde &Slimin en sik nedenidir.
Ulkemizde de durum artik farkli degildir. Turkiye genelinde eriskinlerde kalp
hastaligi sikhid: %6.7 olarak bulunmustur. Karadeniz ve Marmara bdlgelerinde
en yuUksek oranlardadir. Erigkinlerde kalp hastaligi turlerinin Ulkemiz igin
dagihmi séyledir:

Koroner Kalp Hastaligi %3,8
Hipertansif Kalp Hastaligi %2,2
Romatizmal Kalp Hastaligi %0,5'dir.

Erigkinlerde KAH'nin 40 yasindan énce sikhigi %2 veya altinda iken, 40-49
yas grubundaki erkeklerde %3, 50-59 yas grubundaki kadin ve erkeklerde ise
ayni oranda yani %8 sikliginda gérulmektedir. 60 yas Ustinde her iki cins igin
oran %12 dolaylarindadir. KKH'nin kirsal-kentsel kesim araligindaki oransal
farkhihga bakildiginda istatistiki anlam bulunmamaklia beraber, sehirierde %15
daha sik kaydedilmigtir. Bu veriler Tark Kardiyoloji Demegi'nin énculiginde



yapilan genis kapsamli TEKHARF (Turk Erigkinlerinde Kalp Sagligi, Risk Profili
ve Kalp Hastahi§) caligmasinin bulgularidir (1).

Koroner arterlerde meydana gelen daralma ve tikanikhiklar sonucunda bu
damarlarin besledigi kalp adalesinde kalici veya geri dondurulebilir hasar
meydana gelir. Gunumizde koroner arterlerde en sik goralen hastalik,
atheroskleroz sonrasinda gelisen iskemik kalp hastaligidir.

Atherosklerotik tutulmanin en sik yerlestigi bélge sag koroner arterin akut
margin ile posterior descending dallari arasinda kalan bélumduar (Crux). ikinci
siklikta LAD’nin proximal yarisina yerlesir. Hastai@in Ggtnci sikiikta yerlestigi
yer sad koroner arterin cikisi ile marginal dall arasindaki segmenttir.
Atherosklerotik lezyonlar karakteristik olarak ¢ok sayidadir ve gogunlukla birden
fazla arterde yerlesir (2).

Koroner hastaliklart ve bunun sonucunda myokardial beslenme

bozukluklarina siklikla sebep olan patolojiler su sekilde siralanabilir:

1-Atheroskieroz (%99)

2-Arteritler (Sistemik lupus eritematozus, Pan arteritis nodoza, Takayasu vb.)
3-Embolizm

4- Koroner mural kalinlasma (Amiloidoz, radyasyon)

5- Koroner daralmasinin diger sebepleri (spasm, aort diseksiyonu)
6-Konjenital koroner arter hastaliklan (Arteriovenoz fistuller, koroner arter gikis

anomalileri)

Koroner kalp hastahi§i, koroner arter hastahdi, koroner yetmezligi veya
iskemik kalp hastaii§i terimleri aslinda ayni hastaliqin farkli adlandir. Bu
hastalikta, kalbimizi besleyen koroner damarlar adini verdigimiz damarlarin
kenarlarinda ice dogru kalinlagan ve damari daraltan yag birikmesi
(ateroskleroz) sureci vardir. Bu damar sertligi veya ateroskieroz adint verdigimiz
yag birikimi sonucunda damarlarda daralma ve damardan gecen kan akiminda
azalma olur. KAH, kronik ve ilerleyici bir hastaliktir ve émir boyu tedavisi
gerekmektedir. En énemli nokta dzeltilebilir risk faktérlerinin kontrol altina
alinmasi ve hastanin yasam tarzini buna gére duzenlemesidir. KAH'nin en

6nemli ve hayati tehdit edebilen sonucu miyokard enfarkttsudur. Yapilan tim



ilag tedavileri, cerrahi tedavi (koroner bypass) ve balon ile genigletme tedavisi
hastanin miyokard enfarktusti gegirmesini 6nlemeye ve hastanin anjina pektoris
ataklar gegirmeden kaliteli bir yasam surmesine yoéneliktir. Yapilan cesgitli
calismalarda KAH'da ailesel yatklnhk tespit edilmistir. Ailesinde en az bir kigide
yUksek lipit duzeyi, hipertansiyon, erken KAH baglangict veya KAH olan aile
bireyleri koroner arter hastasi olma agisindan daha yiksek risk tagimaktadir.

2.1.2. Risk Faktorleri

Yapilan bircok goézleme dayanan c¢alismanin sonucunda, KAHnin
temelinde yatan ateroskleroz gelisimi igin gesitli risk faktdrleri tanimlanmistir.
Klasik (majoér) risk fakidrleri arasinda hastanin yasi ve cinsiyeti, sigara igimi,
hiperkolesterolemi varligi (total kolesterol ve LDL yuksekligi), HDL duasuklagu,
allede erken yasta KAH o&ykusu olmasi, hastanin KAH gegirmis olmasi
sayilabilir. Minér risk faktérieri ise obezite, fizik aktivite azlidi, hipertrigliseridemi,
aterojenik (hayvansal ve doymus yag, kolesterol ve kaloriden zengin) beslenme,

stresli kigilik yapist, asiri alkol tiketimi ve ostrojen eksikligidir.

KAH gelisimi icin klasiklesmis risk faktorlerinin yani sira son zamanlarda
bazi yeni risk faktdrlerinin de saptandig: gérulmektedir:

a. Hiperhomosisteinemi: Ateroskierotik damar hastaligi icin plazma
homosistein de@erinin 151 mol/L Gzerinde olmasinin badmsiz risk faktéri
oldugu cesitli calismalarda gésterilmistir. Homosisteinin KAH riskini, endotel ve
antikoagulan aktivite Gzerine olumsuz etkileri yoluyla yaptigi dastntimektedir.
Aclik plazma homosistein diuzeyi 100u mol/L Gzerinde olan agir tipinin en sik
nedeni sistation-b-sentaz enziminin homozigot eksikligidir ve mental
retardasyon, ektopik lens, iskelet anormallikleri, prematur vaskuler hastaliklar ve
tromboembolizm ile karakterize klasik homosistintri klinik tablosu gelisir.
Yetersiz B12, B6 ve fosfat alimi genel toplumda tesbit edilen homosistein
yUksekliginin %67’sinden sorumludur. Diyete B12 ve fosfat eklenmesiyle
homosistein duzeyini dusirmenin mamkdn oldugu bazi ¢aligsmalarda gosterilmis
olmasina ragmen bdyle bir girisimin KAH morttalite ve morbiditesini ne olclide



etkileyecedi konusu ancak surmekte olan calismalar sonuglaninca ortaya
citkacaktir (4,5).

b. Kronik Chlamydia pneumonia Infeksiyonu: Cesitli arastirmalarda
Chlamydia pneumonia basta olmak Uzere CMV v.s. gibi bazi infeksiyon
ajanlarimin  olusturdugu kronik infeksiyonlarin erken ateroskleroz icin risk
olugturduguna dair bazi bulgular elde edilmistir. C. pneumonia’ye karsi olugan
antikorlarin kana karigmasi ve koroner arter duvarinda depolanmasi sonucunda
lokal inflamasyonun ortaya c¢iktigi ve arter duvarinda da prokoagulan etkinin
artmasiyla aterosklerozun bagladigi ileri suruimustur. KAH da C. pneumonia
varhginin saghikh kigilere gére anlamlt oranda ylksek bulundugu cesitli
caligmalar ile tespit edilmistir. Ancak bu hastalara rutin olarak antiklamidyal
tedavi baglayabilmek i¢in elimizde hentiz somut bir kanit bulunmamaktadir (6).

c. Trombojenik Faktorier: Fizyolojik ve deneysel arastirmalardan elde edilen
bilgiler akut koroner olaylara neden olan zincirde trombis olugsumunun cok

6nemli oldugunu géstermistir (7,8).

d. Lipoprotein (a): Artmis Lp(a) duzeyi ile birlikte, artrug LDL dizeyleri de
bulunuyorsa, KAH icin risk olusturmaktadir. Lipoprotein(a), LDL'ye benzer.
Apo(a) denilen apoproteinle baglanir. Apo(a) plazminojene benzer yapidadrr.
Fibrin pihtisinin erimesinde énemli bir plazma proteinidir. Lp(a)nn 30 mg/d!
Gzerinde olmasi durumunda, plazminojenin trombolitik aktivitesini inhibe
etmekte ve KAH icin risk olusturmaktadir (9).



2.2. Ateroskleroz

Ateroskleroz; gesitli organlara, kan akisinin bozulmasina yol agan bir hastalik
surecidir. Lipit birikimi ve hiicrenin buna reaksiyonu arter limeninin

daralmasina, hiicrelere daha az oksijen gitmesine yol agar (10).

2.2.1. Aterosklerozun Klinik Sonugclari

Kalbi besleyen koroner damarlarda damarin i¢ ¢apinda %50'den fazla
daralma olursa, damarin besledigi alan yeterli kan ve dolayisiyla oksijen alamaz
(Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Koroner arter damarinda daralma

Sonugta doktorlarin angina adini verdigi gégus agrilarn baslar. Angina
kalbin yeterli kan ve oksijen alamadigini gésteren bir uyar alarmidir. Géguste
basing, agirlik hissi, yanma, sizlama ya da kola, boyuna ve geneye vuran,
bazen karnin st kismina yayilan bir rahatsizlik hissi seklindedir. Bazen bunlar
ile birlikte nefes darligi da olabilir. Bazen de plak adini verdigimiz yag
birikintilerinin tizerinde pihtilasma olabilir. Bu durumda da damarlarda aniden
tikanma ve infarktiis dedigimiz, belirtileri esas olarak anginaya benzese bile
ondan cok daha siddetli olan kalp krizi (miyokart infarktisti) yani, tikanan
koroner damarin besledigi kalp kasi hiicrelerinde 6liim olay: ortaya cikar (11)
(Sekil 2.2.).



Sag koroner
/ ag

Sol koroner arter

arter

Koroner arterde daralma

Kan damarinda daralma

Normal kan damarn

Damardan kan akiginda
zorlanma

Normal kan akist

Sekil 2.2. Koroner arter damarlarinda daralma ve kan akiginin azalmasi



inme, beyin dokusunu besleyen atar damarlarda meydana gelen bir
tikanma sonucunda, dolagimin durmasi ile o bélgede beyin dokusunun
beslenememesi sonucunda meydana gelir. Bati Ulkelerinde 6lum sebepleri
arasinda Uglnci sirayl almakta olan inme, kalp ve damar sistemi hastaliklarina
bagl 6lum sebeplerinde, kalp infarktustnden sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Beyine giden kan akiginin bozulmasi gegici iskemik ataklara veya felce neden
olabilir. Ote yandan, ilio-femoral arterlerdeki aterosklerotik lezyonlar bacaklara
giden kan miktarini azaltir, kesintili yurimeye yol agar (10) Ateroskleroz ve

klinik sonuglari tablo 2.1.’de belirtilmistir.

Tablo 2.1. Ateroskleroz ve klinik sonuglari (11)

Ateroskleroz = Gesitli dokulara kan akiginin engellenmesi

Koroner Ateroskleroz

e Anjina

e Miyokard infarktusu

Serebrovaskuler Ateroskleroz

e Gegici iskemi ataklari

o Kalp krizi

Periferal Vaskuler Ateroskleroz

e Entermitan kladikasyon

2.2.2. Aterogenezde Rol Alan Hiicreler

Aterogenezin nasil gelistigini anlamak icin, arter duvarinin 6égeleri ile arter
disindan gelen uyarilarin (stimuluslarin) birbirini nasil etkiledikleri incelenmelidir.
a. Endotel Hiicresi: Endotel hicreleri butun arterlerin i¢ ylzeylerini kapsar (10)

Bu htcrelerin énemli fonksiyonlari tablo 2.2’de verilmistir (12).



Tablo 2.2 Endotel Hucrelerinin Fonksiyonlari

% Prostasiklin tretimi (PGly)

< Mitojen Uretimi

< Plazminojen sekresyonu

<+ Endotelin olusumu

<+ ACE sekresyonu

% EDREF (nitrik oksidin kaikurtlt formu) olugumu

% Vaskuler adhezyon molekul olusumu

Endotel hucreleri arasindaki baglar, normalde albuminden daha buyuk
molekdllerin gegisine izin vermeyecek kadar sikidir. Endotel zedelendigi zaman
bariyer 6zelliginin kayboldugu ve lipoproteinlerin subendotelyuma gegisinin
hizlandigi éne suralmustur (Tablo 2.3.). Aterosklerozun gelisimini hizlandiran
esas basamagin serbest lipoprotein girisi degil, bundan sonra gelisen olaylar

oldugu calismalarda gésterilmistir (13).

Tablo 2.3. Endotelyal disfonksiyonu olusturabilen faktérler

« Hiperkolesterolemi

< Aktif ve pasif sigara icimi
+ Hipertansiyon

% Yagdan zengin diyet

% Fiziki inaktivite

% Obezite

< llerlemis yas

< Erkek cinsiyet

< Aile 6ykusu ve prematir KAH 6ykusu
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Endotel, kan hucrelerinin (lipoproteinler dahil) arter duvarina girisini
kontrol eder ve trombozu onler (ylzeyi antitrombotiktir). Ayrica, arter
duvarindaki diger hucreleri etkileyen cesitli buytme faktorlerini ve sitokinleri
uretir (10). Zedelenmis endotel, asir miktarda kemotaktik faktérleri (PDGF gibi)
salgilar. Bu faktérlerde monosit ve duz kas hucreleri gibi aterogenezde yer alan

hucreler igin atraktif gérev yaparlar.

b. Diiz Kas Hiicreleri (DKH): Normal kan damarlarinda DKH’leri media
tabakasinda bulunan tek hucre tipidir (14). Arter duvarinin asil kitlesini
olustururlar. Bunlar, hicreleri cevreleyen matriksi Uretirler (10). Aterogenezde,
yer alan temel mekanizma, intima i¢inde duz kas hucrelerinin proliferasyonudur
(12). Aterosklerotik plagin gelisimi sirasinda medyadan intimaya gegen bu
hucreler lezyonun fibroproliferatif surecinde yer alirlar. Bu bakimdan DKH'nin
intimada birikmesi, lezyon gdstergesi olarak kabul edilir. DKH’leri makrofajlar
gibi lipoproteinleri fagosite edip kolesterol esterleri seklinde depolayarak
“kopiik hiicrelerini” (ateroskleroza 6zgu lipit yuklu hucreler) olusturur (14).

DKH'leri ayrica gesitli buyume faktorlerini ve sitokinleri Uretir.

c. Makrofajlar: Dolagimdaki monositlerden tureyen fagositik hucrelerdir.
Aterosklerotik plakta bol miktarda bulunurlar. Monositi kandan intimaya g¢eken
gug, okside LDL partiklllerinin - uyaricihigiyla olusan bazi kemotaktik
maddelerdir. Bu hucreler okside olmus LDL (oks LDL) olmak uzere
lipoproteinleri igine alarak temizleyici gibi davranir (14). Endotel hucreleri
tarafindan baslatilan LDL partikullerinin oksidasyonunu makrofajlar tamamlar.
Bu oksidasyon sonucunda lipoprotein partiktlunin Uzerindeki apo-B proteini,
“scavenger” (copgl) reseptorler tarafindan taninacak hale dénusur.
Makrofajlar scavenger reseptorleri araciligi ile okside LDL'yi fagoside edip
parcalarlar. Olusan kolesterol bilesikleri, kolesterol esterleri seklinde depolanir.
Ancak hucrenin kolesterol yuklemesiyle, scavenger reseptérierde bir down
regulasyon olmadigindan, depolanma isi hucrenin 6lumune dek surer. Lipit

damlaciklariyla dolan makrofajjar “képiik hiicrelerine” dénusur (10).
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d. Trombositler: Aterogenezin hemen her asamasinda lezyon Uzerinde
trombosit kameleri gorulebilir. Trombositlerin asil etkisi, aterosklerozun erken
evrelerinde degil, ilerlemis lezyonun tehlikeli bir komplikasyonu olan trombls

olusumundadir (14).

e. Lenfositler: Arter duvarina girip, duz kas gelisimini ve makrofaj aktivitesini

duzenleyen bir dizi faktor retirler (10).

2.2.3. Ateroskleroz Patogenezinde Rol Alan Diger Faktérier

a. Adezyon Molekiiller: Disfonksiyon, endotel hicrelerinin yuzeyinde daha gok
adezyon molekillerinin belirmesine neden olur (up-regulasyon). “Vascular cell
adhesion molecule-1” (VCAM-1) ve “intercelluler adhesion molecule-1” (ICAM-
1) gibi molekdller l6kositlerin endotel hiicresine kolayca tutuimasina neden olur.
insanda hentiz kanitlanamasa bile inflamasyon hucrelerinin (6zellikle
monosit ve T-lenfositlerin) endotele tutulup daha sonra da endotel bariyerini
asmasi aterosklerozu baslatan olaylardan biri olarak kabul edilir (15).
integrinler, glikoprotein yapisindadir. Hugcrelerin birbirlerine  yada
cevrelerindeki yapilara tutulmasini saglar. Plak komplikasyonu sonucunda
aktive olan trombositlerin endotel hucrelerine ve endotel alti yapilara
tutunmasinda rol oynayan GP lIb/llla reseptorleri integrin yapisindadir (16).

Selektinler, diger adezyon molekullerinin aksine, proteinler yerine,
karbonhidrat ve glikopeptidlere baglanirlar. Endotel hicresinde bulunan E-
selektin, I6kositlerin bu hucrelere tutunmasini ve oradan da subendotelyuma
gecisini saglar (16).

Sitokinler, Aterom plagin komplike olmasinda sitokinlerin rolt oldugu
bilinmektedir. interlékin-18 (IL-1 B) ve tumér nekrozis faktor-a (TNF- a) gibi
sitokinler endotel hiicresinde VCAM-1 geninin transkripsiyonuna neden olarak
aterosklerotik plagin olusumuna yol agarlar (15).

b. Biiylime faktorleri:




“Platelet-derived growth factor” (PDGF): Trombositlerin a granulleri
icerisinde depolanan gok guglu bir mitojendir. Diz kas hicre reseptérlerine
baglanan PDGF, hucre siklusunu uyararak DNA yapimina neden olur. Bunun
sonucuda hucrelerin bolunip cogalmasidir. PDGF, diz kas hicrelerinin
pinositoz yapmasini, protein ve RNA sentezini uyarir. Yani bu mitojenle
karsilasan duz kas hucreleri, hem prolifere olur hem de bag dokusu sentezini

arttirir.

“Fibroblast growth factor” (FGF): Endotel hucreleri, duz kas hucreleri,
makrofajlar yaralandiklari zaman icerdikleri FGF'yi salgilarlar. Aciga ¢ikan FGF,
gerek duz kas hucrelerinin gerekse endotel hcrelerinin prolifere olmasini

uyarir.

“Transforming growth factor B” (TGF-B): Endotel hiicreleri ve makrofajlardan
salgilanir. Dustk dozlarda duz kas hucrelerinin sekresyon ve proliferasyonunu

uyarir. Yuksek dozlarda ise gugli bir hiicre proliferasyon inhibitéradur (3).

2.2.4. Aterosklerozun Geligimi

2.2.4.1. Normal Arter Duvar: 3 tabakadan meydana gelir. Lumeni gevreleyen
tabaka intima'dir. Tek sira biciminde dizilmis endotel hucreleri, bunlari
destekleyen subendotelyal matriks ve bazal membran intimayi olusturur. Diger
memelilerden farkli olarak insan intimasinda az sayida duz kas hucresi
bulunmaktadir. Orta tabakaya medya'dir. Damarin en kalin tabakasidir.
Kollajen, elastik lifler ve glikozamingolikanlardan meydana gelir. Esas
fonksiyonu, damar duvarinda kontraksiyon-dilatasyon meydana getirerek, kan
akiminin duzenlenmesini saglamaktir (10) En dis tabaka adventisya’ dir.
Gevsek bag dokusundadir. Boyuna dizilmis kollajen liflerden ve sinir uglarindan
meydana gelir (12,17) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Normal Arter Duvari (10)

Halk arasinda damar sertligi olarak bilinen “ateroskleroz”, atar damarlarin
esnekligini  kaybedip kalinlasmasi ile olusan bir damar hastaligidir.
Atardamarlar, viicudun canliligini devam ettirmesi igin sart olan kani organlara
tasirlar. Damarda bazi faktérlerin etkisiyle en icteki tabaka tahrip olur ve bu
tahrip olan bélgeye kandaki kolesterol, pihtilasma faktérleri...vb maddeler
birikmeye baslar. Kolesterolin damar duvarinda birikmesi ile damar kalinlasir,
damar ig hacmi daralir ve kan gegisi azalir (Sekil 2.4.).

Normal
arter duvari afeE
duvarmda
yaglanma
Yag tabakalar arterde
arter duvarini kaplar kan akist
azalr

Sekil 2.4. Normal arter duvari ve ateroskleroza ugramis arter duvari
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2.2.4.2. Yag Birikintileri

Birgok insanin ana arterlerinde yag birikintileri yaygin olarak bulunur. Yag
birikintileri arterlerin i¢ ytzinde gorulen duz, sarimsi olusumlardir. Yag
birikimlerinin gelisiminde ilk asamalardan biri, kan monositlerinin endotel
hiicrelerine yapismasi ve monositlerin hicrelerin arasindan intima tabakasina
gé¢ etmeleridir. Monositler arter duvari icinde makrofajlara donusurler. intima
icindeki makrofajlar lipit biriktirerek kopuk htcreleri halini alirlar (10) (Sekil 2.5.
a-b-c).

Monositlerin yapismasi — arter duvarina girmeleri — makrofaj haline

dénusmeleri — kolesterol biriktirmeleri

Sekil 2.5.a. Normal Arter Duvari

Sekil 2.5.b. Endotel hticrelerinin zedelenmesi, monositlerin yapismasi



Sekil 2.5.c. Yag birikintisi (Lipoproteinlerden kolesterol alinimi, makrofaj —
kopuk htcreleri)

2.2.4.3 Proliferatif lezyon evresi:

Daha ¢ok sayida lipit dolu makrofaj birikir. DKH'leri mediadan intimaya
goéc eder. DKH'leri matriks maddesi salgilar ve hicre igine lipit biriktirebilirler.
Endotel hiicreleri, duz kas hucreleri ve makrofajlardan ayarlayici etkenlerin
serbest birakilmasiyla cesitli hiicresel elementler arasinda dinamik bir etkilesim
oldugu varsayilmaktadir (10) (Sekil2.6).

Sekil 2.6. Proliferatif Lezyon (Kolesterol birikiminde artma, diz kas hucre
proliferasyonu, kollajen ve elastin artist)
2.2.4.4. Aterom lezyon:

Kolesterol makrofajlarda, DKH'leri ve ekstraselUler matrikste birikmeye
devam eder. intraseluler lipitler hiicrede toksin etki gosterir, hiicre 6lumune yol



acar. Bunun sonucunda hiicre pargalanir ve lipitler aciga cikar. Bu hicre
artiklarini ortadan kaldirmak igin lezyona daha fazla makrofaj girer ve bunun
sonucunda daha gok sayida lipit yuklt képuk hicresi olusur. Burada kalsiyum
birikebilir. Endotel hiicrelerinin kaybi ve hticre yikintilarinin kan dolasimin acik
duruma gelmesiyle bu tehlikeli kompleks lezyon Ulserlesebilir. Bu da bélgeye
trombositlerin yapismasina, fibrin birikimine ve trombus olusumuna yol agar.

Trombus arteri ciddi sekilde tikayabilir ya da olusan pihtinin bir pargasi yerinden

koparak lezyondan uzaktaki bir damari tikayabilir (10) (Sekil 2.7 .a-b).

Arter duvarinda yirtilma

| Makrofai hiicreleri |

Kolesterol tortulart l

Fritrositler

3 l Makrofai kaniik hiicreleri l

S [ves o |

Pl

Sekil 2.7.b. Deforme olmus arter duvari



17

2.2.5. Ateroskleroza Neden Olan Risk Faktorleri

Kesin ve belirli bir etiyolojisi olmamakla birlikte gesitli faktérlerin
ateroskleroz etiyolojisinde roli  oldugu bilinmektedir. Bunlarin baginda;
enfeksiyon ajanlari  (Chlamydia pneumoniae gibi), genetik ozellikler
(homosistinemi, ACE genotipi gibi), hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi, tutin
kullanimi, sismanlik, ve kisilik yapisi gibi etmenler gelmektedir.

Aterosklerozun gelismesine 6nculuk eden risk faktorlerini iki ana alt
baslikta toplamak mumkundur:

1. Degistirilemeyen Risk Faktorleri
a. Yas ve Cinsiyet
b. Aile Oykusu

2. Kontrol Edilebilir Risk Faktorleri
a. Sigara

Alkol

Hiperkolesterolemi

Hipertansiyon

Obesite

Stres

Diyabet

@ o oo o

2.2.5.1. Degistirilemeyen risk faktorleri

a. Yas ve Cinsiyet: Yas arttikga KKH gorulme riski sikligi da artmaktadir.
Kadinlarda 55 yas ve Ustl ya da erken menopoz, erkeklerde ise 45 yas ve
ustunde KKH daha siktir.

b. Aile Oykiisii: Birinci derecede erkek akrabalarda 55 yasindan, birinci
derecede kadin akrabalarda 65 yasindan 6nce infarktis veya ani 6lum
bulunmasi KAH riskini arttirir (18).
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2.2.5.2. Kontrol edilebilir risk faktorieri

a. Sigara: Sigara icimi doz ve siireye bagli olarak ateroskleroza neden olarak
koroner damarlarin tikanmasina yol agar ve KAH riskini 6nemli ¢lgide arttirir
ancak aterosklerozun olusmasinda degistirilebilen en blyuk risk faktérlerinden
birisidir (3).

Ozellikle 4 grup insanda sigara, ateroskleroz riskini arttirir: 35 yasin
ustunde dogum kontrol hapi alan kadinlar, uzun sire yapay bobrege bagl
kalmak zorunda olanlar, diyabetler, hipertansiyonlular (17). ABD'de yapilan bir
calismada KAH'na bagh 6lumlerin %30'u sigara igmeye baglanmistir. Sigara
kullanimi ve KKH arasindaki iliski ilk olarak 1940 yilinda Mayo Klinik
arastiricilari  tarafindan  yayinlandi  (20). Bu tarihten beri sigaranin
kardiyovaskuler hastalik riskini, inmeyi, ani 6lumd, kalp krizini, periferik damar
hastaliklarini ve aort anevrizmasini arttirdigi cesitli arastirmalarda gésterilmistir
(21). Ancak sigara tek bagina bu olaylari olusturmaz. Bunun igin mutlaka kan
kolesterol diizeylerinin normal seviyenin Gstunde olmasi gerekmektedir. Sigara
icmenin vaskuler endotele zarar verdigi ve endoteliyal hasarinda aterosklerozun
gelismesinde birinci sebep oldugu gosterilmistir (22,23). Sigara koroner
spazmin da majér risk faktérudir (24). Pek ¢ok calisma sigaranin gunde icilen
sayisi ile iligkili olarak total kolesterol seviyesini arttirmakta, yuksek dansiteli
lipoprotein konsantrasyonunu azaltmakta oldugunu bildirmistir (25). Sigara
icenlerde KKH gelisme riski sigara icmeyenlere gére 3-4 kat daha fazladir (26).
Sigara igimi doz ve sureye bagli olarak ateroskleroza neden olarak koroner

damarlarin ttkanmasina yol acar (19).

b. Alkol Kullamimi: Toplumlarin pek ¢ogunda alkol ve kahve (sigara ile
beraber) en ¢ok tuketilen maddeler arasindadir. Alkolin, dunya tip
literaturindeki bilgilere gore kardiyovaskuler yonden 6zellikleri sunlardir:

Gunde 60 ml alkol kullanimi, kardiyovaskiiler risk ile negatif yonden iligkili
bulunmustur; bu miktarda alkol alan sahislarda (diger risk faktérleri esit oldugu
takdirde) almayanlara kiyasla daha az kardiyovaskiler risk vardir. llimli alkol
kullanmak kalp damar hastali§i ve ani élumlerin %10-40 oraninda engelleyici

oldugu bulunmustur. Bu miktarda kullanilan alkol, HDL-kolesterol duzeyini
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yUkseltip, anti-aterojen etki saglamaktadir. Alkol alimi ile trigliserid dizeyinde az
bir artis, LDL-kolesterol dizeyinde azalma gortimektedir; VLDL-kolesterol
duzeyleri ile alkol kullanimi arasinda bir iligki saptanmamustir.

Yuksek miktarda alkol, 6zellikle kardiomiyopati yénunden kalp hastaligi
ile iliskilidir (27).

c. Hiperkolesterolemi: Kan lipitlerini, total kolesterol ve trigliseridler olusturur.
Bunlar ateroskleroz bakimindan major risk faktérti olusturmaktadir (28). Total
kolesteroli kanda tasiyan dusik yogdunluklu lipoproteinler (LDL) ve trigliseridleri
tasiyan VLDL'den kigik ve yogun olanlari, damar sertligini meydana getirmede
kritik rollere sahiptir. Turk halki genelde total kolesterol diuzeyleri dusuk,
trigliseridleri oldukga yuksek bir toplumdur (29). Kanda kolesterol yaslanmayla
yukselir.

Total kolesterol kadinlarda 55-64 yaslarinda, erkeklerde ise 50 yas
civarinda zirveye ulasir. LDL duzeyi her iki cinsiyette yasla birlikte artis gosterir
(12). Kan yaglarinin 6zellikle 50 yas altindaki bir insanda yukselmesi KKH igin
bir risk faktérudar. 50 yasin altinda miyokard enfarktisi gegiren erkeklerin
yarisinda, kadinlarinsa ugte ikisinde kan yaglar! artmis bulunur. Buna kargin 70
yasin Uzerinde enfarktus ¢ok siksa da buna kan yaglarinin artisi eslik etmez;
yani her iki cinste de yas ilerledikge enfarktis ile hiperlipidemi arasindaki
paralellik azalmaktadir.

HDL-kolesterolun, fizik egzersiz ve az miktar alkol alimi ile arttigi; obesite,
kontrolstiz diyabet, sigara ve dogum kontrol hapi kullanimi ile azaldigi
saptanmistir. Kadinlarda menopozdan 6nce KKH'nin erkeklerde daha az
géralus, 6strojenin HDL' yi arttirisina baghidir (17).

Bugiine kadar yapilmis butin buyik epidemiyolojik calismalar, hemen
butin kulturlerde serum kolesterol duzeyi ile KAH'na bagl 6lumler arasinda

dogrusal bir iliski oldugunu géstermektedir (30).

Aterojen Lipoproteinler; Silomikron ve VLDL kalintilan (3-VLDL), LDL

ile Lp(a) olmak Gzere baslica ug aterojen lipoprotein bulunmaktadir.
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Silomikron ve VLDL kalntilani; Lipoprotein metabolizmasinin genetik bir
bozuklugu olan tiplll hiperlipoproteinemi, VLDL ve silomikronlarin kolesterol

yéninden zengin kalintilarinin  (B-VLDL) plazmada birikmesine neden
olmaktadir. Trigliserit ve kolesterol duzeyleri birbirine esit (300-400mg/dL) olan
bu tiplerde koroner ve periferik arterleri ilgilendiren ateroskleroz meydana
gelmektedir. Kalintilarin  aterojen etkisi kolesterol yéninden zengin bu
lipoproteinlerin makrofajlar tarafindan alinmasi ile baglamaktadir.

Makrofajlar, LDL reseptorleri araciliiyla silomikron ve VLDL kalintilarini
alarak, asiri kolesterol birikimine ve dolayisiyla képuk huicre olusumuna neden
olur. Kolesterolin neden oldugu fazla lipoprotein Uretimi, lipoprotein
reseptorlerinin bu partikulleri plazmadan temizlemede yetersiz kalmasi nedeni
ile birikmektedir. Temizlemedeki bu yetersizlik ve sitotoksik etkisi olan bu

kalintilarin birikimi, aterogenezin gelisimine ve hizlanmasina neden olur.

LDL ve okside LDL; KAH'nin gelismesinde en énemli faktérlerden birinin LDL

kolesterol yuksekligi oldugu bilinmektedir. Arter duvari endotel hicreleri, DKH
ve makrofajlarda LDL oksidasyonu meydana gelmektedir. LDL yapisinda
bulunan doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonu bu olayi baglatmaktadir.
Yapilarinda bulunan fosfolipid, trigliserit ve kolesteroldeki yag asitleri ile
kolesterol oksitlenebilmektedir.

Serum kolesterol ve yag dizeyinin artmasi aterosklerozun gelismesini ve
KKH riskini arttirir. Total kolesterolin 200 mg/dl veya yiksek olmasi, LDL
kolesteroliin 130 mg/dl veya ylUksek olmasi, HDL kolesterolin ise <35mg/dl
olmasi KKH igin risktir (31). Serum kolesterol duzeyinin dustk olmasi KKH
riskini azaltir. Serum kolesterolinde %1'lik azalmanin KKH riskini %2

azaltabilecegdi tahmin edilmektedir (32).

d. Hipertansiyon: Hipertansiyon KKH, serebrovaskuler olay, konjestif kalp
yetersizligi, bobrek yetersizligi ve periferik vaskuler olaylar igin énemli bir risk
faktoradar. Normal kan basinci sistolik 130, diyastolik 85 mmHg alti kabul
edilmektedir (Tablo 2.4.).



21

Tablo 2.4. Tansiyonun normal ve anormal oldugu degerler

Sistolik (mmHg) Diyastolik(mmHg)
130-139 ve 85-89
140-159 velveya 90-99
160-179 velveya 100-109
[AgIr HT 180-209 ve/veya 110-119
( Cok Agir HT >210 velveya 120 uzeri

Sadece sistolik kan basincinin yiksek olup, diyastolik basincinin normal
veya dustk oldugu “izole sistolik hipertansiyon” da ateroskleroz riski
bakimindan énemlidir (33). KAH olan hastalarda kan basincini kontrol altina
almak gerekmektedir. Hedef, kan basincini 140/90mmHg altina dusurmek
olmalidir. Kan basincini dugturmenin inme riskini %38, KAH riskini ise %16
azaltigi galismalar sonucu kanitianmistir (34). Kan basinci yuksek olanlarda
KKH riskinin kan basinci normal olanlara oranla 4 kat kadar yuksek oldugu
bildirilmektedir (35). Kan basincinin 140-90mm/Hg ve Ustinde olmasi veya
antihipertansif tedavi aliyor olmak KKH icin risktir. Kigik tansiyonun 105mmHg
Uzerinde olusu KKH riskini 4 kat daha arttirmaktadir.

TEKHARF 1990 taramasinda ayni tanimla hipertansiyon erigkinlerin
%33,7’sinde, yani 10 milyon kiside bulunmustu; siddetli hipertansiyon ise
(sistolik =160 velveya diyastolik 95mmHg ), erigkin erkeklerin %17’inde,
kadinlarin  %16,5'unda olmak Gzere 4 milyon kiside varligr icin kanit
saglanmistir. Hipertansiyon prevalansi her iki cinsiyette yas ilerledikce hizla
artar (36). Hipertansiyonlu vatandas sayisinin 8 yil icinde yaklasik %10
oraninda arttigi géralmustar.

Normalden yiiksek basing ile akan kan akimi; 6zellikle damarlarin ayirm
yerleri, dénug yerleri ve daralan yerlerinde oncelikle i¢ ¢eper hucrelerinde
(endotel) hasar meydana getirir. Hasarlasan endotel hucreleri igerisine LDL

kolesteroli sizarak ateroskleroz baslangicini yapar. Ayrica sol karincigi
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kalinlastirarak ve sertlestirerek kalp yetersizliginin en énemli nedenini olusturur.
Sunu da belirtmek gerekir ki, ateroskleroz igin hipertansiyon ve lipoprotein risk

faktéranin beraber olma sartt meveuttur.

e. Obesite: Sismanlik kan basinci, serum kolesterol ve kan sekerini arttirdigi
icin KAH igin risktir. Sismanhgin olusturdugu bu riskleri kontrol altina almak igin
beden kitle indeksinin 20-25kg/m<sup>2 arasinda tutulmasi gerekmektedir.
BKI>25kg/m<sup>2 olanlarda KKH riski artmaktadir. Kilo kaybi kan basincini,
kolesterol ve trigliserid dizeylerinin dismesini ve HDL-kolesterol duzeyinin

yUkselmesini saglar (37).

f. Stres: Aceleci, yarismaci, asiri heyecanli ve 6fkeli gibi A tipi davranis 6zelligi
gosteren bireylerde KKH riski yUksektir. Sakin, sessiz, sabirli olma gibi B tipi
davranis ozellikleri gésterenlerde ise bu risk azalmaktadir. Stres ile bas
edebilenlerde kan basinci ve kolesterol diizeyinin dustugu, kalp hizinin azaldig

belirlenmistir (38).

h. Diyabet: Aclik kan sekeri dizeyi 120 mg/dl veya Uzerinde olmasi KKH igin
risktir. Yapilan galismalarda diyabetli hastalarda KKH'dan dolayi 6lim oraninda
hem kadinlarda hem de erkeklerde daha yuksek oldugu belirlenmistir. Ancak
kadinlarda daha buyuk risk teskil eder (12). Diyabetik hastalarda KKH riskinin
azaltiimasinda sismanlik ve kan sekerinin etkin kontrolt 6nemlidir (39). Diyabetli
sahislarda daha erken yaslarda ve daha sik olarak, patolojik olarak
ateroskleroza rastlanmaktadir. KAH, diyabetlilerde diyabetli olmayanlara oranla
daha sik rastlanmaktadir (yaklasik 2-3 kat fazla).

Diyabetli hastalarda lokal lipit sentezi artar, kopuk htcre gelisimi hizlanir
ve muhtemelen de ateroskleroz geligsiminin bir cok basamagi meydana gelir
(30). Diyabet ve hiperlipemi, buyuk oranda birlikte seyreder. Ayni zamanda
diyabet ve hipertansiyon beraber aterosklerozun olusumunda ciddi risk ifade
eder (27). Diyabetik hastalarda KAH Riskinin azaltimasinda diyabetin etkin
kontrolil énemli olmakla birlikte, bu hastalarda KAH riskinin azaltilmasi daha gok

sismanlik, hipertansiyon, sigara, fizik aktivite azligi, kan lipit anomalileri gibi
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birlikte bulunan diger risk faktérlerinin kontroline baglidir. Omegin; tek basina
sigaranin birakiimasi bile diyabetik hastalarda KKH gelisme riskini yari yariya
azaltabilmektedir.

Sismanlik ve kan sekerinin kontrol altina alinamamasi trigliseridleri arttirir
ve HDL-kolesterolti dustrir. instline bagimli oimayan diyabet genellikle yuksek
kolesterol, yiiksek trigliserid, diisiik HDL dlzeyleri ile KKH gelismesi riskinin gok
yuksek olmasi, bunlarda kan lipit diizeylerinin kontroliinde KAH'larinkine benzer
sekilde agresif bir tedavi plani olusturulmasini gerektirir (33). Total kalori degeri,
yag miktari, kolesterol miktari yiksek, agir karbonhidratli ve tuzlu bir diyetle
beslenmenin ateroskleroz insidansinda artma yaptigi gosterilmistir (40). Kalp
damar hastaligina surikleyen belli basli etkenlerden biri seker hastaliginin Turk
halkindaki yayginhigina TEKHARF galismasi bir yaklagim getirdi. Yéntem olarak
Dunya Saglik Orgutunun (DSO) kriterleri kullanildi; buna gére halkimizda
eriskin diyabeti sikliginin 1990 yilinda 1 milyondan, 8 yil sonra 1.66 milyona
yukseldigi anlasiimaktadir (36).

2.2.5.3. Risk Faktorlerinin Kontroliiniin Onemi

Yagsam tarzina baglh olarak gelisen ve kontrol edilebilen bu risk
faktérlerinin KKH riskini arttirdigi bilinmesine ragmen gerek tlkemizde gerekse
diger gelismis Ulkelerde yapilan calismalarda bu risk faktorlerinin toplumda
oldukga yuksek oldugu belirlenmistir. Ulkemizde Onat ve ark.(1996) tarafindan
yapilan TEKHARF calismasina gére toplumumuz da erigskin nufusun total
kolesterol dizeyinin nispeten dusuk, ozellikle erkeklerde olmak Uzere geng
kadinlarda da sigara igme orani yuksek, 40 yas ve Ustl kadinlarinin sisman ve
diyabete egilimi, hipertansiyon sikhdinin yuksek, fizik aktivite aligkanliginin ise
eksik oldugu belirlenmistir. Oysa yapilan calismalarda yasam tarziyla iligkili olan
risk faktorlerinin azaltiimasi veya yuksek riskli kisilerin belirlenerek risk
faktorlerinin  kontrol edilmesiyle KKH riski ve 6élum oraninin azaldidi
gOsterilmistir (33).



2.3. Plazma Lipoprotein Elemanlar

Plazma lipoproteinleri, apoproteinler olarak adlandirilan bir grup 6zgun
proteinler ve lipitlerin molekiler kompleksleridir.  Lipoproteinler, suda
gozunmeyen lipitlerin ¢éztnar lipit ve protein kompleksleri seklinde kandaki
tasinma sekilleridir. En énemli islevleri lipitlerin bir organ veya dokudan bir
baskasina taginmasidir (41).

Lipoproteinlerin, hidrofob lipitlerin (trigliserid ve kolesterol esterleri) bir
cogunu kapsayan bir cekirdek ile protein, serbest kolesterol ve fosfolipitlerden
(genelde suda ¢6zlnebilir maddelerdir) olusan bir ylzey tabakasindan
meydana gelen kiresel bir partiktl seklindedir. Lipoproteinlerin yapisinda on
degisik apoprotein bulunur. Bu apoproteinler lipoproteinlere ézgu proteinler
olarak bilinir (13). Lipoproteinin yapisinda bulunan elemanlar Sekil 2.8 a-b'de

gorulmektedir.

Kolesterol Fosfolipid

Apolipoprotein

Sekil 2.8. a. Lipoprotein yapisi



25

Apolipoprotein B100

Trigliserit

Protein "

Fosfolipid  |==3

Serbest kolesterol

Kolesterol Bantlar ‘ - ”

Sekil 2.8.b Lipoprotein elemanlar

2.31. Yag asitleri: Yag asitleri kompleks lipitlerin 6nemli bir pargasidir.
Kendisinden de kolayca enerji saglanabilen bir kaynaktir. Uzunlugu, icerdigi gift
bagin sayisi ve pozisyonu agisindan farkhliklar gésteren cok sayida yag asidi
tipi bulunur.

Baslica iki yag asidi tipi vardir. Cift bagi olmayan (butiin karbon atomlari
hidrojen ile tamamlanmig) doymus yag asitleri ve (birden fazla ¢ift bagi olan)
doymamis yag asitleridir. Doymamis yag asitleri de tekli doymamis ve coklu
doymamis yag asitleri olarak ikiye ayrilir (42).

Dokulardaki yag asitleri kompleks lipidler (trigliseridler) olusturmak tizere
diger organik molekdllerle esterlestirilirler. Bunlar kanda esterlestiriimeyebilirler
(serbest yag asitleri) ve albumine bagl olarak yada kompleks lipidler halinde
lipoproteinler Gizerinde tasinirlar. Yag asitleri kolayca enerji saglanabilen bir

kaynak oldugundan kompleks lipidlerin biyosentezinde de kullaniimaktadir.
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2.3.2. Glikolipitler (Glikosfingolipitler): Sfingozin, yag asidi, karbonhidrat
turevlerini iceren glikolipitlerin yapisinda fosfor bulunmamaktadir. Beyin ve sinir
dokusu basta olmak Uzere, viicudun her dokusunda yaygin olarak bulunan

glikolipidler, plazma membranlarinin dig yuzeyinde yer almaktadir (42).

2.3.3. Kolesterol: ilk defa 1784 yilinda safra taslarindan izole edildigi icin
safranin sterolii (kole=safra) anlamina gelen kolesterol adi verilmistir. 386 Da
molekil agirhigindaki kolesterolun (3-hidroksi-5,6 kolesten) 3. karbonunda —OH,
5. ve 6. karbonlar arasi cift bag ve 17. karbonunda 8 karbonlu bir yan zincir
pulunmaktadir (Sekil 2.9.). Ugtincti karbonundaki hidroksil grubu genelde 16
veya daha fazla karbonlu yag asitleri ile esterlesmektedir. Bu yapi kolesterolin

suda géztnmesini (yaklasik Sumol/L) azaltmaktadir. (Sekil 2.10.)

?‘3 tij.Ha

CHOCHOHUHRCH
CH3j FARLFARLE, i
; Hy

Kolesterol

HO-

Sekil 2.9. Kolesteol

Sekil 2.10. Kolesteroltn tu¢ boyutlu yapisi
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Kolesterolln gesitli yasamsal islevlerini baslica iki grupta ele alinir;

1. Kolesterol yasamsal bazi 6gelerin yapitagidir;

*Kolesterol hiicre membranlarinin temel yapitaglarindandir (6zellikle santral
sinir sisteminde).

*Hucre membraninin stabilitesi ve transmembran transportunda rol oynar.
*Lipoproteinlerin temel yapisina girmekle trigliseridierin taginmasinda rol oynar.

2. Kolesterol bazi 6nemli maddelerin hammaddesidir:

*Yag absorpsiyonunda ve kolesterolUn vicuttan atilmasinda énem tagiyan safra
asitlerinin hammaddesidir.

*Hidrokortizon ve aldosteron gibi adrenal steroidlerin hammaddesidir.

*Seks hormonlarinin hammaddesidir.

Bedenimizdeki tim kolesterol, asetat molekilinden kaynaklanarak
olusur. Karacigerde asetattan sentezlenen kolesterol disinda, serum
lipoproteinlerinin  tutulmasiyla gelen ve barsaklardan absorbe edilerek
silomikronlar tarafindan taginan kolesterol de vardir. 3 ayri kaynaktan saglanan
saglanan hepatik kolesterolii 3 degisik son bekler;

1. Kolesterol seruma gecer.
2. Safra asitlerine déntsgar
3. Degisiklige ugramadan safraya ve dolayisiyla ince barsaga atilir.

Kolesterol plazmada 2 ayri bigimde bulunur;

1. Serbest Kolesterol: Hicre membranlarinda ve birgok dokuda bulunur.

2. Kolesterol esterleri: Tum kolesterolin 2/3'Gnk meydana getirir.

Codunlugu ester bicimindedir. Plazmada, bé6breklsti bezinin
korteksinde, aterom plaklarinda, karacier ve ince barsagin distal
bélumimde bol miktarda bulunur. Kolesterol esterlesmesi plazmada
LCAT, karacifer ve ince barsakta ise ACAT enzimleri aracihigi ile

gerceklesir (44).



28

Kolesterol hayvansal kaynakli besinlerden alinir. Et, sit, tereya@i, yumurta
sarisi gibi hayvansal besinler kolesterol agisindan zengindir. GUnluk kolesterol
alinimi 250-500 mg arasinda degisir. Bunun %50’si emilir. Vacuttaki kolesterol
sentezi glinde 500-1000 mg arasindadir. Yani, total viacut kolesteroliniin %25'i
diyetle alinirken, %75’i vacuttaki hlicrelerce sentezlenir (45).

insan beyninde ise, yaklasik 35-40 g kolesterol bulunmaktadir ve gérevi
sinirlerin etrafini bir kablo gibi sarmaktir. Hacre yapiminda kolesterole ihtiyag
fazladir. Cocuklar ¢ok hizh baytdukleri icin kolesterole daha fazla ihtiyaglar
vardir (44). Karacigerde sentezlenen kolesterol, LDL vasitasi ve kan yoluyla
dokulara tasinir. Tagidigi kolesterol miktan fazla ise, damarlarin hasarli ve
plrdzlu olan i¢ ylzeylerinde kalsiyum ve fibrinlerle birlegserek plaklar birikmeye
.baglar. Bu ylzden LDL've kéta huylu kolesterol denir. Damarlarda tikanikhga
sebep olan bu plaklar ise; HDL yani yapisinda kolesterolden fazla protein
tasiyan bu madde tarafindan koparilarak karacigere tasinir. Bundan dolay! bu
maddeye de iyi huylu kolesterol denir (43).

2.3.4. Trigliseridler: Trigliseridler gliseroltn 3 yag asidi ile esterlesmesi sonucu
olugur (Sekil 2.11.). Karaciger ve yagd dokusunda gliserol fosfat yolu ile ince
barsakta ise monogliseridierden sentezlenir (46). Trigliseridler vicudun major
enerji deposudur. Trigliseridlerin hidrolizi ile serbestlesen yag asitleri; karaciger
ve diger dokular, 6zeliikle de kas dokusu igin 6nemli enerji kaynadidir (42).

0

I
H,C—O—C—( C Hz2)16— C Hs

0

I
HC—O0—C— C H2)16— C H3

0

I
HC—O—C—( C Hy)16— C H3

Gliserol + Yagasidi = Trigliserid
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2.3.5. Fosfolipidler: Trigliseridlerden farkli olarak gliserolin terminal hidroksil
grubu yag asidi ile degil de, fosfat iceren molekdller ile esterlegmis halidir.

Gliserolun ¢ hidroksil grubundan ikisinde esterlestiriimis yagd asitleri
bulunmaktadir (Sekil 2.12). Plazmadaki major fosfolipid fosfatidilkolindir (lesitin).
Fosfolipidler hem hidrofibik hem de hidrofobik zincirleri tagir. Bu ézellikleri ile
lipoproteinlerin ylzeyinde ve hiicre zarinda bir taraftan lipit ortami ile digGer
taraftan da sulu ortam ile iligki kurabilirler.

0]

I
H,C—O—C—( CHyz )1e— CH3

0

I
HZC_O_'C_( CHz )16— CHS

0 CHs;

I I
H,C—0—P—0— CH— CH—N*—CH3

I

CHs

Gliserol + Kolin Fosfolipid

Sekil 2.12. Fosfolipid

Hucresel membranlarin en énemli bilesiklerinden biri olan fosfolipitier
salgi bezlerinde, kan plazmasinda, yumurta sarisinda, baklagillerin
tohumlarinda yUksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Eritrosit membran
lipitlerinin yapisinda yaklagik %40 oranini, mitokondri i¢ membranin %S85
kadarindan fazlasini olugturmaktadir (47).
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Fosfolipidler iki grupta toplanir: (42)

2.3.5.1. Gliserofosfolipidler: Temel yapisini fosfatidik asit olugturur. Gliserol{in
iki alkol grubunun bir fosforik asit ile esterlesmesi sonucu olusan bir
fosfodigliseriddir. fosfatidik asitin fosforu, ¢esitli alkol gruplarn ile esterlegserek
degisik thrlerde gliserofosfolipidleri olusturmaktadir. En polar lipitler olan
fosfogliseridler, hidrofiik ve hidrofobik gruplari birlikte tasidiklar igin
amfipatiktirler. Negatif ve pozitif yOkli gruplan birlikte tagidiklan igin ise
amfoteriktirler.

2.3.5.2, Sfingofosfolipidler (Sfingomiyelinler): Gliserol yerine doymamig bir
alkol olan 18 karbonlu sfingozin, ya§ asiti olarak da 24 karbonlu doymug
lignoserik asit ile doymamis nervonik asiti icermektedirler. Ozellikie beyin ve
sinir dokusunda bulunmaktadir.

2.3.6. Apoproteinler: Apoproteinler lipitlerin suda ¢éztnurlGklerini etkilerler.
Apoproteinler kismen suda kismen de yagda eriyebilirier.

Lipoprotein yapisinda bulunan apoproteinler, daha &énceleri karboksi
terminal aminoasitlerine gére isimlendirilirken, ginimuzde siniflandinimalarinda
alfabetik terminoloji kullaniimaktadir (A,B,C gibi....). Bu siniflandirmaya gére
10degisik apoprotein tanimlanmigtir. (Tablo 2.5.)

Apoproteinler lipoprotein metabolizmasinda genel olarak G¢ &énemili
fonksiyona sahiptir (13,48).

1. Fosfolipidler ile reaksiyona girerek kolesterol esterlerinin ve trigliseritierin
eriyebilir halde tutulmasina yardim ederler,

2. Kolesterol ve trigliseritlerin lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT),
lipoprotein lipaz (LPL) ve hepatik lipaz (HL) gibi enzimler ile olan
reaksiyonlarini dizenlerler,

3. Reseptérler igin bir gesit taninma boélgeleri saglarlar.

2.3.6.1. Apo B: B4 ve B olmak Gzere 2 alt sinifa ayrimaktadir. Bunlar
silomikroniarin, VLDL ve LDL katabolizmasinda gérevilidirler (10).
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2.3.6.1.1. Apo B100: Molekul agirligi 540 kD olan dev bir proteindir. 4563
aminoasitten olusur. Karacigerde sentez edilen VLDL'nin yapisal proteinidir.
VLDL'deki proteinlerin %30'u, IDL’dekilerin %60'i ve LDL’dekilerin %95'i apo
B100'dar. Apo B100’an 3100 ile 3600'Gnclh aminoasitleri arasindaki bélge LDL
reseptérine baglanma igin uygundur. Béylece LDL’'nin, kismen de diger
lipoproteinlerin hicreler tarafindan alinmasinda rol oynar. Karacigerde VLDL
sentezi ve sekresyonu icin apo B100 bulunmasi sarttir. Silmikronlar, VLDL ve
LDL’nin katabolizmasinda da gérevlidir (10).

Apolipoprotein B100’{in Lipoprotein Metabolizmasindaki Rolii

Apo-B100, VLDL ve IDL’'nin yapitasi olmakla birlikte bu lipoproteinierin
LDL reseptorierine baglanmasina aracilik etmede énemli rol oynamamaktadir.
Apo-E bu lipoproteinlerin reseptér tarafindan aracilik edilen temizienmesinin
blyUk bir béliminden sorumlu olan apolipoproteindir. Ancak, apo-B100 LDL'nin
protein bélumadir. LDL reseptéri yoluyla bu lipoproteinlerin temizlenmesinin
yénetiminden sorumludur (10,13).

2.3.6.1.2. Apo B48: Apo B100’'in amino terminal kismindaki 1'den 2512'ye
kadar olan aminoasitlerden (apo-B100’'Un %48’i) olusur. Bu nedenle LDL
reseptérine baglanamaz. Silomikronlarda ve silomikron artiklarinda bulunur.
Apo B48 tagiyan buylk lipoprotein partikOlleri; monosit, makrofaj ve endotel
hicresi ylizeyinde yeni tammlanmig olan apo B48 reseptérine baglanarak bu
hicrelerin képlk htcre seklinde degdigsmesine sebep olur (10,13,49).

2.3.6.2. Apo C-|, apo C-ll, apo C-lli: ApoC, VLDL nin baslica yapitagidir. Hepsi
karacigerde sentezlenir. Apo C-l silomikronlarin ve VLDL’nin, LDL reseptérine
ve “LDL reseptéri ile iligkili protein” (LRP)Ye baglanmasinda engelleyici rol
oynar. Apo C-ll silomikronlar, VLDL, IDL, HDL'de bulunur. Lipoprotein lipazin
aktivasyonu icin gereklidir. Eksikliginde ciddi hipertrigliseridemi geligir. Apo C-lil
VLDL’nin major protein komponentidir. Silomikronlar, IDL, HDL'de bulunur. Apo
C-lll lipoprotein lipazin aktivitesini baskilar, silomikron ve VLDL artiklarinin
karaciger tarafindan alinmasini engeller. (50,51).



33

2.3.6.3.Apo D: Transfer lipoprotein olarak gérev yapar. Lipoproteinler arasinda
(6zellikle VLDL'den HDL'ye veya tersi) kolesterol ester ve trigliseritlerin
taginmasini sagladig tahmin edilmektedir (10).

2.3.6.4. Apo E: Karacigerde ve vicudun gesitli béigelerinde sentez edilir. LDL
hari¢ tim lipoproteinierde bulunur. Silomikronlar ve VLDL’nin protein yapitagidir.
Apo E bu lipoproteiniere HDL'den saglanir (10). Gorevi; LDL reseptdri ve
varsayllan gilomikron artidi reseptdrla baglayicisi olmasidir. Apo E'nin kusurlu
olmasi kalintilarin karaciger tarafindan atiimasini bozar (Sekil 2.13.).

Silomikron Metabolizmas:
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Sekil 2.13. Barsakta sentez edilen silomikronlar ile karacigerde sentez edilen
VLDL'nin metabolizmasina katilan baglica yollari &6zetleyen genel sema
(Mahley'den degistirilerek alinmigtir. Principles and Practices of Endocrinology
and Metabolism). FFA (serbest yag asidi)
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2.4. Plazma Lipit Enzimieri

1.4.1. Lipoprotein Lipaz (LPL): Adipoz dokusundaki adipositler ve iskelet
kaslari ile kalp kasindaki miyositler tarafindan sentez edilen bir proteindir. Cok
lyi bilinmeyen mekanizmalaria kapiller endotel hucresi yiuzeyine gelir ve
heparan sulfat proteoglikanlar ile bagl olarak trigliseridden zengin
lipoproteinlerle etkilegsime girer. Lipoproteinlerdeki trigliseritleri hidrolize ederek
yag asitlerinin serbestlesmesini sadlar. Bu reaksiyonda apo C-ll bir kofaktér
olarak, Apo C-lll ise inhibitdr etkisi ile dengeleyici olarak rol alir (52).

Lipoprotein lipaz adipositlerden ve miyositlerden salgilanir ve bu,
dokularin kapiller endotel hucrelerinin ylUzeyine taginir. Burada endotel
hicresine bagli LPL, dolasimda bulunan silomikronlara etki ederek bu
partiktllerden trigliserit agiga ¢ikariimasina aracilik eder. Sekil 2.14'de sematik
olarak gésterildigi gibi, LPL Gzerinde dért aktif bélge bulunmaktadir (10):

Endotel hiicrelerine baglanan Lipoprotein Lipaz (LPL) Silomikronlarla
iligkiye girerek Trigliseridlerin hidrolizini katalize eder

Silomikron

Tz

Serbest Yag Asiti <

Endotel Hiicrest

Sekil 2.14. Endotel hicreleri Uzerindeki glikozaminoglikanlar ile reaksiyona
girmek suretiyle tutulan lipoprotein lipaz (LPL), silomikroniarin trigliseritlerinin
hidrolizini katalize etmek igin silomikronlaria reaksiyona girer. Lipoprotein
Gzerindeki apolipoprotein C-ll, LPL’nin kofaktért olarak gérev alir.
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1. LPL’'nin endotel hicreleri (izerinde proteoglikanlar (heparan silfat) ile
etkilesmesine aracilik eden heparin baglayici béige,

2. Enzimin silomikronlarin ylzeyi ile reaksiyona girmesine izin veren lipit
baglayici bdlge;

3. Apo C-II'nin enzim etkisini hizlandirmak zere bir kofaktér olarak gérev
yapmasini saglayan apo C-ll badlayici bélge;

4. Trigliseridlerin hidrolizine aracilik eden katalizér béige.

2.4.2, Hepatik Lipaz (HL): Karacigerde sentezlenir. Lipoprotein lipazin etkisiyle
kizmen hidrolize olmug silomikron artiklari VLDL artiklan karacigerde hepatik
lipazin etkisiyle ikinci bir lipoliz islemine daha tutulurlar. Silomikronlardan ve
VLDL artiklarindan trigliserit ve fosfolipidler serbestlesir, IDL'nin LDL'ye
cevrilmesi saglanir. Hepatik lipaz daha biiylk olan HDL,'nin daha kagik HDL3
altgruplarina dénisinde majér rolt olan enzimdir (52).

2.4.2. Lesitin-Kolesterol Aciltransferaz (LCAT): Karacigerde sentezlenir.
Aktivasyonu igin apo A-I'e gereksinim duyar. Esas goérevi, HDL kolesterolunu
lesitinden aldid bir yag asidi ile kolesterol esteri haline dénustlirmektir (52).

2.4.3. Kolesterol Ester Transfer Proteini (CETP): Karacigerde sentezlenir.
VLDL, silomikronlar ve artikiardaki trigliseridlerin, HDL ve LDL’deki kolesterol
esterleri ile kargilikli degisimini saglar. HDLdlzeyinin dasuk olmasi ve LDL'nin
kiiclk yodun partikuller seklinde olmasinda etkili olan enzim CETP’dir (52).

2.5. Reseptorier

2.5.1. LDL Reseptori: Molekil agirhgi 160.000 kD’dir. Glikoprotein
yapisindadir. Karaciger hicreleri bagta olmak lzere, pek ¢ok hicrede LDL
reseptérl vardir. LDL reseptéri apo B100 velveya apo E igeren lipoproteinieri
badlar. Béylece LDL, silomikron artiklari, VLDL, VLDL artiklar, IDL ve apo E
iceren HDL’nin hiicreye alinmasini saglar (53) (Sekil 2.15.a-b.).
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Sekil 2.15.b. LDL partiktlinln reseptérane baglanmasi
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Reseptérlipoprotein kompleksi hiicre ylzeyinde 6rtalt cukur denilen 6zel
bir bélgeye taginarak lipoproteinierin endositozu saglanir. Hucre iginde
lizozomal enzimlerin etkisi ile esterlesmemis kolesterol serbestlegir. Hicre
icinde kolesterol birikmesi geribildirim ile hem HMG-CoA rediktaz aktivitesini
baskilayarak kolesterol sentezini yavaslatir, LDL reseptérinde downregulation
yaparak hicreye kolesterol girigini sinirlar.

Hucre igindeki ACAT (Acil-Kolesterol Acil transferaz) da aktivitesini
artirarak fazla kolesteroliin esterlesip depo edilmesini saglar. Plazmadaki LDL
partiklllerinin  %70’i LDL reseptéri aracii@iyla hicrelere alinir. LDL
reseptérinin hucrelere apo B ve apo E iceren lipoproteinleri temin etmesi ve
dolayisiyla plazmadan bu partikllleri temizlemesindeki énemi bu reseptéri
olmayan veya kusurlu olanlarda gelisen hiperkolesterolemi tablosu ile iligkili
olarak ortaya ¢cikmaktadir (54).

2.5.2. Silomikron Artigi Reseptorii (apo E reseptorii): Silomikron artiklarinin
temizlenmesini saglar. Buyik oranda karacigerde bulunur (10).

2.5.3. HDL Reseptorii: HDL'nin hiicre ylzeyine baglanarak, kendisi hiicre igine
gegmeden, tasidi§i kolesteroll hlcreye verebilir. Karacifer parankim
hucrelerinde, over, adrenal gland ve testisin steroid hormon yapan hicrelerinde
bulunan “scavenger reseptér, sinif-B, tip-I" (SR-BI) isimli reseptér, selekiif
kolesterol aliniminda rol oynar. SR-BI reseptéruntin yetersizligi sonucu kanda
HDL dazeyinin yuksek olmasi klasik olgularin tersine aterijenik bir yapiya
isarettir (54).

2.54. Scavenger (¢opecii) Reseptor: SR Sinif A,B,C,D ve E reseptorieri vardir.
Bunlar negatif yUklQ ligandlari ve okside LDL gibi modifiye proteinieri alip
degrade etmektedir (55).

2.5.5. Apo B48 Reseptori: Makrofaj, monosit ve endotel hucrelerinde
trigliseritten zengin lipoproteinleri baglar (10).



38

2.6. Plazma Lipoproteinleri

Klinik agidan énemli olan ve plazmada saptanabilen bes ana lipoprotein
grubu vardir. Bunlar; silomikronlar, ¢cok disuk dansiteli lipoproteinier (VLDL),
orta dansiteli lipoproteinler (IDL), dusik dansiteli lipoproteinler (LDL), ve yiksek
dansiteli lipoproteinler (HDL), seklinde siniflandirilir (Tablo 2.6). Bu
siniflandirma lipoproteinierinlerin yogunluklarina géredir.

Yogdunluklarina dayalh siniflandirmaya ek olarak lipoproteinler
elektroforetik alandaki goclerine gére a-ipoproteinier (HDL), B-lipoproteinier
(IDL ve LDL) ve pre- B-lipoproteinler (VLDL) olarak da adlandirilirlar.

Sekil 2.16. Lipoproteinlerin yogunluklarina gére elektron mikroskobunda
glsterilmesi
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Cesitli lipoproteinlerin, apolipoprotein yapilari molekul blydkluklerine gére
ayriiabilir, sodyum diesil stlfat poliakrilamid jel elektroforezi ile gérintilenebilir
(10) (Sekil 2.17.).

Plazma Lipoproteinleri

Sllemilzonter V]

Sekil 2.17. Cesitli apolipoproteinleri gosteren plazma lipoproteinlerinin
poliakrilamid jel elektroforezi ile géruntiinmesi



Tablo 2.6. Lipoprotein Siniflandirmasi (10)
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Yogunluk : Elektroforetik : Kaynagi Baslica Baslica
i mobilite Lipitler Apolipoproteinler
.i Silomikron :d<0.95 | Uygulanma ince %85 B48,A-l,A-IV
: | bolgesi barsak Trigliserit
i Silomikron + Uygulanma ince
| Kalintilar | bolgesi barsak
VLDL d<1.006 : Pre-B Karaciger : %55 B100,E,C
Trigliserit
%20
Kolesterol
-+ IDL 1.006- B VLDL %35 B100,E
: 1.019 den Kolesterol
Turemis %25
Trigliserit
. ILDL’ den | %60 B100
1.063 turemis Kolesterol
%5
Trigliserit
i HDL 1.063- a Karacifer : %50 A-LA-II,Cs,E
1.21 ince Protein
barsak %25
Fosfolipid
%20
Plazma Kolesterol
%5
Trigliserit ©




41

2.7. Plazma Lipoproteinleri ve Metabolizmalan

2.7.1. Silomikronlar ve metabolizmalan: Plazma lipoproteinleri arasinda
yoduniuk olarak en kiguk (< 0.95g/ml) ve boyut olarak en buytk (> 1000 A)

lipoproteinlerdir. Yapilarindaki trigliserit gilomikronlarin yaklagik %86'sini
olusturur. Daha az oranda da fosfolipid, serbest kolesterol, kolesterol esterleri
ve proteinler bulunur (13,44). Ylzeyinde bulunan apolipoproteinler; apo B48,
apo A-l, apo A-ll, apo A-IV'tar.

Lenfatiklerden plazmaya gectikten sonra silomikronlar HDL'den apo C-l,
apo C-ll, apo C-lli ve apo E'yi alir. HDL’den kolesterol, kolesterol esterleri ve
fosfolipidlerin silomikronlara gegisi de ayni zamanda gergeklesgir. Lipoprotein
lipazin aktivatért olan apo C-II'yi kazandiktan sonra silomikronlarin
cekirde@indeki trigliseritlerin hidrolizi baglar. Bu agsamada, apo C-lll de
devrededir. Lipoproteinlerin endotel hucreleri ve Lipoprotein lipaz ile olan
etkilesimlerini inhibe ederek dengeleyici rol oynar. Trigliseritler lipoliz esnasinda
serbest yagd asitlerine hidrolize olur, apo A ve apo C dolagima serbestlesir ve
gecici olarak HDL iginde depolanir. Silomikronlardaki trigliseridlerin ayriimasi ile
olusan silomikron artiklari kolesterolden zenginlegmistir. Silomikron artiklari
karacifer tarafindan spesifik reseptorierce alinir. Bdylece yeni emilmig
kolesterol silomikron artiklari seklinde karacigere gelir. Silomikronlardan
periferik dolagima serbestlegsmis olan yag asitleri albumine baglanir. Kaslar
tarafindan enerji olarak kullanilir (50,51).

Diyet trigliseritieri, absorbe edildikleri ince barsaktan sistemik dolagima
silomikronlar ile tasinirlar. Proteinler, silomikronlarin minér yapitaglandir.
Serumun uygulandigi bolgede silomikronlarin ortaya ¢ikmasi tokluk kani veya
silomikron katabolizmasinda bir bozukluk bulundugunu géstermektedir.

2.7.2. _Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinier (VLDL): Capi 300-700 A

arasindadir. Plazmada (d<1.006g/ml) ultrasantrifigasyon ile ayrilan
partiktllerdir. Yapisinda %85-90 lipit ( %55 ftrigliserit, %20 kolesterol, %15
fosfolipid) ve %10-15 protein bulunmaktadir.
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Yapisi karacijerde sentezlenen frigliseritten ibarettir. Bu trigliseritler
VLDL'nin yaklasik %55'ini meydana getirir. VLDL, yapi ve kompozisyon olarak
silomikronlara benzerse de trigliserit igeriginin daha az, kolesterol, fosfolipid ve
protein iceriginin daha fazla olmasi ile silomikronlardan ayrilir. VLDL,
silomikronlardan daha kuglktlr (25-100 nm) ve protein béliminde apoC, E,
apoB100 bulunur. VLDL ve silomikronlar arasindaki basglica farklar, sentez
yerleri ve tagidiklan trigliseridin tarudir. VLDL en ¢ok karacigerde sentezlenir ve
baglica gérevi endojen trigliseridi tagimaktir. Bazi VLDL'ler ince barsakia da
sentezlenir (13,44,48,49).

Asiri karbonhidrat alinimina bagl olarak; endojen yag asitlerinin, hepatik
sentez hizinin ve karacigere serbest yag asidi akiginin fazlalagtii durumlarda
VLDL sentezinde artig gérultr. Dolagima dahil olan VLDL'ler tipki gilomikronlar
gibi periferik dokularda LPL’'nin etkisine maruz kalir. Blylk oranda da
trigliseritlerden arinir. Bu arada VLDL'den HDL'ye trigliserit, HDL'den VLDL'ye
kolesterol transferi olur. Béylece VLDL trigliserit bakimindan iyice fakirlesir,
kolesterol igeridi de artar. Capi kigilen ve yoguniugu artan VLDL, dolagimdaki
LDL'in bir énclsadar (13,44,49).

VLDL partiktlierinin - bayUklUkleri  degisiktir. Lipoliz sonucu VLDL
partikilleri daha da kugulur ve VLDL kalintilar veya IDL adini alir. Yapilan
calismalarda, kictuk VLDL partikillerinin IDL yolu ile LDL’'ye dénGstiga, buylk
VLDL partikillerinin ise, LDL'ye dénusmeden, IDL formunda plazmadan
temizlendigi gésterilmigtir.

2.7.3. Disiik Dansiteli Lipoproteinler (LDL, B-lipoprotein): LDL (d=1.019-
1.063 g/ml) plazmadaki majér kolesterol tagiyici partiktlddr. Gapi yaklasik

200A’dir.Boyut olarak VLDL ve IDL’ ye nazaran daha kigiktir. Apo E diginda
bu partiklllerde bulunan tek protein apo B100’ dir.

LDL'nin primer goérevi kolesteroll karacigerden periferik dokulara
tagimaktir. Plazma LDL'inin LDL reseptéri aracihdi ile 6zellikle de karaciger
tarafindan uzaklagtiriimasinda yapidaki apo B100 ve hicre ylzeyindeki
reseptdr sayisi etkilidir. LDL'nin yaklasik %75’i karacier parankim hucreleri
tarafindan alinir. Plazma kolesterolin %60-70’i LDL tarafindan tagindigi igin
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epidemiyolik calismalarda yaygin olarak LDL-kolesterol yerine total kolestrol
6lcuma yapilir (13, 44, 48). LDL, % 75 lipit (%35 kolesterol ester, %10 serbest
kolesterol, %10 trigliserit ve %20 fosfolipid) ve %25 proteinden olugmaktadir
(10) (Sekil 1.18.).

Klinik calismalar kolesterolii dustrmenin, hem birincil, hem de ikincil
korunmada; yeni koroner olaylari ve koroner mortaliteyi azalttigini géstermigtir.
Plazma tiotal kolesterolinde ortalama %10’luk bir dusmenin koroner olay
riskinde ortalama %20’lik bir azalmaya yol actigi saptanmistir.

Diigiik Dansiteli Lipoproteinler (LDL)

Apoprotein B100
. 4 Fosfolipid

Kolesterol esterleri

4 Serbest
kolesterol

Sekil 2.18. LDL yapisi

2.7.4. Orta Dansiteli Lipoproteinler (IDL): (d=1.006-1.019 g/ml) Normal
kosullarda plazmada c¢ok dustuk konsantrasyonlarda bulunur. BuyUklok
bakimindan VLDL ile LDL arasinda yer alr. LDL &nctsuddr (LDL'nin
yapitagidir). Lipazin etkisiyle plazmada olusturulan VLDL katabolizmasi
arunlerini temsil eder. IDL genellikie VLDL artidi olarak gérulur ve aterojenik
oldugu kabul edilir (10, 13).



2.7.5. Yiiksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL): HDL ler lipoproteinler igerisinde
yogunluk olarak en fazla (d=1.063-1.21 g/ml), ¢ap olarak en kiigiik olan (70-120
A) partiktillerdir. Apo A-l ve Apo A-ll HDL'deki ana apoproteinlerdir. Bunlar HDL
partikiiliniin %50’sini olugturur. HDL'nin baglica gérevi, kolesteroli periferal

hicrelerden karacigere tasimaktir. HDL dansiteleri dikkate alinarak HDL,
(1.050-1.063 g/ml), HDL, (1.063-1.12 g/mi) ve HDL; (1.12-1.21 g/ml) olmak
Uzere u¢ sinifa aynlir (49). HDL gruplan igerisinde Apo E'yi yapisinda
bulunduran tek fraksiyon HDL; olup yaklagik total plazma Apo E’sinin %50’sine
sahiptir (13). HDL, %50 lipid (%35 fosfolipid, %10 kolesterol ester, %5 serbest
kolesterol, %5 trigliserit) ve %50 protein icermektedir (10) (Sekil 2.19.).

apo A-l

Kolesterol 4

Fosfolipid ,

i, E—— ] esterleri |

d ofb Do
S0 2 Trigliserid

| Serbest | - -

.| kolesterol |

apo A-l

Cap1 70-120 A

Sekil 2.19. HDL yapisi

HDL olusumunda bazi basamaklar vardir. Basamaklar HDL
olgunlagsmasi olarak adlandinlir. Karacijerden veya barsaktan alinan veya
silomikron veya VLDL gibi dev molekillerin kabuklarindan toretilen
olguniasmamisg HDL esas olarak apo A-l ve fosfolipidleri tagiyan, disk seklinde
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bir partikildir. Olgunlagsmamig HDL plazmada dolasirken hicre
membranlarindan serbest kolesteroli alarak buylylp olgunlasgir. Béylece ters
kolesterol tagsinmasi iglevine de baglamig olur. Serbest kolesterol, lesitin
kolesterol acil transferaz (LCAT) enzimi katalizérligunde lesitinden bir yag asidi
alinarak esterlegtirilir. Alinan kolesteroliin esterlestirimesi ile HDL'ye daha fazla
serbest kolesterol girisi olur. Kolesterol esterleri lipoproteinin ¢ekirdegine girerek
HDL; denilen partikila olugturur. Bu lipoprotein hem apo A-l hem de apo A-ll
icerir. HDLs'de iyi bir kolesterol alicisidir. Kolesterol esteri icerigini giderek
arttirarak boyutu daha buyluk olan HDL,'ye dénlstr. HDL, igcindeki apo A-l
miktari apo A-ll miktarina gére daha fazladir. Bir HDL molekilinde apo E
bulunmasi diger HDL molekulllerinden farkli olarak onun LDL reseptéra ile
etkilegsime girmesini mumkan kilar. Apo E igeren HDL (HDL:) dusik
konsantrasyonuna ragmen metabolik agidan aktif bir subgrubu olusturur.
Hepatik lipaz HDLZ'nin trigliseritlerini ve bazi fosfolipidlerini hidrolize ederek
HDL3 haline déntgturar. HDL,'deki kolesterol esterlerinin bir kismi VLDL2deki
trigliseridlerie takas edilir. (takas iglemine CETP) aracilik eder. Béylece
HDL’deki kolesterol karacigere tasinmis olur (10).



2.8. Paraoksonaz 1 (PON1) Proteini

2.8.1. Sentezi ve yapisi:

Paraoksonaz (PON1), karacigerde sentezienen, organik fosforiu bir
insektisit olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme
yeteneg@ine sahip serum esterazdir (56, 57). Paraoksonaz'lar, memelilerde
yUuksek derecede bulunur ancak balik, kug ve eklem bacaklilar gibi
omurgasizlarda bulunmaz (58-60). insanlarda paraoksonaz aktivitesinin
yeni dodan ve premature bebeklerdeki seviyesi, yetiskinierdeki seviyesinin
yans| kadardir. Fakat dogumdan bir yil sonra bebeklerde hizh bir gekilde
yetiskin seviyesine gelir (61). insanlarda PON1 karacigerde eksprese edilir,
bébrekler, beyin, kalp, ince barsak ve akcigerde de bulunur (62).

insan serum PON1’i saflastiriimistir (63). PON1 43kDA molekl
agirhiginda 354 aminoasitlik bir protein olup, fiziksel olarak HDL ile
baglantilidir (62, 64). Memeli PON1'inin ¢ boyutlu yapisi kesin olarak
bulunamamis ve aktif bolgelerin olusumu aydinlatitamamigtir. insan PON1T’i
g sistein (Cys) bélgesi igerir. Bu sisteinlerin ikisinin arasinda intramolekuler
distulfit baglarinin bulunup bulunmayigina gére degisen iki oksidasyon
bolgesi olusur. Sadece pozisyon 284’'deki serbest sistein, aktif ntkleofil
bolgesini olusturur (65, 66). Paraoksonaz enzimi, paration diginda
diizopropil florofosfat (DFP) gibi organik fosforlu insektisitlerle, yine ayni
kimyasal gruptan olan sarin, tabun gibi sinir gazlarinin; gesitli karbamatlarin;
fenilasetat, 4-nitrofenil asetat, 2-nafril asetat gibi bir gok aromatik karboksilik
asit esterlerinin hidrolizini katalize etmektedir (62).

PON'un baglica iki fonksiyonu bulunmaktadir: bir pestisid olan
paraokson gibi organofosfat bilegiklerin detoksifikasyonuna katiimak ve lipit
peroksitierini hidrolize ederek LDL'yi oksidasyondan korumak (67). PON1’in
lipit peroksitlerin yani sira hidrojen peroksit Uzerine de etkili olup,
peroksidaz benzeri aktiviteye de sahip oldugu distntlmektedir. Ayrica lipo-
polisakkarid inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere kargi koruma
saglamaktadir.
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2.8.2. Aktivitesi ve Konsantrasyonu

Esterazlar, enzimlerin genis ve heterogenez bir grubunu meydana
getirirler. Aromatik ve alifatik ester baglarini, ayni zamanda peptidleri,
amidleri ve halidleri hidrolizler (68).
Augustinsson, esterazlar G¢ ana tipe ayirmigtir. Bu esterazlar basit
substratlarin hidrolizlerinde gérev alirlar (68).
1. Arilesterazlar (PON1’i igerir)
2. Aliesterazlar
3. Kolinesterazlar
Aldridge, esterazlar ve organofosfatazlar (OPs) arasindaki iligkiye
dayanarak bagka bir siniflandirma yapmistir;
1. A-esterazlar: paraoksonaz ve OPs’leri hidrolizlerler.
2. B-esterazlar: paraoksonaz ve OPs’leri inhibe ederler.
3. C-esterazlar (sonradan siniflandirmaya eklenmistir): paraoksonaz ve
OPs ile etkilesime girmezler (68).
insektisitleri (OPs, carbamate ve pyrenthroid gruplar) igeren birgok
sentetik kimyasal, A-esterlere girer. Bu kimyasallar, ilkel vertebralarin
serumlarinda A-esterazlar (arilesteraziar) bulunmadiginda pestisid olarak
kullanilir (Pestisidler, genel olarak tarimda toksin oimayan sulfur tirevieri
olarak kullanilir). OPs’In serumdaki hidrolizi ve hepatik A-esterazlar az
miktarda toksin etki gdsterir. Bu toksinlik onlarin detoksifikasyonu igin en
6nemli yoldur (69).

2.8.2.1. Aktivitenin dlgiilmesi:

PON1 iki farkh aktivite 6zelligine sahiptir, bunlar, paraocksonaz ve
arilesteraz aktiviteleridir. Cunkt; PON1, OPs ve aromatik esterlerle birlikte
hidrolize olur (70). Paracksonaz aktivite élgumlerine ait metotlar Eckerson
ve Smolen tarafindan gelistiriimigtir. Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi
Slcimierinde kullanilan y6ntemler temelde aynmi olmakla birlikte farkl
pH'larda c¢ozeltiler kullaniimakta, ayrica farkli sicaklikta reaksiyon
olusturulmaktadir (71-73). Paraoksonaz enzim aktivitesi 6lgimunde,
substrat olarak paraokson gibi organofosfatiarin enzimatik hidrolizi sonucu
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olugsan 4-nitfofenolin spektrofotometrik 6lcimia esas alinmaktadir.
Parathion denilen insektisidlerin aktif metabolitleri, toksik olmayan Grinlere
yani p-nitrofenol ve dietilfosfatazlara déntgur (sekil 2.20) (74, 75).

pecims

Parathion Paraokson P-Nitrofenol Dietilfosfoti asid

Sekil 2.20. Parationun detoksifikasyonu ve metabolik aktivasyonu (61)

Paraoksonaz aktivitesi, ilk olarak NaCl eklenmeden &lcUlmustdr,
sonra 1M NaCl eklenerek tekrar yapiimigtir. 1M NaCl ile paraoksonaz’in
uyariima ylzdesi; hi¢ tuzsuz uyariima A tipi, tuzlu uyariima AB ve B tipleri
olarak 6zel sekilde siniflandinimigtir. Paraocksonaz aktivitesi pH 7,5'da
6lctlmelidir, daha yiksek pH araliklarinda ki aktivite élcimu alblmin iligkili
esteraz aktivitesi ve paraoksonaz aktivitesi iglemierini etkiler (75-77).

Paraoksonaz ayrica aktivite polimorfizmi géstermeyen, arilesteraz
aktivitesine de sahiptir. Arilesteraz aktivitesinin, PON1 aktivitesindeki
dedisikliklerden bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonunun bir
gostergesi oldugu bildiriimektedir (78). Arilesteraz 6igiiminde substrat
olarak paraockson yerine fenil asetat kullaniimakta ve olusan fenol
olculmektedir (79, 80).

PON1'in paraokson ve fenilasetat hidrolizi yetenegine ek olarak,
diger benzer OP birlesenlerini de (aromatik karboksilik asit esterleri ve
karbonatlar gibi) hidrolizle ettigi arastirmalarda géraimustar (81). Son
zamanlarda, PON71’'in 30 lakton, tiolakton ve siklik karbonat estreaziar
tizerindeki hidrolitik aktivitesi, karakterize edilmistir (82-84). isimlendirme;
eder substrat paraokson ise ‘paraoksonaz aktivitesi’, eJer substrat
fenilasetat ise ‘arilesteraz aktivitesi’ deniimesi seklindedir.

el o
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2.8.2.2. Konsantrasyonun Olgiilmesi:

Serum PON1 konsantrasyonu, bir monokional antikor kullanilarak
yapilan enzim baglantili immanosorbent yéntemierie (ELISA) ya da iki
monoklonal antikor kullanilarak yapilan sandwich ELISA yéntemiyle élctlir
(85).

2.8.3. Lipidlerin Oksidasyondaki Rolii

KAH, gelismis Ulkelerdeki 6lUm oraninin énemli bir nedenidir. KAH
agisindan risk faktdéri olan biyolojik parametrelerin kisiye gére farkhlik
gdstermesinin tespit edilmesinde ¢ok sayida gen rol oynar. Gegtigimiz 20
senedir, calismalar lipit metabolizmasinda rol oynayan genlerdeki ortak
polimorfizmlerin, plazma lipoprotein lipit seviyeleriyle iligkisini belirlemeye
odaklanmistir. Son zamanlarda lipit metabolizmasina katiimayan ancak
aterosklerotik lezyonlarin gelismesinde rol oynayan paraoksonaz (PON) gibi
ek genler tanimlanmaktadir. PON’'un aterosklerozia olan iligkisinin, HDL’nin
antiaterojenik 6zelliklerindeki rolinden dolayr oldugu gértlmektedir. LDL
oksidasyonunun HDL ile iligkili olarak korunmasinda, LDL oksidasyonunun
Urettigi toksin metabolitlerin aktivitesini ortadan kaldiran PON gibi HDL ile
iligkili enzimlerin katalitik hareketi aracilik yapar.

in vitro galigmalar PON'un, biyolojik olarak aktif olan LDL’yi hidrolize
ederek, lipit peroksit olusumunu dnemli élgide azaltigini ve yag birikiminin
olusmasinin 6nlenmesinde koruyucu bir rol oynadigini belirtmektedir.
HDL'yi siyla igleyerek PON'un inaktiflestirimesinde, HDL'nin LDL
oksidasyonunu énleme yetenegini azalttigi arastirmalarda gésterilmektedir.
PON1 aktivitesi; hiperkolesterolemi, inslline badhi olmayan diyabetler,
vaskuler hastaliklar olan hastalar ve miyokardial enfeksiyondan kurtulaniar
gibi ateroskleroz riski yiksek olanlarda azalmigtir (86-89). immunolojik
teknikler, PONT’in ateroskleroz gelisimi esnasinda insanlarda arteryal
duvarda biriktidini ortaya koymustur. In vitro olarak insan HDL’sinde veya
tamamen seruma saflastirimig PON1 eklenmesi konsantrasyona bagh bir
sekilde Cu* ile indiklenen lipoprotein oksidasyonunu énemli derecede
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engeller. Lipoproteinlerden fosfoliplerin oksidasyonu; hidroperoksidazlar,
izoprostenazlar ve core aldehitlerini de igeren enzimatik hidrolize neden
olan, fosfotidilkolin (PC) tUrevlerinin spektrumuna neden olur (S0, 91).
PON1 metabolitleri LDL fosfolipidlerinin Sn-2 pozisyonunda bulunan
arachidonic asit tlrevlerini okside eder (92). Enzimatik aktiviteye sahip
(genelde hidrolitik) ve HDL Uzerinde bulunan proteinlerden (Tablo 2.7.)
insandaki PONT’in, lipit peroksitlerin LDL (zerinde birikmeden 6énce
¢bkmesinden Ozellikle sorumlu oldugu sonucu aragtirmalarda ortaya
cikmistir (93-95). PONT'in LDL'nin oksidasyona karsi korunmasinda
LCAT dan veya apo-A1’den daha etkin oldugu sonucuna ulagiimigtir.

Tablo 2.7. Enzimatik Aktiviteye Sahip insan HDL’sindeki Proteinier

. PON1

. LCAT

. PAF-AH

. Fosfolipaz D

AlbUmin

1
2
3

4. Proteinaz
5

6.

1.

Apo A-l

Trombosit harekete gegiren faktér (PAF) asetil hidrolazin (PAF-AH),
PON1 gibi hareketi vardir. PON1 ve PAF-AH tandem (birbiri ardina) gekilde
iglerler. Her iki enzim ya da sadece PON1, HDL’nin antioksidant etkilerini
strdurmesi icin gereklidir. Son yillardaki ¢aligmalar, apo A1 ve PON1 ikili
sistemlerinin fosfotidilkolin yad asit hidroperoksidazi, liso-fosfotidilkolin’e
cevirdigini gdstermistir. PON1, fosfotidilkolin izoprostanlarin ve aidehidlerin
hidrolizi ile fosfotidilkolin oksidasyon Urlnlerinin liso-fosfotidilkolin’ye
birikmesini saglar. PON1; lipidperoksidaz ve H,0O2 vb peroksidaz aktivitesine
benzer gekilde elimine edebilme yetenegindedir. Bu hareketiyle, bakir iyonu
gibi oksidantlarla LDL oksidasyonunun baglamasini engeller (96). Ayrica
PON1, monositlerin LDL'nin sebep oldugu vaskuler ko-kiitir sisteminden
gécuni inhibe eder (97). Antioksidanlarin antiaterojenik ézelliklere sahip

50



oldugu kabul edilmektedir. Paraoksonaz aterojenik yol boyunca cesitli
kademeler de anti-aterojenik ajan olarak hareket edebilir ve dolayisiyla
bunlarin aterojenik ézelliklerini azaltabilir (98-100).

Sekil 2.21. Oksidatif stres altinda LDL ve kan monositleri arter duvarina
saldinr. LDL arter duvar makrofajlariyla okside edilir (ox-LDL). LDL
oksidasyonu; LDL lipitleri ile E vitamini, B karokten likopen, bazi flavonoidler
olmak Uzere antioksidanlar arasindaki denge ile tespit edilir. Makrofaj
oksidatif durumu ayni zamanda LDL oksidasyonunun kapsamini belirler ve
NADPH (NADPH-ox) gibi hiicresel oksijenazlar ile glitasyon (GSH) sistemi
gibi antioksidanlar arasindaki denge ile tespit edilir. Okside edilmisg LDL,
LDL reseptorlerinin aksine, scavenger reseptorieriyle alinir. Okside LDL'nin
makrofaj tarafindan alinmasi képik hiicre olugsmasina yol agar.

a. HDL ile ilgili PON, ox-LDL’de baz lipit peroksitlerini hidrolize
edebilir ve aterojenik lipoproteinleri, aterojenik olmayan bir
lipoproteine dénustarir. Ox-LDL, paraoksonazi inaktiflestirir,
ox-LDL lipit peroksit icerigini azaltan antioksidaniar
paraoksonaz aktivitesini koruyabilirler.

b. Paraoksonaz lipit peroksitlerini hidrolize edebilir ve dolayisiyla
makrofaj aterojenikligini azaltir. Ox-LDL’nin makrofaj alimi,
képiik hiicre olusumuna neden olabilir.

c. Paraoksonaz HDL'yi oksidasyondan korur ve HDL araciliiyla
makrofaj képiklla hicrelerden kolesterol akintisini ylkseltir.
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Oksidatif stres altinda, hem lipoproteinler hemde hicresel lipitler lipit
peroksidasyonuna kargi dayaniksizdir. PON1, lipit peroksitlerin aterojenik
etkilerini hem lipoproteinlerde hem de hiicre membranlarinda nétr hale
getirebili. PON1’in HDL'yi oksidasyondan korumasi, makrofajlardaki
kolesterol birikimini azaltir, k6plk hiicre olusumunu ve aterogenezi gecikirir
(Sekil 2.21).

PON1proteininde iki aktif bélge bulunur;
1. Arilesteraz/paraoksonaz aktivitesi i¢in,
2. LDL oksidasyonundan korumak i¢in gereklidir (101).

Oksidize lipitlerin hidrolizi igin aktif merkez muhtemelen pozisyon
283'deki sistein artigidir. Histidin ve triptofan arti§i iceren OP bilegenlerinin
hidrolizinde amino asitler baglanir (102). Kalsiyum, muhtemelen PON1’in
arilesteraz/paraoksonaz aktivitesi igin gereklidir fakat PON1i LDL
oksidasyonuna kargi korumaz (101).

2.8.4. PON1 geni

2.8.4.1. PON gen ailesi ve PON1’in yapisi:

insan genomunda Gg g¢esit PON geni bulunmaktadir. Bunlar PON1,
PON2 ve PONS3 olarak tanimlanmigtir (Sekil 2.22.A.). Bu genler 7q21.3)-
g22.1 bolgesinde lokalize olmustur (7, 103). Bu G¢ gen, benzer gen
dublikasyonuyla ortaya ¢ikarlar (104).

Bugiin, insan PON?inin kodlama sekansinin dokuz ekzondan
duzenlendigi biliniyor ve bir introndaki Alu sekansina ve dért intron igindeki
polimorfik CA dinikleotit tekrarina sahiptir (7, 105) (sekil 2.22.B.). PON1
aktivitesinin, kismende olsa genetik olarak tespit edilebilecedi bilimektedir
(101, 103). PON1 birkag polimorfik bolge icerir. Populasyondaki anlamli
frekanslarda iki yada daha fazla varyanti bulunur. Polimorfizmin spesifik bir
formu, tek nikleotid polimorfizmi (SNP), DNA'da sinirlanmig lokasyondaki
bir bazlik spesifik fark olarak adlandirilir. PON1 aktivitesini anlamli olarak
etkileyen ve protein icindeki aminoasit degisikliklerinin meydana getirdigi 2
polimorfik yapi vardir (103, 1086). ilk polimorfizm 55. kodondaki Leusinin (L)
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Metionine (M) degismesidir (M/L55). Bunun PON1 aktivasyonundaki
varyasyonlarin %16’sindan sorumlu oldugu bulunmustur (107). Ikinci
polimorfizm, 192. kodonda meydana gelen Glutamin (Q) yerine Arginin (R)
geldigi degisimdir ( Q/R192) (103, 106, 108) (Sekil 2.22.B.).

PON1'de 55 (L/M) ve 192 (Q/R) kodonlarindaki iki ortak polimorfizmin
yuksek derecede KAH riskine neden oldugu aragtirmalarda gosterilmistir
(109). Bu polimorfizmilerin hepsi restriksiyon endonlkleaz ile kolaylikla
tespit edilebilir (103). Bu nedenle bunlara “restriksiyon fragman uzunluk
polimorfizmleri (RFLP)” denir. PON7in farkh allelik formlari bazen
izozimler ve allozimler olarak adlandirilir ve bunlar enzimierin farkli
fonksiyonal tipleridir.

Al Centraners:

I E 45 0 F :{Hv%

H et

Sekil 2.22 A-B. PON1 geninde meydana gelen polimorfizmler

2.8.4.2. Kodon Bolgesinde R/Q192 ve M/L55 polimorfizmieri

2.8.4.2.1. Q/R192 polimorfizmi:

Ugc PON1 genotipinin bulunugu, 1973'lerden sonra olmugtur (110).
Protein 192. pozisyonundaki arginin aminoasiti (R) ylksek aktiviteli
paraoksonazi belirtirken, bu pozisyonda gulutamin bulunmasi (Q) disuk
aktiviteli enzimi belirtmektedir (127, 106). Bagka bir deyimle; glutamini
sifreleyen A alleli dugik PON1 aktivitesiyle, arginini gifreleyen B alleli
yliksek PON1 aktivitesiyle iligkilidir. PON aktivitesi ayni zamanda substrata
6zgundir ve degisik substratlarda ¢cok sayida farkhlhikiar gosterir. PON
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aktivitesi apolipoprotein ve lipoprotein-lipitlerin plazma konsantrasyonlariyla
da korelasyon icindedir (111). Farkh PON1 genotiplerinin aterosklerozu
6nlemedeki rolleri hala tartigmali olmakla birlikte, QQ allozimi dtgtk aktivite
genotipli (Homozigot AA) bireylerin ateroskleroz riskinin olduk¢ca yuksek
oldugu giderek kabul edilmektedir. Avrupa populasyonunda disuk aktiviteli
QQ allozimi homozigot olarak %50, ylksek aktiviteli RR allozimi homozigot
olarak %10 ve QR heterozigotu %40 olarak gdsterilmistir (103). Bazi Beyaz
kékenli olmayan populasyonlarda dugtk aktiviteli Q192 allellerinin frekans
siddeti az bulundu (110). Son yillarda PON1 polimorfizmi ile KAH arasindaki
iligkiyle ilgili olarak bir ¢ok calisma yapilmistir (112-116). Bu caligmalar
Uzerinde yapilan incelemeler, ayni etnik nifusta yGrattlen ¢aligmalarda bile
farkliiklar oldugunu gézler énine serer (114, 115, 117). Bu farkhlik genin
cevreyle velveya genin genle etkilesiminin PON1 polimorfizm ve KAH
arasindaki iligkiyi ayarladigini ileri sirmektedir.

2.8.4.2.2. /M55 polimorfizmi:

PON1 polimorfizmi 55 pozisyonunda da meydana gelir (L/M55) (103).
Kafkasli instline bagli olmayan diyabet hastasinda yapilan inceleme de, 55.
pozisyondaki Leu alleli icin PON?’in homozigotiugunun, KAH icin bagimsiz
bir risk faktéru oldugu bulunmustur (118). Ancak bu durum, Asyali Hintli ve
Cin nafuslarinda tespit edilememistir (119). Bunun sebepleri; diyetle ilgili
velveya diJer ¢evresel faktdriere baglanabilir. Saglikh Finlilerde,
Kafkaslarda oldugu gibi %41 LL homozigotu, %49 LM heterozigotu ve %10
MM homozigotu bulunur (120). L/M55 polimorfizmi PON1 aktivitesini
R/Q192 polimorfizminden bagimsiz olarak etkiler. L55'i tagiyan allozim
paraoxona karsi yuksek aktiviteye sahiptir ama M55'i tagiyan allozim dusuk
aktiviteye sahiptir (118). L/IM55 polimorfizmi, karacierde M55 ve LS55
allellerinin  akisinin  farkliliklarini  dlzenleyen  enzimin  serum
konsantrasyonunu dizenler (121). L55 alleli daha etkili bir sekilde bulunur,
bu ylzden L55 allelinin tagiyicilari plazmalarinda M55 allelinin tagiyicilarina
gore daha yiksek PON1 konsantrasyonuna sahiptir (122). PON1
konsantrasyonundaki farkliliklar; bireyler arasinda gérulen en az kirk kat
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farkli PON1 aktivitesini ve belirli genotip siniflar icerisindeki farki kismen
aciklar (124). Sadece paraokson gibi ayirt edici substratlarda degil,
fenilasetat gibi ayirt edici olmayan substratlarda da faklifiklar olugur.

2.8.4.2.3. PON1 Haplotipleri:

Q/R192 ve L/IM55 polimorfizmieri, pozisyon 55'deki L ve pozisyon
192°deki R ile esit sekilde (p<0.001) baglantilidir. Bu allellerin es zamanh
bulunuslan ‘yiiksek paraoxanase aktivitesi’ ile iligkilidir (118). Bu
baglantiya gére L/M55 ve Q/R192 allelleri Beyaz Irk toplulugu igindeki dort
formdan Ggani olusturur. Bunlar; L55/Q192, L55/R192 ve M55/Q192'dir. Ve
bu haplotipler alti farkh gekilde dizilebilirler (123).

2.8.4.3. Promoter Polimorfizmleri:

insan PON1’inin promotor bélgesinde bes polimorfizm bulunmustur
(124, 125) (Sekil 2.22.B). Bu polimorfizmlere populasyonlarda ¢ok sik
rastlanir. Bunlardan Gg tanesi (pozisyon -108, -162, -90S'dakiler) promoter
aktivitesinde farkli vurgulara neden olan gen ekspresyonunda 2 kat fazla
degisime neden olur. Pozisyon -108'deki timidinin sitozine degisimi (T/C-
108) PON1’in ekspresyonundaki dominant etki olarak gorulir, enzimin
konsantrasyonunu da etkiler. Bu pozisyon, muhtemelen transkripsiyon
aktivasyonu faktori baglayicr bolgedir. liging olarak, pozisyon -108, -162, -
909'daki promoter bdlge polimorfizmi arasinda ¢ok kuvvetli bir baglant:
olmasina kargin; L/M55 polimorfizmi ve PON1 konsantrasyonu arasinda
kesin bir baglanti yoktur (122).

2.8.5. PON1, Lipoproteinler ve Ateroskleroz

2.8.5.1. PON1 ve Plazma Lipoproteinlerinin Seviyeleri:

PON1 seviyesi belirlenmesinde HDL konsantrasyonu, PON1
M/L55 polimorfizmi ve promoter polimorfizmi ile birlikte, plazmadaki PON1
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proteini seviyesini belirleyen dider faktérler pekiyi bilinmemektedir. HDL
konsantrasyonunun ¢ok distk oldugu durumlarda, serum PON1 seviyesi
disuk gézlenir. Dastk serum PON1 aktivitesinin, ateroskleroz haric bagka
hastaliklarin da patolojisinde 6nemli bir roli vardir. Ornegin; PON1 ve
Parkinson hastaligi arasindaki iligkiye dair ¢esitli raporlar bulunmaktadir.
Bunun yaninda balikgézi hastalii ve Tangier hastaliginda da disik PON1
aktivitesi gozlenir (126, 127). PON1 seviyesi; miyokardiyal enfarktls
sonrasinda gecen iki saatte ve kalp hastalarinda da kontrollerle
kiyaslandiginda belirgin bir sekilde dismektedir (128). Fibrik asit tirevieri ve
serum HDL-kolesteroli konsantrasyonu, serum PON1 aktivitesini
degistirmeden %10 kadar ylkseltmektedir (129).

Serumdaki yag oram tespitinde PON1, PON1’in tek bagina serum
yag oranini, ApoA1 ve HDL-kolesterolinli etkileyebilecegine dair
aciklamalar vardir (130-132). PON7’in genetik varyasyoniarn Uzerindeki
calismalarda Q/R192 genotipinin; bazi Avrupall olmayan kékenlerde, ¢odu
plazma lipoprotein seviyesiyle baglantii bulunmustur (133-135). KAH
riskinin tespit edilmesi agisindan, PON polimorfizminin irk dagilimini ve
Asyali Hintliler ve Singapur’iu Ginlilerden olusan iki bayuk érmekte plazma
lipitteri ve KAH ile olan iligkisi degerlendirildi. Hintlilerde yasa gére
standartlasgtinimig risk Cinlilerin 3 katidir. Asyali Hintllerde KAH'nin daha
yaygin olmasi, sigara igme, kan basinci ve serum kolesterolu gibi
geleneksel risk faktérieri ile agiklanamaz. Cunkl‘.] bu risk faktorieri Asyali
Hintlilerde Cinlilerinkine benzerdir. Asyal Hintlilerin HDL-kolesteroll strekli
olarak daha dusuk, trigliserid ve diyabet yayginigi daha ylksektir.
Calismalarda, QQ homozigotunun genellikle daha disik seviyede apo B
baglantih plazma lipoproteinieri ile (R192 alleli tagiyicilarina kiyasia) daha
yararh bir plazma lipoproteini profili gdsterdigi gézlenmistir. Avrupa tip 2
diyabet hastalarindaki 6rneklerde; RR ve QR genotipi tagiyicilari, QQ
genotipi tasiyiciiarina gére daha yiksek HDL ve apo A1 konsantrasyonuna
sahip ¢tkmistir. Ama KAH riski daha yiuksek cikmistir. L/IMS55 polimorfizmi
g6z énine alindiginda, M55 alleli, LDL-kolesterolti ve Apo B ile baglantilidir
(136). Bu c¢aligmalar PON1 polimorfizminin, genetik olarak izole
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toplumlardaki kolesterol ve lipoprotein 6zelliklerindeki dedismelerin %1’inde
etkili oldugunu géstermektedir.

2.8.5.2. LDL Oksidasyonuna Kargi PON1 Allozimlerinin Etkisi:

Yiksek PON1 aktivitesi olanlarin, LDL oksidasyonu ve hatta
aterosklerozise kargi korundugu disunulmustar. Bu gikarim PON1 Q/R192
polimorfizminin etkisinin diazoxon, suman ve sarin hidrolizinde R192 ve
Q192 izoformlarinin bazi substratlari hidroliz etmesi ylzunden yapilmigtir.
PON1 allozimlerinin LDL’yi oksidasyondan koruma etkisinin paraokson
hidrolizinin tamamen tersi oldugu bulunmusgtur.

Mackness ve caligma arkadaslart QQ genotipinin PON1 Grinlerini
kullanan HDL'nin, LDL'yi bakir azaltimii oksidatif modifikasyondan, QR veya
RR genotipinin enzim Grunlerine dahil olanlardan bariz sekilde korudugunu
gdstermistir. Bu bulug bakir iyon azaltish LDL oksidasyonunun Q192 ile
PON1 tarafindan %60 ama R192 ile PON1 tarafindan sadece %40
dasuralduguni goésteren bagka bir galigma ile dogrulanmigtir (101). Bu
durum in vitro caligmalarda peroksit ve aldehidierin 4 saat kulucka sonrasi
Oretimi ile élgulmastir. Q192 alleli tagiyan PON1’in LDL oksidasyonunun
baslangicinda eklendiginde, oksidasyonu bloke etmede daha basar oldugu
arastirmalarda goérilmastar. LDL oksidasyonu siresince R192 PON1
aktivitesi %30 dugerken, Q192 PON1 aktivitesi ise minimum etkilenmisgtir.
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MM homozigotlarindan izole edilmig HDL, 6 saatlik kulugka sonrasi LDL'yi

koruma 6zelligine ML heterozigotlarindan veya LL homozigotlarindan elde
edilen HDL'ye gére iki kat daha fazla sahip olmugtur. PON1 haplotipleri géz
6nine alindidinda, LDL'yi oksidasyondan korumada Q192 ve M55
basarniisidir. Ayrica bu c¢alismalar PON1’in koroner arter érneklerinden
cikartiimig aterosklerotik lezyonlardaki okside olmus yaglar Uzerinde de
etkili olduunu ortaya ¢ikarmigtir. Bu baglamda Q192 ile PON1, R192 ile
PON1’den daha etkilidir (96).
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3. GEREG VE YONTEMLER:

3.1. Omeklerin Se¢imi ve Kan Alimi:

Celal Bayar Universitesi, Tip Fakultesi, Kardiyoloji Anabilim Dalrna
bagvuran prematiir KAH tanisi alan 120 hasta ile, KAH éyklsl olmayan 102
saglikli birey (kontrol grubu) calismaya dahil edildi. Calismaya katillan batin
bireylerin yazili onaylari ‘allndl.

Hastaliqin tanisinda kullanilan kriterler;

1) Tani sirasindaki yas, erkeklerde < 55, kadinlarda ise < 65,

2) Anjiografide majér bir koroner arterde ya da dallarindan birinde en az % 50
darlik.

Koroner anjiografi Judkin Metodu kullanilarak gerceklestirildi. Miyokard
infarktisti tanisi, Dunya Saglik Orgata (DSO) kriterlerine uygun olarak;
semptomlar, kardiyak enzimlerin yuksekligi ve elektrokardiyografik degisikliklere
gbre kondu.

Batun hastalar, diabetes mellitus (DM), hipertansiyon, hiperkolesterolemi
ve sigara gibi koroner risk faktérleri agisindan degerlendirildi. Trigliserid, total
kolesterol, HDL ve LDL kolesterol degerleri klasik biyokimyasal metodiaria elde
edildi. Arteriyel hipertansiyon kriteri olarak, birden gok élclimde sistolik basing >
140 mmHg velveya diastolik basing > 90 mmHg bulunmasi alindi. Diyabet
6ykusi olanlar ya da bazal glukoz degeri > 120 mg/dl olanlar diabetes mellitus
olarak deéerlendirildi. Sigara igimi > 5/gn olanlar, sigara igen grubuna eklendi.
Beden kitle indeksi > 25 kg/m? olanlar, kilolu olarak alindi. Hasta ve kontrollerle
yapilan gérugmeler sonucu KAH aile éykuleri saptandi.

Onaylari alinan hastalarin periferik vendéz kanlari K:EDTA'll tuplere
toplandi ve DNA izolasyonunda kullanilincaya kadar -20 °C de saklandi. TGm
molekiler analizler Ege Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Cocuk Sagdli§i ve
Hastaliklari ABD Molekuler Tip Aragtirma laboratuarinda yapilmigtir.
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3.2. ARAG VE GEREGCLER:

3.2.1. Kullanilan Kimyasallar ve Araglar:

3.2.1.1. Kimyasallar:

Calismanin her agsamasinda molekiler grade kalitesinde kimyasallar ve
tip-1 kalitesinde ddH20 (gift distile su) (18 megaohm/cm) kullaniid.

e Agaroz (Sigma, A 9539)

e Borik Asit (Sigma, B 6768)

o Bromfenol mavisi (Sigma, 5525)

o dNTP karigimi (Boehringer Mannheim, 1277049)

¢ Alw | Restriksiyon enzim (New England BioLabs-NEB,)

o EDTA (etilendiamintetraasetikasit, disodyum) (Sigma E 5134)
o Etanol (Reidel de Haen, 24103)

e Etidium Bromid (Sigma,E 7637)

o KCI (Sigma, P 9327)

e N-Laurol Sarkozin (Sigma, L 9150)

e Molekuler Agirhk Marker’t (Hae 1ll,Fermentas)

o Nia lll Restriksiyon Enzim (NEB)

e Nucleospin DNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel, No:740 951.250)
e PCR tampon seti (Boehringer Mannheim, 1699121)

e Sukroz (Sigma, S 0389)

o Taq DNA Polimeraz (Boehringer Mannheim, 1146165)

3.2.1.2. Kullanilan Araglar:

e PTC 100 Programmable Thermal Controlier MJ. Research Inc.

e Sorvall RMC 14 Mikrosantrifi;.

e Elektroforez sistemi EC105 (EC Apparatus Corporation,<500mA),
OWL, Heidelberg,Germany
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¢ Pharmacia Biotech Ultraspec 2000. UV / Visible Spektrofotometre.
e UVP BioDoc-It ™ Transilluminatdr

¢ Red Rocker Hoefer Scientific Ins. Otomatik Karigtirici.

e GrantLTD 6 G (-20 to 100 °C) Su banyosu.

¢ Gallen Komp. SANYO OMT OVEN

¢ Astell Scientific Otoklav.

3.3. KAH’lannda PON1 Geninde 55 L/M ve 192 Q/R Polimorfizmlerinin
Molekiiler Yontemlerle Aragtinimasi:

3.3.1. Kan Omekierinden DNA izolasyonu:

Hastalardan EDTA’l tpe alinan 1 ml periferik kandan 200 ul alinarak
genomik DNA elde edilmigtir. Bu amagla tuzsuz DNA ekstraksiyon yontemi
kullanilmigtir. Bu yontem icin Nucleospin DNA izolasyon Kkiti kullaniimigtir.
Ekstraksiyon iglemleri kit prospektistne gére yapilmistir.

3.3.1.1. Uygulanan Protokol:

DNA Ekstraksiyonu ( NucleoSpin )

1. 1,5ml mikrosantrifUj tiplerine 200ul kan ve 25ul proteinase K eklendi.

2. 200ul lysis buffer B3 herbir karigsimin Gzerine eklendikten sonra 10-20
saniye kadar vortekslendi.

3. 70°C’ de 10 dakika beklendi.

4. Her bir 6rne@in Uzerine %96-98’lik etanolden 210ul konulup,
vortekslendi.

5. Orneklerin her biri NucleoSpin Blood column’lara aktardi.

6. 12.000 rpom’de 1dak. santriflj edildi.

7. NucleoSpin Blood column’lar 2ml’lik yeni tiplere aktarilir ve her birine
500ul BW eklendi.

8. 12.000 rpm’de 1dak. santriflij edildi.
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9. NucleoSpin Blood column’lar yeni tuplere aktarilir ve her birine 600ul
B5 eklendi.

10.12.000 rpm’de 1dak. santriflj edildi.

11. NucleoSpin Blood column’lar yeni tUplere aktarildi ve Uzerine
solusyon koymadan bos, 14.000 rpom’de 3 dakika santrif(jj edildi.

12.NucleoSpin Blood column’lar 1,5 ml'lik mikro santrifijj thplerinin igine
konuldu. Uzerine 6nceden 70°C’de bekletilmis olan elution buffer
(BE)’ dan 100 ul eklendi. Oda i1sisinda yaklagik 3 dakika beklendi.

13.12.000 rpm’de 1dak. santrifij edildi.

14.NucleoSpin Blood column’lar atildi. Mikro santrifdj tiplerinin dibinde
biriken miktarla PCR caligildi.

Tuplerin agizlan kapatildi ve parafinlenerek -20°C’ye kaldirildi.

3.3.1.2. izole Edilen DNA’min Konsantrasyonunun ve Kalitesinin
Saptanmasi:

Orneklerin DNA konsantrasyonu tayini icin; 6énce izole edilen DNA
érneginden 25 pl alindi ve 425 pl TE ile seyreltildi. iyice kanstirilarak
homojenize edilen DNA 6rneginin optik dansitesi, spektrofotometrede ve buna
bagh bilgisayardaki Swift Moltiple Wawelenght V1.02 yazilimi kullanilarak 260
ve 280 nm’'de TE’ye karg! okundu.

50 ug / ml cift iplikli DNA iceren ¢ézeltinin spektrofotometrede 260 nm’de
1.0 optik dansite (OD) degerinde bir okuma verdigi kabul edilmektedir.
Spektrofotometrede okunan OD degeri asagidaki formile gére hesaplandi:

Ornekteki DNA miktan ( pg/mi) : (OD260) x 50ug/ml (1.0 OD’ye
karsilik gelen gift iplikli standart DNA miktan ) x 17 (seyreltme faktorii).

DNA miktarinin yaninda OD 260 / 280 oranlari degerlendirildi.
Degerlendirilen hasta 6rneklerinin hepsinde bu oranin 1.75-2.0 arasinda

degistigi gbézlendi. Bu oran, DNA kalitesinin molekuler calismalar icin uygun
oldugu anlamina gelmektedir.
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DNA'nin bltunligas agaroz jel elektroforezi sisteminde &rneklerin
yurGtaimesi ile test edildi.

Elde edilen 2 u | (100ng) DNA molekula %1’lik Agaroz jelde elekiroforeze
tabii tutuldu. Molekuler Biyolojide kullanilan Agarozdan 1gr. tartilarak 100 pl
10XTBE tamponunda magnetic karigtincida boncuklar  kullanilarak
karigtinlmigtir. Bu karisim mikrodalga firininda eritildi. Magnetic karigtirici
Uzerinde karigtirlarak 60 °C kadar sogutuldu. Uzerine 10 pg/ml
konsantrasyonlu Etidyum Bromdr solisyonundan 10 pi ilave edilip kangtiriid.
Bu agaroz solusyonu o6nceden hazirlanmig elekiroforez tankinin taraklar
yerlestiriimis, kamerasina dokiimis ve sertlesinceye kadar bekietilmigtir.
Uzerine 1XTBE tamponu eklendikten sonra taraklar ¢ikariimigtir. 2ul DNA ve 2
ul Orange G kanstinlarak jele yUkienmistir. Elektroforez 100mV, 80 mA
kosullarinda kulianilarak 3040 dakika arasinda uygulandi. Jeldeki DNA
ultraviyolede, baz ¢ift sayisi bilinen standart olarak kullanilan DNA markeri (Hae
ll,Fermentas) ile karsilikli olarak gortintulenmigtir. Kontrol edilen bu DNA'dan
tum genotipleme reaksiyonlari yapilmigtir.

3.3.2. PCR Amplifikasyonu :

3.3.2.1. Amplifikasyonda Kullanilacak Primerierin Se¢imi:

Kullanilacak primerler, yapilan literatiir taramasi sonucuna gére belirlendi
(Tablo 3.1). Belirlenen primerler HPLC ile saflagtinimig olarak Oncor
Appligene’e sentezlettirildi. Liyofilize halde gelen primerler 10 pmol / pl

konsantrasyonda olacak sekilde ddH,0 ile ¢ézuldu.

3.3.2.2. Uygulanan PCR Protokolii:

PCR reaksiyonunda yer alan butun bilesenler (PCR tamponu, dNTP,
Primerler, Taq DNA Polimeraz) ve PCR siklus sicaklik profilleri tek tek kontrol
edilerek standardizasyonlar yapildi. Sonugta PCR reaksiyonunda kullanilan
karisim aga@idaki miktar ve konsantrasyonlarda hazirlandi (Tablo 3.2.).



Tablo.3.1. Kullanilan Primerler.

PON 192 Q/R : (Fragman buyuklugi : 99 bp)

Forward Primer ; 5-TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3'
Revers Primer ; 5-CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3

PON 55 L/M : (Fragman buyuklaga : 170 bp)

Forward Primer ; 5-GAAGAGTGAATAGCCCCAG-3
Revers Primer ; 5-TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3’

Tablo.3.2. 25 pl hacim icerisinde gerceklestiriien PCR reaksiyonunda
kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlart.

Kullanilan 192 Q/R 55 LM
Madde
ddH,0 Tamamlayacak kadar | Tamamlayacak kadar
10xPCR tamponu 2.5ul 2.5 ul
dNTP karisimi 10uM 10uM
Primer &’ 10 pmol/ul 10 pmol/u
Primer 3’ 10 pmol/ul 10 pmol/u
Taq DNA Pol. 1Unite 1 Unite
Kalip 1.0 ul 1.0 pl

Thermal Cyclerda tabloda gésterilen PCR sicaklik profili (Tablo 3.3.)

kullanilarak amplifikasyon gergeklestirildi.

Tablo 3.3. Kullanilan PCR Sicakiik Profil

95°C 5 dakika

95°C 40 saniye 35
61°C 1 dakika Cevrim
72°C 1 dakika

72°C 10 dakika




3.3.2.3 PCR Uriinlerinin Elektroforezde Degerlendiriimesi:
Elektroforezde Kullanilan Sollisyonlar:

e Etidyum Bromid Stok Sollisyonu : (Molekiler analiz i¢in 20 mg / mi
konsantrasyonda)
200 mg etidyum bromid c¢eker ocak igerisinde tartilarak 10 mi
ddH.0O’da ¢ozuldh. .
e 10 x TBE (Agaroz Jel Elektroforezi igin) :
108 gr Trizma baz (0.04 M)
55 gr Borik Asit
40 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0)
ddH0 ile 1 litreye tamamiandi.
o 05MEDTA
186.1gr disodyum EDTA (2 sulu)
ddH-0 ile 1 litreye tamamlandi. PH’t 10 M NaOH ile 8.0 ayarlandi.
(Not:EDTA pH :8.0'da ¢6zalir.)

Elde edilen 2 u | (100ng) DNA molekill %1’'lik Agaroz jelde elektroforeze
tabii tutuldu. Molekuler Biyolojide kullanilan Agarozdan 1gr. tartilarak 100 pl
10XTBE tamponunda magnetic karistiricida boncuklar kullanilarak karigtirildi.
Bu karigim mikrodalga finninda eritildi. Magnetic kangtincr (zerinde
karistirilarak 60 °C kadar sogutuldu. Uzerine 10 pug/ml konsantrasyoniu Etidyum
Bromir solisyonundan 10 pi ilave edilip kanstinidi. Onceden hazirlanmig
elektroforez tankina taraklar yerlestirildi ve bu agaroz solusyonu kamerasina
dokulda, sertlesinceye kadar bekletildi. Uzerine 1XTBE tamponu eklendikten
sonra taraklar ¢ikariidi. 2ul DNA ve 2 ul Orange G karigtirilarak jele yuklendi.
Elektroforez 100mV, 80 mA kosullarinda kullanilarak 30-40 dakika arasinda
uygulandi.

Jeldeki DNA ultraviyolede, baz ¢ift sayisi bilinen standart olarak kullaniian
DNA markeri (Hae lll, Fermentas) ile karsilikli olarak gérintalendi. Kontrol edilen
bu DNA'dan tim genotipleme reaksiyonlari yapildi.
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3.3.2.4 RE Kesimi ile Polimorfizmlerin Saptanmasi:

PCR {runt saptanmig Orneklerde RE kesimi yapildi. 192 Q/R
polimorfizmi igin Alw | kisitlayici enzimi (RE) kullanildi. Bu kesim 10 ul. PCR
oérne@ine uygulandi. 1 pl. enzim kullanildi. 37°C'de 5 saat TM programinda

kesim yapildi. %3'lUk nusieve jelde ;

QQ — 99 bp.
QR — 99 bp.+ 66 bp. + 33 bp.
RR — 66 bp. + 33 bp.

olarak okuma yapiidi.

55 L/M polimorfizmi icin Nla 1lI RE kullaniidi. Bu kesim 17 ul. PCR érnegine
uygulandi. 1 pl.enzim kullanildi. 37°C’de 3 saat TM programinda kesim yapildi.

%3’lUk nusieve jelde ;

MM — 127 bp. + 42 bp.

ML — 170 bp. + 127 bp. + 42 bp.
LL — 170 bp.

olarak okuma yapiidi.

RE kesim yéntemi uygulanan PCR rinleri, 2.5 ul. Orange G ve 5 ul.enzim
kesimi alinarak jele yukleme vyapildi. UVde belirlenen baz ciftleri
degerlendirildi.

3.3.2.5. istatistiksel Yéntem

istatistiksel incelemeler SPSS 10.0 surimi kullanilarak gergekiestirildi.
Degiskenler, ortalama + SD olarak ifade edildi. P degeri < 0.05 olanlar anlamli
olarak degerlendirildi. Univaryans analizler, x* testi, odds ratio (OR) ve Mann
Whitney U testi ullanilarak hesaplandi. Genotip dagilimi i¢cin Hardy-Weinberg
esitli§i ki-kare testi ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular:

Calisma grubu 120 prematir KAH ve 102 kontrol grubundan
olugmaktadir. Hastalarin ve kontrollerin klinik &zellikleri Tablo 4.1'de
gbsterilmigtir. Hasta (%76.6) ve kontrol grubunun (%78.4) blylk coguniugu
erkeklerden olusmaktadir. Hastalarda, DM (%37.5), KAH aile éykusu (%41.6),
hipertansiyon (%37.5) ve sigara igme aligskanligi (%65.0) kontrollerden daha

fazlaydi.

Tablo 4.1 Hasta ve kontrollerin demografik 6zellikleri ve risk faktérlerinin

dagiimi.

Hasta (n=120) Kontrol (n=102)

Yas (yil) 48.2+4.3 46.8+5.2
Erkek/kadin 92/28(%76.6/%23.4) 80/22(%78.4/%21.6)
VKI (kg/m?) 27.1+1.8 23.9+82.2
Diabetes mellitus 45 (%37.5) 3 (%2.9)
KAH aile éykust 50 (%41.6) 12 (%11.7)
Hipertansiyon 45 (%37.5) 15 (%14.7)
Sigara icme 78 (%65.0) 37 (%36.3)

aligkanhi@i (25/gun)

Total kolesterol (mg/dl) 205.6+£31.3 178.31x22.6
HDL kolesterol (mg/dl) 40.7+3.1 43.4+3.8
LDL kolesterol (mg/dl) 131.5424.2 121.6425.2
Trigliserid (mg/dl) 179.8471.2 156.2+49.4
Tek damar hastalig 44 (%36.6) -

Cok damar hastalig: 65 (%54.2) -




4.2. PCR Amplifikasyon Uriinlerinin Elde Edilmesi:
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PCR reaksiyonlar sonrasinda PON1 genindeki 55 L/M polimorfizmi igin 170

bp’lik 192 Q/R polimorfizmi icin 99 bp’lik amplifikasyon Griinleri elde edildi.

4.3. RE KESIMi iLE MUTASYON TARANMASI:

Tablo.4.2: Polimorfizmler ve RE Kesimi.

a.a. RE Bp Parga Tani RE
pozisyon { degisikligi Bélgesi degisikligi { Buyuklagu | Parcasi | Kesim
Degisikligi (bp) Yeri
Nia il
55 Leu—> Met | Bélgesi T SA 170bp |127, 42 JCATG
Olusur.
Alw |
192 Glu— Arg | Bolgesi A5G 9%bp 66,33 | GGATC
Olusur.

PON 55 L/M polimorfizmi icin incelenen 170 bp’lik amplifikasyon

aranlerini Nla Il RE ile muameleye tabi tuttugumuzda, M aleli agisindan

homozigot olan bireylerde 127 ve 42 bp buytkltginde iki bant; L aleli agisindan

homozigot olan bireylerde 170 bp’lik tek bir bant; LM heterozigot bireylerde ise
170, 127 ve 42 bp buyklaginde g bant elde edildi (Sekil 4.1).
PON 192 Q/R polimorfizmi icin incelenen 99 bp'lik amplifikasyon

Urtnlerini Alw | RE ile muameleye tabi tuttugumuzda, Q aleli agisindan

homozigot olan bireylerde 99 bp buylkluginde tek bir bant; R aleli agisindan

homozigot olan bireylerde 66 ve 33 bp’lik iki bant; QR heterozigot bireylerde ise

99, 66 ve 33 bp blylkluginde t¢ bant elde edildi (Sekil 4.2).
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170bp

Sekil 4.1. 170 bp buyuklagindeki 55 L/M amplifikasyon Grintntn Nia lll enzimi
ile kesimi sonucunda olusan 170, 127 ve 42 bp’lik sonucu gbsteren bantlar
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marker

jj 99 bp
% 66 bp

s

Sekil 4.2. 99 bp buyiklagundeki 192 Q/R amplifikasyon Graniniin Alw | enzimi
ile kesimi sonucunda olugan 99, 66 ve 33 bp’lik bantlar.

4.4. PON1 Genotip Analizi:

Elde edilen sonuglara gére aile dykisi, hipertansiyon, diabetes mellitus,
sigara, agin kilo, total kolesterol ve LDL kolesterol KAH riskini arttiran
faktorlerdir (p<0.05) (Tablo 4.3).

Hasta ve kontrollere ait PON 55 M/L ve 192 R/Q genotipleri ve frekanslari
tablo 4.4'de gosterimektedir. Buna gore, hastalarda PON 55 bélgesinde M
homozigotlarin orani % 6.8, L homozigotlarin orani % 46.6, ML heterozigotlarin
ise % 46.6 iken; PON 192 bolgesinde R homozigotlann orami % 4.2, Q
homozigotiarn orani % 55.8 ve RQ heterozigotlar % 40 saptandi.

PON 55 M alel frekansi hastalarda (0,30), kontrollere (0,196) gére daha
fazla bulunmasi, PON 55 M/L polimorfizmi ile KAH arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligkinin oldugunu géstermektedir (X?= 8.131, p= 0.017). Hastalarda
192 R alel frekansi bir miktar artmis olarak bulunsa da (0,241), PON 192 R/Q
polimorfizmi ile KAH arasinda anlamli bir iligkinin olmadig saptandi.



Tablo 4.3. Kardiyovaskauler risk faktérleri ve KAH

Aile 6ykusi

Hipertansiyon
Diabetes Mellitus
Sigara

BMI (kg/m?)
Total cholesterol
LDL cholesterol

HDL cholesterol

Tablo 4.4. PON1 genotip dagilimt.

Hasta (n=120)
PON1 55 L/M genoftipleri

LL 56 (% 46.6)
LM 56 (% 46.6)
MM 8 (% 6.8)
PONI1 55 L/M frekans: 0,70/0,30

PON1 192 /R genotipleri

QQ 67 (% 55.8)
QR 48 (% 40.0)
RR 5 (% 4.2)

PONI1 192 Q/R frekans: 0,758/0,241

Kontrol (n=102)

67 (% 65.7)
30 (% 29.4)
5 (% 4.9)

0,804/0,196

64 (% 62.7)
36 (% 35.3)

2 (% 2.0)
0,804/0,196
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5. TARTISMA VE SONUGLAR

KAH, gelismis Ulkelerde mortalite ve morbilitenin en 6nemli nedenlerinden
olan, cevresel ve genetik fakidrlerin kombinasyonu sonucu meydana gelen
kompleks bir hastaliktir. Epidemiyolojik ¢calisgmalarda KAH icin birgok risk faktéri
oldugu saptanmigtir. Bu risk faktérlerinden olan diasik HDL dizeyi en énemli
faktér olarak 6n plana gikmaktadir (137). HDL'deki her % 1’lik azalma, KAH
riskini % 2-3 arttinr (138). Bu nedenle KAH caligmalarinda, koruyucu bir etkiye
sahip HDL ile ilgili mekanizmalar Gzerine yogun bir sekilde odaklanimigtir.
Kompleks ve heterojen bir yapi gésteren HDL dolagimdaki birgok molekille
etkilesim halindedir. HDL'nin en iyi bilinen anti-aterojenik 6zelligi ters kolesterol
yolundaki lipid tasiyici roludir. Diger anti-aterojenik etkisini LDL'nin oksidatif
modifikasyonu inhibe ederek gésterir. LDL'nin oksidatif modifikasyonu, damar
duvarlarinda kolesterol ve oksisterol birikiminin eglik ettigi erken ateroskleroz
evresinde ve lezyonlarin gelisiminde cok énemli bir anahtar faktér olup, okside
lipidlerin ateroskleoz ile iligkisi bir gok ¢aligma ile gésterilmistir (139, 99, 95140).

LDL-kolesterol ve oksidatif tirevlerinin endotelyuma zarar vermekte, HDL
ise LDL’nin oksidatif degisimini Onlemektedir. HDL ile ilgili antioksidan
aktivitesinin, enzimierinde 6zellikle paraoksonazda bulunduguna inaniimaktadir.
PON7'in lipid peroksitlerinin birikmesini engelleyerek (94, 87, 88) LDL'yi
oksidatif degisime kargi korudugu bilinmektedir(87, 88, 94). Shih ve ark.
tarafindan yapilan bir galigmada ise, serum PON1’den yoksun farelerin oksidatif
stres ve ateroskleroza karsi hassas olduklari incelenmigtir. Ayrica bazi
inhibitérlerin kullaniimasinin da PON1’in HDL oksidasyonunu oénlemede rol
oldugu gosterilmigtir. LDL oksidasyoﬁunu Onleyen mekanizmalar antiaterojenik
oldugundan HDL'ye baghi PON1 lipid peroksitlere karsi bir engel olusturur.
Yapilan bir ¢ok calismada HDL'nin LDL oksidasyonunu inhibe ederek KAH
riskine karsi koruma sagladidi ileri surGimastar (141).

Serum paraoksonaz enzimi HDL'ye bagli bir enzim olarak HDL’'nin
antioksidatif 6zelliginden sorumludur. PON, HDL’de apolipoprotein (apo) A-l and
apoJ'ye bagh olarak bulunan, 43-kDa buyukligunde, kalsiyum-bagimh 354
amino asitten olugan bir enzimdir (130, 142). PON1 birgok organofosfat
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bilesigini hidroliz edebilmektedir, PON aktivitesi paraoxon’a kargi olan etkisi ile
Slctlmektedir. In vitro ¢alismalarda, HDL-bagimli PON1’in LDL oksidasyonunu
6nledigi ve okside LDL’deki biyolojik olarak aktif olan lipidleri pargaladig
gosterilmigtir (20). PON1 ayrica, normal arter duvarinda da bulunmakta ve
ateroskelerotik sUregte konsantrasyonlari giderek artmaktadir. Aviram ve
ark.larinin yaptigi bir calismada PON1’in, koroner arter ya da karotisten alinan
ateroskelerotik lezyonlarda okside olmus lipidleri azaltma kapasitesne sahip
olduklar gésterilmistir (96).

Serum PON1 aktivitesi, farkli popllasyonlar arasinda ve ayni
populasyondaki degisik gruplar arasinda ¢ok blyUk farklihklar géstermektedir
(143, 144). PON1 enzimini kodlayan gen olan PON1, 7. kromozomun uzun
kolunda g21.3 ve q22.1 bdlgeleri arasinda yer almakta ve baglica 2 énemli
polimorfizm icermektedir. Bunlar, 55. pozisyonda leusin (Leu-L) yerine
metiyonin’in (Met-M) yer aldigi 55 L/M polimorfizm ile 192. pozisyonda glutamin
(GIn-Q) yerine arjinin’'in (Arg-R) yer aldigi 192 Q/R polimorfizmidir. 192 Q/R
polimorfizminde serum PON1 aktivitesi degisiklik géstermekte olup, GIn aleline
sahip kisilerde, Arg alelini tasiyanlara goére daha dustk enzim aktivitesi
g6zlenmektedir (106,103,145). 55 L/M polimorfizminde ise, MM homozigot
bireylerde, LL homozigotlara kiyasla paraoxon’a karsi daha dugtk bir PON1
aktivitesi bulunmaktadir. Serum PON1 aktivitesi MI, ailesel hiperkolesterolemi
ile ballkk g6zt hastaidi ve Tangier hastalifi gibi hastaliklar ve diyabetik
hastalarda da distk oranlarda saptanmigtir. PON1 aktivitesinin, serum lipid ve
apolipoprotein duzeyleri ile de korele oldugu gosterilmistir (146-148).

PON7’in in vitro ve in vivo LDL oksidasyonunu éniemesi ve PONT’i
kodlayan PON1 genindeki polimorfizmierin serum aktivitelerine olan etkisi
nedeniyle KAH'ni olugturan bir risk faktéri olarak iliskisi gindeme gelmis ve bu
genetik polimorfizmlerin KAH olusumunda bagimsiz bir faktér oldugu ileri
suralmastar (99). PON1 enzimini kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin KAH riski
ile iligkili olup olmadigi konusunda farkli gérlsler vardir. Bu konuda yapilan
caligmalarin bir kisminda olumlu bir iligki saptanmigken diger kisminda herhangi
bir iligki ortaya konmamigtir. Bu celigkili sonuclar yapilan calismalardaki
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incelenen populasyon tipi, diyet aligkanliklar, ¢evresel faktérler ve calisma
dizaynindaki farklilikiara baglanabilir.

PON1 192 R polimorfizminin Q polimorfizmine gére KAH ile daha g¢ok
iligkili oldugunu ileri stiren birgok vaka-kontrol galismasi bulunmaktadir (112,
114, 116,). Bu caligmalarin bazilarinda PON1 R alelinin; DM (149), sigara (150)
ve yas (151) gibi diger KAH risk faktérlerine karsi yatkinhg arttirdigi ileri
surGlmektedir. Diger bir kisim calismada ise 192 R polimorfizmi ile KAH
arasinda herhangi bir iligki ortaya konamamigtir (152). PON1 55 L alloenzimi de
M alloenzimine gére LDL oksidasyonunu énlemede daha fazla bir etkilidir.
PON1 55 polimorfizmi ile ilgili yapilmis birka¢ vaka-kontrol ¢alismasinda PON1
55 L alleli ile ateroskleroz arasinda bir iligki oldugu gdsteriimisken, bazi
calismalarda béyle bir iliski saptanamamusgtir (111).

Bu calismada PON 55 L/M polimorfizmi ile KAH arasinda anlamli bir
iliskinin oldugu, 192 Q/R polimorfizmi icin ise herhangi bir iligkinin olmadid
saptanmigtir. Tark toplumunda yapilan bir ¢galismada, bizim ¢alismamiza benzer
sekilde KAH ile PON 192 R/Q polimorfizmi arasinda anlamh bir iligki
gbzlenememistir (164). Arastiricilar adi gegen bu calismada Gaziantep’li 96
KAH’sini incelemigler ve R alel frekansini hastalarda % 38,5, kontrollerde ise %
31 olarak bulmuglardir. Aynacioglu ve ark.lan tarafindan 381 saghikh Tark
Gzerinde Guneydogu Anadolu bélgesinde yapilan ¢alismada ise PON 192 ve 55
polimorfizmierine ait genotip dagihmimi QQ: 0.49, QR: 0.40, RR: 0.11, ve LL:
0.52, LM: 0.39, MM: 0.09 olarak saptamiglardir (153). Bu sonuglar, bizim
caligmamizdan farkhidir. Sebebi ise; birinci olarak vaka-kontrol ¢alismalarinda
bulunabilen 6mek segiminde gdézlenen degigiklikler olabilir, ikinci olarak ise
serum PON aktivitesinde gbzlenen populasyonlar, gruplar ve hatta bireyler
arasindaki farkliliklar bu sonuca yol agmig olabilir. Gen polimorfizmierinde
bulunan etnik farkliliklar nedeniyle, her bir etnik alt gruptaki yiksek veya dugik
riskli batin bireylerde, KAH ile ilgili olabilen polimorfizmlerin arastiriimasi
gerekmektedir.

Bu calismada bazi kisithliklar bulunmaktadir. Bunlardan birincisi enzim
aktivitesinin o6lcilememis olmasidir. Ikincisi ise vaka sayisinin sinirli sayida
olmasidir. Uglincli kisitama da RR ve MM aleli tagiyan birey sayilarinin az
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olmasidir. Kuclk gruplarda ¢alismak galismanin istatistik giicinl etkileyebilir.
KAH ile bu polimorfizmler arasindaki iligkiyi teyid etmek icin daha blylk 6rnek
sayllarina sahip arastirmalarin planlanmasi uygun olacaktir. Fakat caligma bu
kisitlamalara sahip olmakla birlikte, poptlasyonlar arasinda ve icinde cok baytk
varyasyonlar goésteren polimorfik yapilarin incelendigi her calismanin, bir
toplumdaki genel bilgi birikimine sagdlayaca@i katki ortadadir. Ayrica, multigenik
ve kompleks bir hastalik olan KAH'da etkili olan gen bélgelerinin gesitliligi géz
énune alindiginda yapilan galigmalarin degeri bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir.
Boylece biriken bu bilgiler, baytk bir halk sagdligi problemi olan KAH'nin tani ve
tedavisi ile risk altindaki bireylere erken safthada énlem alinabilme ortami

sunabilecektir.

Sonug olarak bu ¢alisgmada, PON 55 M/L polimorfizmi ile KAH arasinda
anlamii bir iligkinin oldugu, 192 Q/R polimorfizmi i¢in ise herhangi bir iligkinin
olmadidi saptanmigtir. Bu sonug, PON 55 L/M polimorfizminin KAH geligiminde
risk faktéri olarak degerlendiriimesinin uygun olabilecegini disindirmektedir.
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