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1. GIRIS VE AMAC

Kalp ve damar hastaliklar1 tiim diinyada ve {lilkemizde 6nde gelen 6liim nedenidir. Bu
hastaliklarin yaklasik 2/3’nii koroner arter hastaligi (KAH) olusturmaktadir (1).

Yapilan bir ¢ok epidemiyolojik ¢alismalar KAH olusumunda bazi risk faktorlerinin
eslik ettigini gostermistir. Bu risk fakttorleri; yasam bi¢imi, biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikler gibi degistirilebilir nitelikte olabilecegi gibi, yas, cinsiyet ve kaliim gibi
degistirilmesi yada giderilmesi olanaksiz faktorlerde olabilir (2,3).

Koroner arter hastalig1 olusumunda, biyokimyasal parametrelerin i¢inde total ve LDL-
kolesterol’iin yiliksek olmasi, HDL-kolesterol’iin diisiik olmasi, hipertansiyon, diabetes
mellitus, obesite ve trombojenik faktorler’in etkisinin biiyiik oldugu unutulmamalidir. Ayrica
sigara, alkol, sedanter yasam gibi fizyolojik etkilerinde énemli bir rolii oldugunu hatirlatmakta
fayda vardir.

Koroner arter hastalifi etiyolojisinin multifaktoriyel bir ozellie sahip olmasi
nedeniyle KAH’na yakalanma riskinin belirlenmesi i¢in, her bir risk faktorii'niin varlig1 veya
yoklugu yaninda, derecesi veya siddeti de belirlenmeli, bu kapsamda, degistirilemeyen risk
faktorlerine karsilik, varolan risk fktorlerinin degistirilmesiyle neler saglanabilecegi
hesaplanmalidir (4).

Bizim toplumumuzda KAH gelisiminde rol oynayan en dnemli risk faktorleri olarak
kotii beslenme aligkanligi, sigara icimi, diyabet, hipertansiyon, sismanlik, okside LDL,
trigliserit yiiksekligi ile bunlarla iliskili olan HDL-kolesterol diizeyi diistikliigii 6n plana
cikmaktadir (3).

Koroner arter hastaligina yol acan en sik ve en onemli etken ateroskleroz olup,
aterosklerozun ise en 6nemli risk faktorii kan lipidleridir. Dolayistyla KAH riskinin teshisi
konusunda yapilan caligmalarin biiyiik kismi kan lipidlerin diizeyi olup, gelismis ve
gelismekte olan bir ¢ok tilkelerde halkin biiyiik bir kisminda kolesterol seviyesi normalden
yiiksektir. Bu da yliksek KAH insidansi agisindan 6nemlidir (5). Kolesteroliin KAH riskiyle
baglantisi, yapisina girdigi lipoproteinlerin tiirline ve miktarina gore degigsmektedir. LDL'de
bulunan kolesterol aterojenik nitelikte iken, HDL' deki kolesterol biiyiik 6l¢iide koruyucudur.
LDL konsantrasyonunun diismesi ve HDL kolesterol seviyesinin yiikselmesi koroner lezyon
olusumunu geciktirmektedir (6,7).

Ateroskleroz; koroner arterlerde ¢ok yavas gelisen ve ancak uzun yillar gegtikten sonra

degisik derecelerde kalici darliklara neden olan bir hastaliktir. KAH'nin patogenezinden



yalniz basina ateroskleroz sorumlu degildir. Ani olarak gelisen dinamik koroner olaylarin da
(koroner arter spazmi, koroner arter trombozu) 6nemli rol oynadiklar1 anlagilmaktadir. Kalici
olsun dinamik olsun, olaylarin baslama noktas1 koroner arterlerde bolgesel olarak gelisen
damar endotel fonksiyon bozuklugu ve/veya endotel zedelenmesidir (1).

Damar endoteli, sadece damar sistemini ¢epe ¢evre saran bir bariyer olmayip, ayni
zamanda dolasim homeostazini ve kan basincini1 dengeleyen, onarim olaylarini diizenleyen bir
endokrin sistem olarak gorev yapar. Endotel zedelenmesi durumunda kalp damar sisteminde
ciddi patolojik olaylar meydana gelir. Hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve bagka bir ¢ok risk
faktorii, endotel fonksiyonlarinin bozulmasinda ve/veya endotel zedelenmesinde 6nemli rol
oynar, ateroskleroz ve dolayisiyla miyokard iskemisi gelismesine neden olur (1). Endotel
hasar1 ile devam edip ateroskleroza kadar giden bu siirecte KAH olusumunda ¢ok ciddi
etkileri olan ve heniiz yeni yeni 6nemi farkedilen paraoksonaz ve arilesteraz enzimlerini
aragtirmay1 ve lipid oksitlenebilirligi iizerinde amag edinilmistir.

Paraoksonaz/Arilesteraz (PON1) enzimleri glikoprotein yapisinda olup karaciger
tarafindan sentez edilen, aromatik karboksilik asit esterlerini hidroliz eden ve HDL'ye sikica
bagli olan esterazlardir (8-11). LDL’nin oksidasyonu ve dolayisiyla lipid peroksitlerinin
birikimi sirasinda HDL'nin bu enzimatik mekanizmalarla lipid peroksitlerini azalttig1 bir cok
calismalarla ortaya konulmustur (11-16).

Paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri c¢evresel faktorlerden etkilenebilmekte ve
popiilasyonlara gore farklilik gostermektedir (16-20). Literatiir taramasi sirasinda, farkl
tilkelerde ve ¢esitli hastaliklarda serum PONI1 aktivitelerinin arastirildign goriilmektedir.
Ancak iilkemizde PON1 aktivitesinin aterosklerotik koroner arter hastalig1 ile olan iligkisini
aragtiran ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle, biz arastirmamizda saglikli ve
aterosklerotik KAH olan bireyler ile PON1 aktivitesinin arasinda nasil bir iligki oldugunu

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koroner Arter Hastahg

Myokard hiicrelerinin beslenmesini saglayan koroner arterlerin direk veya dolayli
olarak etkileyen nedenler sonucu ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina koroner
arter hastalig1 denir. Kalbi besleyen koroner arterler ¢ikan aortun dallar1 olan sol ana koroner
arter ile sag koroner arterdir. Sol ana koroner arterde sol 6n inen dal ve sirkumfleks dal olmak
tizere iki dala ayrilir. Koroner arterler muskiiler arter yapisinda olup caplar1 genellikle
0,5-10 mm arasindadir. Kalp dakika hacminin %5’1 koronerlerden ge¢mektedir. KAH tiim
0liim nedenleri arasinda tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6n sirada gelmektedir. KAH
goriilme siklig1 yasla beraber artmaktadir. KAH’larinin en 6énemli nedenlerinin basinda %99
gibi oranda ateroskleroz gelmektedir. Bu nedenle koroner arter hastaliklarinin yerine
aterosklerotik kalp hastaliklari, iskemik kalp hastaliklar1 gibi terimlerde kullanilmaktadir.
Diger etiyolojik nedenler nadir goriilmektedir (21).

2.2. Aterosklerozun Patogenezi

Ateroskleroz uzun siireli bir olusumdur. Cesitli faktorlerin etkisiyle uzun yillar
sonucunda olugmakta ve etkileri ortaya ¢ikmaktadir.Yaklasik 30-40 yil kadar once
ateroskleroz, endotel altinda lipid ve 6lii doku parcaciklarinin birikmesi olarak tarif edilirdi.
Oysa simdi ¢ok iyi biliniyorki, Ateroskleroz; etkilenen arterin intimasinda yag birikimi ile
baslayan diiz kas hiicre proliferasyonu ile giden ve pek ¢ok etkenin rol aldigi, sonugta arter
liimeninin daralmasiyla noktalanan bir siireci igerir (22,23).

Aterosklerozda rol alan hiicreler ve aterosklerozun olusum mekanizmasina girmeden

once normal arter duvarindan kisaca bahsetmekte fayda vardir.

2.2.1. Normal Arter Duvari

Normal arter duvar ii¢ tabakadan olusur (Sekil 1). En igte arter liimenini ¢epe ¢evre
saran tabaka intimadir. Tek sira biciminde dizilmis endotel hiicreleri, bunlar1 destekleyen
subendotelyal matriks ve bazal membran intimayi olusturur. Diger memelilerden farkli olarak,
insan intimasinda az sayida da olsa diiz kas hiicresi bulunmaktadir. Intima tabakasinda
bulunan endotel hiicrelerinin ylizeyi dolasimdaki kan ile siirekli temas halindedir. Arteriyel
endotel hiicreleri, vaskiiler homeostazin dengelenmesinde de yiiksek 6neme sahiptirler. Orta

tabakaya media adi verilir. Kollajen, elastik lifler ve glikozaminoglikanlardan olusan bir



matriks i¢inde konsantrik olarak dizilmis diiz kas hiicrelerinden olusur. En dis tabakaya ise
adventisya denir. Gevsek bir bag dokusu yapisinda olan bu tabaka, kollajen lifleri, elastik

lifler, fibroblastlar, sinir lifleri ve bazi diiz kas hiicrelerinden olugmaktadir (21).

Endotelyum &g - Intima

Internal
Flastik

Lamina
. Medya

Eksternal
Elastik
Lamina .

‘ i Adventisya

-

Sekil 1. Normal arter duvar bilesenlerinin gosterimi (24).

2.2.2. Aterogenezde Rol Alan Hiicreler

2.2.2.1. Endotel Hiicresi

Arterlerin i¢ yiizeyini kaplayan endotel hiicreleri devamli, kesintisiz, sik bir tabaka
olusturmaktadir. Normal endotel oldukc¢a secici, gecirgen bir bariyer olup dolasimdaki
iriinlerin aktif transport ile girislerini kabul etmektedir. Endotel tabakasinin hemostaz,
inflamasyon ve damar tonusuyla ilgili aktif fonksiyonlar1 vardir ve gliniimiizde organizmanin
en biiyiik endokrin organi olarak kabul edilmektedir (25).

Endotel hiicreleri arasindaki baglar, normalde albuminden daha biiyiik molekiillerin
gecisine izin vermeyecek kadar sikidir. Lipoproteinler albuminden ¢ok daha biiyiik
oldugundan, endotel bariyerini ancak plazmolemma vezikiilleri araciligiyla gegebilirler. Bu
mekanizma lipoprotein reseptorlerinden bagimsiz olup ve kandaki lipoprotein diizeyiyle
iliskilidir. Endotelde herhangi bir hasar meydana geldiginde, bu bariyer 6zelligi bozulmakta
ve lipoproteinlerin subendotelyuma gecisi hizlanmaktadir. Endotel altina lipid gegisini takiben

gelisen olaylar aterosklerozun gelisini hizlandirmaktadir. Intimaya yerlesen lipoprotein



molekiillerinin ilk oksidasyonu da yine endotel hiicreleri tarafindan gergeklestirilir. Ox-LDL'
nin olusmasi bir dizi zincirleme olayi tetikleyen ilk temel basamaktir (26).

Normal bir endotel ylizeyi heparan siilfatla kapli olmasi ve salgiladig: prostasikline
(PGI,) bagh olarak anti-trombojenik bir yiizey olusturur. PGI, kuvvetli bir vazodilatator ve
trombosit agregasyon inhibitoridiir. Endotel hiicreleri ayrica plazminojen de dahil olmak
iizere fibrin yikici iirtinler salgilarlar. Bununla beraber, prokoagiilan etkileri de olan ve Von
Willebrand faktorii (VWF) gibi pihtilasma faktorleri de salgilayan endotel’in bu 6zelliginin
sadece yaralanma durumunda agiga ciktig1 diistiniilmektedir (3).

Endotel hiicrelerinin bir baska dnemli 6zelligi de tek katli olmalar1 ve iyilesirken bu
ozelliklerini korumak zorunda olmalaridir. Diger bir deyisle, hasar goren bolgelerde
kiimeleserek kolay iyilesme saglayamazlar, sadece bolgeyi c¢evreleyen hiicreler
rejenerasyondan sorumludur (4).

Yukarida da sozii edildigi gibi, endotel hiicreleri ayrica aterogenezde rol oynayan ¢ok
sayida maddenin ve bag dokusu elemanlarinin sentezinden sorumludur. Bunlarin arasinda
daha once de adi1 gecen PGI, disinda, nitrik oksit (NO), endotelin, anjiotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) gibi vazoaktif aminler, trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), fibroblast
biliylime faktorii gibi biiylime faktorleri ve tiimor nekrotizan faktor-a (TNF-a) ve interlokin-

I(IL-1) gibi endotel proliferasyonunu inhibe eden maddeler bulunmaktadir.

2.2.2.2. Diiz Kas Hiicreleri

Normal arter duvarmin media tabakasinda yer alan diiz kas hiicrelerinin esas gorevi
arter tonusunu saglamaktir. Aterosklerotik plagin gelisimi sirasinda mediadan intimaya gegen
bu hiicreler, lezyonun fibroproliferatif siirecinde gorev alir. Bu yiizden, diiz kas hiicrelerinin
intimada birikmesi, ilerlemis lezyonun gostergesi kabul edilir (3).

Diiz kas hiicre kiiltiiriinde iki ayr1 fenotip tanimlanmistir. Birinci grup yogun
miyofibriller igeren kontraktil fenotiptir. Bunlar media tabakasinda yerlesiktir, endotelin,
katekolamin, anjiotensin II gibi vazokonstriktorler ve PGE, PGI,, NO, ndropeptitler,
lokotrienler gibi vazodilatatorlere yanit verirler. Bununla beraber, ornegin PDGF gibi
mitojenlere kayitsizdir (3).

Kontraktil fenotip uyarildiginda, kontraktil elemanlarin azalmasi, graniilli
endoplazmik retikulum ve golgi cisimciklerinde gelisme ile sentetik fenotip olusur. Bu fenotip
aterosklerotik lezyonlarda bulunan gruptur ve kontraktil fenotipin aksine vazoaktif maddelere

yanitsiz kalirken, PDGF gibi mitojenler tarafindan uyarilarak lezyonun proliferatif



asamasinda aktif rol alirlar. Bazi1 proteinlerin salgilanmasindan ve bag dokusu elemanlarinin
sentezinden sorumludurlar (27).
Diiz kas hiicreleri ayrica, makrofajlar gibi lipoproteinleri fagosite edip, kolesterol

esterleri seklinde depolayarak "'kdpiik hiicrelerini" (foam cells) olustururlar (3).

2.2.2.3. Makrofajlar

Makrofajlar, dolagimdaki monositlerden tiireyen fagositik hiicrelerdir. Her
inflamatuvar olayda oldugu gibi, aterosklerotik plakta da yogunlukla bulunurlar. Monositi
kandan intimaya ¢eken gii¢, okside LDL parikiillerinin uyaricilig1 ile olusan bazi kemotaktik
maddelerdir. Bunlar arasinda en iyi bilineni makrofaj kemotaktik proteini-1 (MCP-1)' dir.
MCP-I, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve makrofaj tarafindan salgilanir. Dokuya gecen
monosit, monosit koloni uyarict faktdor (MCSF)'lin etkisi ile makrofaja doniisiir. MCSF'de,
yine okside LDL'nin uyariciligi altinda endotel hiicrelerince salinir. Makrofajlar bir kez
lezyona yerlestikten sonra, kendileri de pek cok biyolojik madde salgilayarak, yeni
makrofajlarin gelmesini, diiz kas hiicreleri, fibroblast ve monositlerin ¢ogalmasini ve bag
dokusu sentezini uyarirlar (28).

Makrofajlar ayn1 zamanda k&piik hiicre olusumunda asil rol oynayan hiicrelerdir. Daha
once endotel tarafindan baglatilan LDL partikiillerinin oksidasyonunu makrofajlar tamamlar.
Bu oksidasyon sonucunda, lipoprotein partikiiliiniin lizerideki apo B proteini, "¢opcii”
(scavenger) reseptorler tarafindan taninacak sekle doniisiirler. Diiz kas hiicreleri iizerinde de
"¢Opeli" reseptorler vardir, ama aterosklerotik plaktaki esas fagositik hiicreler yine
makrofajlardir. Makrofajlar, "¢Opgii" reseptorler araciligiyla okside LDL' yi fagosite edip
parcalarlar. Olusan kolesterol bilesikleri, kolesterol esterleri seklinde depolanir. Ancak
hiicrenin kolesterol yiiklenmesiyle, "¢cOpgii" reseptér sayisinda azalma (down regiilasyon)
olmadigindan, depolanma isi hiicrenin 6liimiine dek siirer. Boylelikle, lipid damlaciklariyla
dolan makrofajlar kdpiik hiicrelerine doniistir (3).

Aterosklerotik plaktaki makrofajin dmrii kesin olarak bilinmemektedir. Fakat bu
hiicreleri bekleyen olasi iki senaryo vardir. Ya plak i¢inde 6liir ve diger makrofajlar tarafindan
fagosite edilir, ya da plak iizerindeki endotelin siyrilmasiyla kana karisir ve dalak ile lenf

diigiimleri tarafindan dolagimdan temizlenirler (3).



2.2.2.4. Trombositler

Aterogenezin hemen her agsamasinda lezyon iizerinde trombosit kiimeleri veya mural
trombiisler goriilebilir. Cekirdeksiz hiicreler olduklarindan protein iiretememelerine karsin,
icerdikleri graniillerde ¢ok sayida degisik mitojenler, sitokinler ve vazoaktif maddeler tasirlar.
Endotel hasarinda oldugu gibi herhangi bir bi¢cimde tetiklenen trombosit aktivasyonu ve
agregasyonu, sonugta degraniilasyona ve bu maddelerin saliverilmesine neden olur. Biiyiik
olasilikla bu mekanizma aterogenezde rol oynamaktadir. Yiiksek katekolamin diizeyi, stres ve
sigaranin trombosit agregasyonunu arttirarak, bu mekanizmay1 hizlandirdig: diistiniilmektedir
(29,30,31). Yine de, trombositlerin asil etkisi, aterosklerozun bu erken evrelerinde degil,

ilerlemis lezyonun tehlikeli bir komplikasyonu olan trombiis olusumundadir (31).

2.2.2.5. T-Lenfositleri

Aterosklerotik lezyonlarda hem CD 4+ hem de CD 8+ hiicrelerin bulunmasi,
aterosklerozun patogenezinde bagisiklik sistemine, hatta belki de otoimmiiniteye iliskin
bilesenlerin de rol oynayabilecegi fikrini dogurmaktadir. Makrofajlarin bagisiklik sisteminde
T-lenfositlere antijen sunan birincil hiicreler olduklarinin bilinmesi ve aterosklerotik plakta T-
lenfositlerle yogun etkilesimlerinin gosterilmis olmast da bu kanty1 desteklemektedir. Yine de
bugiine kadar olasi antijenlerin gdosterilmesi miimkiin olmamustir. Ancak yapilan bazi
caligmalar, okside LDL'nin temel antijenik yapilarindan biri olabilecegine iliskin kanitlar

ortaya koymustur (32).

2.2.3. Ateroskleroz Patogenezinde Rol Alan Maddeler
2.2.3.1. Adezyon Molekiilleri

Endotel hiicrelerinin fonksiyonlarindaki herhangi bir patoloji ayni zamanda onlarin
ylizeylerinde daha c¢ok adezyon mollekiillerinin belirmesine neden olur (up-regiilasyon).
"vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1" (VCAM-1) ve hiicreler arasi adezyon molekiilii-1
(ICAM-I) gibi molekiiller 16kositlerin endotel hiicresine daha kolay tutunmasina neden
olurlar. Insanda heniiz kanitlanamasa bile inflamasyon hiicrelerinin (6zellikle monosit ve T-
lenfositlerin) endotele tutunup, daha sonra da endotel bariyerini agmasi aterosklerozu baslatan
olaylardan biri olarak kabul edilmektedir. Nitekim, yapilan bazi deneylerde yiiksek kolesterol
iceren diyet ile beslenen tavsanlarin, lezyon olusacak arter kesimlerinde, endotel yiizeyinde

VCAMH-I diizeyinde artma oldugu gosterilmistir (33).



Glikopotein yapisinda olan integrinler hiicrelerin birbirlerine ya da g¢evrelerindeki
yapilara tutunmalarimi saglarlar. Aynca, hiicre zarindaki konumlari nedeniyle, hiicre disi
uyarilarin hiicre i¢i olaylar1 baslatmasina aracilik ederler. Plak komplikasyonu sonucunda
aktive olan trombositlerin endotel hiicrelerine ve endotel alti yapilara tutunmasinda rol
oynayan GP-IIb’nin reseptdrleri integrin yapisindadir (34).

Selektinler, diger adezyon molekiillerinin aksine, proteinler yerine, karbohidrat ve
glikopeptidlere baglanirlar. Endotel hiicresinde bulunan E-selektin, 16kositlerin bu hiicrelere

tutunmasini ve oradan da subendotelyuma gecisini saglar (34).

2.2.3.2. Sitokinler

Gerek aterosklerozun baslamasinda rol alan ve yukarida sozii edilen adezyon
molekiillerinin endotel yilizeyindeki miktarlarinin artmasinda, gerekse aterom plaginin
komplike olmasinda sitokinlerin énemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Interlokin-1 (IL-1) ve
timor nekrozis faktdr-o (TNF-a) gibi sitokinler, endotel hiicresinde VCAM-1 geninin
transkripsiyonuna neden olarak aterosklerotik plagin olusumuna yol agarlar. Aterom plaginda
bulundugu gosterilen bir baska sitokin olan MCP-1, daha ¢ok sayidaki monositi plagin
bulundugu bolgeye ceker (33). Lezyonda bulunan T-lenfositlerinin salgiladig: interferon-y
(IFN-y)’nin ise, diiz kas hiicrelerinin apoptozisine neden olarak plagin komplike olmasinda
rol oynadigma inanilmaktadir (35,36). IL-1 ve TNF-o makrofajlar1 aktive ederek
metalloproteinaz salgilamalarini uyarirlar ki bu maddelerin akut koroner sendromlarin
olusumundaki yeri bilinmemektedir (25,26).

Sitokinlerin bir baska 6nemi de, akut koroner sendromlarin prognozunu belirlemede

giderek 6nem kazanan, akut faz reaktanlannin yapimini uyarmalaridir (37).

2.2.3.3. Bityiime Faktorleri
2.2.3.3.1. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

PDGF; Trombositlerin graniilleri igerisinde depolanan ¢ok giiclii bir mitojendir.
Proliferasyon yetenegi olan biitiin hiicrelerde proliferasyonu uyarici giice sahiptir. Mitojenik
etki gosterdigi hiicreler iizerine ayni zamanda kemotaktik etki de gosterir. Diiz kas hiicre
reseptorlerine baglanan PDGF, hiicre siklusunu uyararak DNA yapimina neden olur. Bunun
sonucu olarak hiicreler boliiniip cogalir. Bu etkilerinin yaninda PDGF ayrica diiz kas

hiicrelerinin pinositoz yapmasini, protein ve RNA sentezini uyarir. Ayrica hiicre yiizeyindeki



LDL reseptor sayist artar. Bir baska deyisle bu mitojen ile karsilasan diiz kas hiicreleri, hem

prolifere olur hem de bag dokusu sentezini arttirirlar (3).

2.2.3.3.2. Fibroblast Growth Factor —p (FGF-p)

Endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve makrofajlar oksidatif strese maruz kaldiklari
zaman igerdikleri FGF-B' y1 salgilarlar. Bu hiicrelerde FGF-B' nin salgilanmasina neden
olacak diizeyde bir hiicre hasar1 olustugunda, aciga ¢ikan FGF-f gerek diiz kas hiicrelerinin,

gerekse endotel hiicrelerinin prolifere olmasini uyarir (3).

2.2.3.3.3. Transforming Growth Factor-p (TGF-p)

Endotel hiicreleri ve makrofajlardan salgilanir. Diisiik dozlarda diiz kas hiicrelerinin
sekresyon ve proliferasyonunu uyarir. Yiiksek dozlarda ise giiclii bir hiicre proliferasyonu
inhibitoridiir. Aynca, TGF-B; kollajen, proteoglikan ve elastik lif proteinleri gibi bag dokusu

yapilarinin sentezini uyaran, bugiine kadar tanimlanmis en giiclii ajandir (3).

2.2.3.3.4. Heparin-Binding Epidermal Growth Factor (HB-GF)

Diiz kas hiicreleri ve aktive olmus makrofajlardan salgilanir. Diiz kas hiicreleri i¢in en

az PDGF kadar etkili bir mitojendir. Aterosklerozdaki rolii halen arastirilmaktadir (3).

2.2.4. Aterogenezde Temel Basamaklar

2.2.4.1. Endotel Disfonksiyonu

Normal endotelin aterogenezi engelleyen 6zellikleri vardir. Dolayistyla aterosklerozun
patogenezindeki ilk temel basamak endotel fonksiyonunda bozulma ile baglamaktadir (3).

Koroner arter hastalig1 acisindan aile anemnezi pozitif olan kisilerin, koroner arterleri
normal veya ¢ok az hasarli olsa bile, koroner kan akimi regiilasyonunda bozukluk oldugu
gosterilmistir. Bu da mikrodolagim diizeyinde koroner endotel disfonksiyonunun belirtisidir

(38,39). Endotel disfonksiyonu ayrica tip II diyabeti olan hastalarin birinci derece



akrabalarinda insiiline bagimli diyabeti olan hastalarda da gosterilmistir Endotel
disfonksiyonu, okside LDL partikiillerinin endotele zarar vermesiyle olusur (40-42).

Normal endotelin fonksiyonlarindaki bozulma sonucunda (43-49):
1-Endotele bagimli vazodilastasyon bozulur.
2-NO yapim ve salgilanmasinin azalmasi sonucunda trombosit agregasyonu kolaylasir.
3-Endotelin diizeyi artar, vazokonstriksiyon gelisir.
4-Endotel hiicrelerinde asimetrik dimetil arginin yikiminin azalmasi nedeniyle diizeyi artar ve
bu da NO sentezini inhibe eder.
5-Yiksek kolesterol diizeyi, endotelden serbest oksijen radikallerinin salgilanmasina neden

olur ki bunlar da NO'e baglanarak aktivitesini bozarlar.

2.2.4.2. LDL'nin Oksidasyonu

Kronik hiperlipidemide dolasimdaki diisiik molekiil agirlikli lipoproteinler
subendotelyal matrikse girerek oksitlenir (50). Bu oksitlenmede, lipoproteinin yapisindaki apo
E proteini ¢ok az degisiklige ugradigindan, olusan lipoprotein partikiilleride ¢ok az
degistirilmis LDL’ye mmLDL (minimally modified LDL) adi verilir. Okside LDL' nin
aterogenezdeki etkileri su sekilde siralanabilir:
1-"Copcli" reseptorlerce taninarak makrofajlar ve diiz kas hiicrelerince fagosite edilir (51,52).
2-Endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerine sitotoksik etki gdsterir.
3-Dolasimdaki monositler i¢cin kemotaktiktir.
4-Endotel adezyon molekiillerinin (ICAM-1, VCAM-1) Uretimini uyararak monosit ve T-
lenfositlerinin damar duvarina yapismasini kolaylagtirir.
5-Plak icindeki makrofajlarin motilitesini inhibe ederek, lezyondaki makrofaj sayisinin
artmasina yardimci olur.
6-Baz1 biiylime faktorleri ve sitokinlerin salgilanmasini uyarir.
7-Immiinojeniktir, antikor olusumunu tetikler.

LDL’nin aterogenezdeki etkisini kisaca boyle oOzetledikten sonra ileriki sayfalarda

LDL nin oksidasyon mekanizmasi iizerinde daha detayl1 olarak durulacaktir.

2.2.4.3. Kopiik Hiicre Olusumu

LDL molekiiliiniin ilk modifikasyonu endotel hiicresinde olur. mmLDL daha sonra

makrofajlardan salgilanan lipooksijenaz, reaktif oksijen tiirevleri ve malondialdehitin etkisiyle
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tekrar okside edilir (53). Malondialdehit, Apo B proteininin lizin halkasin1 degistirerek
lipoprotein molekiiliinii, makrofajlar {izerindeki ¢opgcii reseptorlerce daha kolay taninabilecek
yonde sekillendirir (51,52). Boylelikle makrofajlar, okside LDL partikiillerini fagosite edip
parcalar ve kolesterol esterleri bi¢iminde depo eder. Hiicrenin kolesterol yiiklenmesi, "¢opgii"
reseptor sayisinda bir down regiilasyona neden olmadigindan, bu depolanma devam eder.
Sonugta kopiik hiicreleri olusur. Makrofaj kopiik hiicreleri, TNF-a ve metalloproteinazlar gibi
inflamatuvar sitokinler ve prokoagiilan faktorler salgilar (54).

Diiz kas hiicrelerinin iizerinde de ¢Opgili reseptorler vardir. Bu hiicreler de okside
LDL'yi fagosite ederek kopiik hiicreleri olustururlar (3). Erken evredeki lezyonlarda lipid
cogunlukla hiicre i¢indedir. Ancak hiicre dis1 aralikta da elektron mikroskobuyla

goriilebilecek kadar az miktarda lipid damlaciklar1 bulunur (3).

2.2.4.4. Lipid Cekirdegi'nin (Lipid Core) Olusumu

Lezyon ilerledikce hiicre disinda da lipid birikmeye baslar. Ekstraselliiler lipidin olas1
iki kaynag vardir: Dolasimdaki LDL'nin dogrudan dogruya intima tabakasindaki
proteoglikanlara baglanmasi, ya da kopilik hiicrelerinin 6lmesi sonucu depolanmis olan
kolesterol esterlerinin agiga cikmasi. Hiicre disi lipidin ¢ogunlugunun bu ikinci yoldan
kaynaklandigi kabul edilmektedir (3).

Kopiik hiicre olusumunda rol alan iki hiicre tipinin, yani makrofaj ve diiz kas
hiicresinin yasam siiresi bilinmemektedir. Ancak ileri lezyonlarda diiz kas hiicre
proliferasyonunun olduk¢a smirlt oldugu gosterilmistir ki, bu da bu hiicrelerin uzun émiirlii
olduklarini diistindiirmektedir (3).

Buna karsilik makrofajlarin aterosklerotik plaklarda g¢ogaldiklar1 ve dolasimdaki
monositlerin de siirekli olarak plak icine girdikleri bilinmektedir. Bu ylizden plaktaki
makrofaj sayisinin kontrolsiiz olarak artmasini engelleyen faktoriin hiicre 6liimii oldugu fikri
mantikli gériinmektedir. Nitekim ilerlemis aterosklerozda hiicre 6liimiiniin yaygin bir 6zellik
oldugu gosterilmistir (55).

Makrofajlarin 6liimiinde, LDL oksidasyonu sonucunda olusan peroksitlerin de etkisi
olmakla beraber, asil mekanizma apoptozisdir (55). Apoptoziste, MCSF-1 gibi biiylime
faktorlerindeki azalmanin yanisira, TNF-o' nin da rolii vardir (55).

Aktif plakta lipid g¢ekirdek c¢evresinde metalloproteinaz iireten makrofaj kiimeleri

vardir. Metalloproteinazlar bag dokusunun yikimindan sorumludur (55).
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Sonugta olusan lipid ¢ekirdek, intima tabakasinin bag dokusu yapisi i¢inde kolesterol
ve hiicre yikim {iriinleriyle dolu bosluklardir. Bu asamada lipid ¢ekirdeginin iizerinde heniiz

fibrotik bir tabaka yoktur (55).

2.2.4.5. Fibroz Bashk (Fibrous Cap) Olusumu

Olgunlagmis aterom plaginda lipid ¢ekirdeginin iistii fibroz bir baslikla ortiliidiir.
Fibroz baslik ¢ogunlukla diiz kas hiicreleri ve onlarin irettigi bag dokusundan olusur.
Lezyonun yasi ilerledik¢e diiz kas hiicrelerinin sayisi da artar. Diiz kas hiicrelerinin medyadan
gocii ve proliferasyonu, PDGF, FGF gibi biliyiime faktorlerinin uyarisiyla gergeklesir. Bu
faktorler, aterogenezde rol alan hemen her hiicre tarafindan tiretilebilirler (56). Ayn1 faktorler,
bu hiicrelerin bag dokusu proteinlerini sentezlemesini de uyarirlar. TNF-a’da giiglii bir bag
dokusu sentezi uyaricist olmasina ragmen, bugiline dek bulunan en giiglii diiz kas hiicresi
prolifeasyonu inhibitoriidiir. TNF-o aktiflenmis makrofaj ve trombositlerden salgilanir.
Stimiilatér ve inhibitér bu maddeler arasindaki etkilesim, diiz kas hiicrelerinin proliferatif
cevabini belirler (56).

Bugiin artik fibr6z basligin dinamik bir yap1 oldugu bilinmektedir. Bir yandan diiz kas
hiicreleri tarafindan kollajen yapimu siirerken, diger yandan proteazlar tarafindan siirekli bag
dokusu yikimi olmaktadir. Bu yapim ve yikim islemleri arasinda ¢ok sayida sitokin tarafindan
kontrol edilen bir denge vardir (53).

Lipid ¢ekirdek ve etrafindaki fibroz basliktan olusan ilerlemis lezyona "fibroaterom"
ad1 verilir. Lipid ¢ekirdek ve fibroz tabakanin lezyondaki miktari, plagin zedelenebilirligini,
bir bagka deyisle, komplikasyon gelisimine ne kadar agik oldugunu belirleyen esas etkendir
(57). Soyle ki, fibroz baslik ne kadar kalinsa plak o kadar stabil, fibroz baslik ne kadar inceyse
yirtilmaya o kadar yatkin ve dolayisiyla plak da komplikasyona o kadar agiktir (58).

Fibroz bashgin yapiminda diiz kas hiicrelerinin rolii diislintildiglinde, plagin

stabilizasyonunda da 6nemli gorev iistlendikleri anlasilir (3).

2.2.4.6. immiin Mekanizmalar

Plaklarda T-lenfositlerin bulundugu gdsterilmistir. Bu hiicrelerin gorevi olasilikla

interferon- y salgilayarak diiz kas hiicre proliferasyonunu diizenlemektir (3).
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B-lenfositler ise plaklarin yapisinda bulunmamalarina ragmen, ¢evre adventisyada bol
miktarda bulunurlar ve okside LDL'ye karsi antikor {iretirler. Bu antikorlarin diizeyi,

plazmada oSlgiilerek aterosklerotik olayin aktivite ve yayginligi belirlenebilir (32).

2.2.4.7. Plak Vaskiilarizasyonu

Normal medya damarsiz bir yapidir. Ancak intimal kalinlasma oldugunda, adventisya
tabakasinda lezyonun tabanina dogru yonelen yeni damarlanmalar olur. Bu damarlarda yogun
bicimde adezyon molekiilii sunumu oldugu gosterilmistir. Biiylik olasilikla monositlerin

lezyona girdikleri bir bagka yol da yeni gelisen bu damarlardir (59).

2.2.5. Ateroskleroz Patogenezini Ac¢iklamaya Yonelik Hipotezler
2.2.5.1.Hasara yamt hipotezi

Aterosklerotik siireci hangi olayin ya da olaylar dizisinin baslattig1 bilinmemektedir.
Bu siireci agiklamaya yonelik gelistirilen hipotezler iginde en yaygin kabul goren; hasara
yanit (response to injury) hipotezidir. Ross tarafindan ortaya atilan bu varsayimda, olaylar
endotel disfonksiyonu baslatmaktadir (25). Metabolik, mekanik, toksik, immiinolojik olaylar
ile infeksiyonlar endotel disfonksiyonuna neden olurlar. Bilinen risk faktorlerinin hemen
hepsi (sigara, hipertansiyon, diyabet, hiperkolesterolemi, okside LDL kolesterol) endotel de
islevsel bozukluga yol acabilirler. Disfonksiyonel tek hiicre sirasindan olusan bu tabakanin,
kan ile damar duvari arasinda bariyer olma 6zelligini, secici gecirgenligini ve antitrombotik
yapisint bozar. Bunun sonucunda gelisen inflamatuvar ve proliferatif olaylar dizisi,
aterosklerotik plagin olusmasina neden olur (25).

Disfonksiyon endotelin yukarida siralanan islevlerinde dengesizlige neden olur.
Gevseme ile kasilma, anti-trombojenite ile pro-trombojenite ve anti-proliferasyon ile
proliferasyon arasindaki denge bozulur. Aktive olmus endotel hiicrelerinden, adezyon
molekiilleri (VCAM-I), sitokinler (IL-1, TNF-a), kemokinler (MCP-I, IL-8), ve biiylime
faktorleri (PDGF, FGF-pB) salgilanir (25). Salgilanan ¢ekici maddeler ile lezyonlu alana gog
eden monositler, inflamatuvar sitokinler salgilarlar. IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler, endotele
daha cok 16kosit ve LDL baglanmasina neden olmanin yaninda, protrombojenik 6zellik de
verirler (60).

Endotele tutunduktan sonra, subendotelyal alana gegen monositler burada makrofajlara

doniisiirler. Okside LDL' yi fagosite ederek kopiik hiicresine doniisen makrofaj, biiylime
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faktorleri, sitokinler, hidrolitik enzimler ve prokoagiilan maddeler salgilar. Bunlar, endotelde
daha fazla hasar olusturarak yerel vazokonstriksiyon meydana getirirler. Bunun sonucunda bu
bolgenin trombositlerle baglant1 kurmasina, diiz kas hiicrelerinin aktivasyonuna ve hiicre dist
matriks yapimina neden olurlar (25).

Patogenez anlagilabilecegi gibi aterosklerozun bu saygi uyandiran 6nemi, nedeninin
kesfedilmesi i¢in muazzam cabalar sarf edilmesine neden olmus dikkat ¢eken bu teori,
"hasara-karsi-cevap" hipotezi olarak adlandirilmistir (Sekil 2). Bunu kisaca 0Ozetleyecek
olursak;

a) Endotel gecirgenliginde artis veya diger endotel fonksiyon bozuklugu bulgulari
ile sonuglanan genellikle hafif, fokal kronik endotel hasar alanlar1 olusmasi.

b) Esas olarak yiiksek kolesterol igerikli LDL veya modifiye LDL ve
lipoproteinlerin damar duvari i¢ine dogru sizmasinin artmast.

¢) Bu hasarlanma odaklarinda endotel hiicrelerinin, monosit/makrofajlar, T-
lenfositler ve intima ya da medyanin diiz kas hiicrelerini igeren bir dizi hiicresel
etkilesimlerin olmasi.

d) Ekstraselliiler matriks olusumu ile birlikte intimadaki diiz kas hiicrelerinin

proliferasyonu.

2.2.5.2. Monoklonal hipotez

Diiz kas hiicre proliferasyonu ve bunu endotel zedelenmesinin takibidir. Diiz kas
cogalmasinin 6n planda olmasi bazi1 plaklarin tek bir ana hiicrenin soyundan olusuyor gibi
goziktiigiinii gosteren caligmalar1 desteklemektedir. Baska bir deyisle cogu tiimorlerdeki gibi
plaklarda monoklonaldir. Viriis ve karsinogenler gibi mutagen etkenler plak olusumuna yol
acan hiicre ¢ogalmasina neden olabilir. Ancak karsit goriislere gore plaklar oligoklonaldir.
Normal ¢ogalma kontroliinde baskilayici rolleri olan madelerin yasla iligkili kaybina yol acan

uyaranlara yanit olarak prolifere olan birka¢ klonluk diiz kas hiicrelerinden olusur (62).
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Sekil 2. "Hasara tepki" hipotezine gore aterosklerozun olusumu (61).
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2.2.6. Aterosklerozda lipidler ve lipoproteinler
2.2.6.1. Modifiye LDL

LDL reseptorlerine iligkin ¢aligma ve buluslariyla 1986 da Nobel 6diilii alan Micheal
S. Brawn ve Joseph L. Goldstein, lipoproteinleri, modern bir kentin toplu tasima sistemine
benzetirler. Gergekten, lipoproteinlerin olusturdugu tasima sistemi ile modern bir kentin
metro sistemi arasinda sasirtict derecede benzerlikler vardir.

Lipoprotein tasima sistemi, yolcular1 olan lipidleri (kolesterol esterleri ve
trigliseridler), aksam sabah demeden organizmanin gereksinmeleri dogrultusunda, giinboyu
tasir dururlar. Tasima sistemi bu islevi yerine getirirken, ger¢ek metro sisteminde de
gozlendigi lizere, belli saatlerde (lipid absorbsiyonunun arttigi, yemek sonrasina rastlayan
saatlerde oldugu gibi) yolcu trafiginin yogunlasip siklastig1 goriiliir. Yine, metro 6rneginde
oldugu gibi, tasima sisteminin vagonlarini olusturan lipoproteinlerinden birine binen bir
lipidin o vagonda son duraga kadar yolculuk etmesi gerekmez, ara duraklarda inebilir.
Vagonu terkeden lipid, metro sisteminin tiimiiyle disina ¢ikip ‘kendi isine’ gidebilecegi gibi,
hemen baska bir vagona atlayip (aktarma yaparak) yolculugunu siirdiirmesi de olanaklidir. Bu
arada, metro tagimaciliginda da goriilebildigi gibi, sozii edilen tagimacilik sisteminde de, bazi
hatlarda, gecici veya kalic1 trafik sikigikliklar1 yasanabilir. Bunlarin bazilar1t metrodaki proje
hatas tiiriinden genetik kokenli olmakla birlikte, daha ¢ok, yolcu trafiginin artisina baglidir.
Bazen de, genetik yatkinligi olan bireylerde, diyet veya endokrin dengesizliklerin tagima
sistemini bunaltmasi sonucunda ortaya ¢ikan ¢ok etmenli (multifaktoriyel) bir hiperlipidemi
s0z konusudur.

Bildigimiz gibi viicuttaki kolesterol ya diyet yolu ile alinir ya da viicutta endojen
olarak karaciger, beyin, adrenal, barsak, deri gibi organlarda iiretilir. Arter duvarindaki
lipoproteinler, endotel yiizeyinde bulunan lipoprotein lipaz tarafindan etkilenir. Lipoprotein
lipaz gibi apolipoprotein E de hiicre dis1 lipidlere baglanabilir ve bunlarin reseptor aracili
alimini destekler (63).

Kan kolesterol diizeyi hiicre yiizeyindeki dogal LDL reseptdrleri ile kontrol edilir. Bu
reseptorler hepatositler dahil tim viicut hiicrelerinin yiizeyinde bulunur ve kandan
kolesterolden zengin lipoproteinlerin alimini diizenleyici gorev {iistlenmistir. LDL reseptori
lipoproteini baglayarak hiicre i¢ine alir, protein ve lipid hidrolizi i¢in lizozomlara iletir, tekrar
lipoprotein baglayabilecekleri hiicre ylizeyine geri doner. Lipoprotein yiizeyinde reseptdr ile

etkilesmeyi saglayan iki protein "apolipoprotein B 100" ve "apolipoprotein E" dir (63).
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Yiiksek LDL-kolesterol diizeyi aterogenezin temelini olusturur Bu nedenle yiiksek
trigliserid diizeyi, kiigiik LDL partikiili ve diisik HDL-kolesterol diizeyi aterojenik
dislipidemi kriterlerini olusturur (63). Serum LDL-kolesterol diizeyi yani sira partikiil sayisi
da Onemlidir. LDL-Apo B diizeyi tam olarak partikiil sayisii yansitir. Kiiciik LDL
partikiilleri daha aterojeniktir (64,65). Endotel hiicre membraninda kronik LDL-kolesterol
yliksekligine bagli kolesterol/fosfolipid oraninin artmasi ile membran vizkositesi artar.
Ozellikle endotel hiicrelerinin kan akimi degisikliklerine maruz kaldig1 dallanma bolgelerinde
ciddi hasar yapar (65). Lipoprotein oksidatif modifikasyonunda lipoprotein igerigini olusturan
apoprotein, kolesterol, kolesterol esteri ve trigliserid bilesenlerin her biri okside olabilir

(66,67).

2.2.6.2. Oksidan stres ve LDL oksidasyonu

Insan LDL-kolesterolii 1019-1063 gr/ml dansite araliginda ultrasantrifiijle izole edilen
lipoprotein populasyonu olarak tanimlanir. Her LDL partikiilii yaklagik 1600 kolesterol ester
molekiili ve 120-170 trigliserid molekiiliinden olusan santral lipofilik ¢ekirdek igerir. Bu
cekirdek lesitin, az miktarda sfingomyelin ve lizolesitin iceren yaklasik 700 fosfolipid
molekiilii ve 600 serbest kolesterol molekiiliinden olusan tek tabaka ile ¢evrilidir (Sekil:3). En
dista 4536 amino asit birimi igeren Apo B100’den olusan tabaka bulunur. LDL-kolesteroliin
farkli siniflarina bagh total yag asidi sayis1 yaklasik 2700 olup yaris1 poliansatiire yag asidi
(PUFA); ozellikle linoleik asittir. PUFA yapisindaki farkliliklar, farkli LDL o6rneklerinin
oksidasyona kars1 farkli davranmasinin temelini olusturur. LDL'deki PUFA a-tokoferol gibi

antioksidanlar ile serbest radikal hasarina karsi korunur (68).
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Sekil 3: LDL 'nin yapisi

Son yillarda aterosklerozun oncii lezyonu erken yagh ¢izginin etiyolojisi ve bu tip
lezyonlarin sef hiicresi makrofajlarin ateroskleroz icin ana risk faktorii olan plazma
LDL-kolesteroliinden hangi mekanizmalarla kolesterol biriktirdiginin  anlagilmasina
odaklanilmistir (69). LDL modifikasyonu makrofajlara alim ve hiicresel LDL birikimi ig¢in
gereklidir. Oksidasyon, kendi kendine agrege olma, proteoglikan ve matriks proteinleri gibi
makromolekiillerle kompleks olusumu, Fc reseptor yolu ile immun kompleks olusumu gibi
cesitli modifikasyonlar LDL’yi daha hizli makrofajlara alinabilen formlara dontistiirtir(69-72).

LDL oksidasyonu aterogenezde erken basamaktir. Dogal LDL'nin makrofajlara
aliminda rol oynayan klasik LDL reseptor yolunda hiicre igine alinan kolesterol miktari
sinirlidir. Makrofaj hiicre kiiltiirii ortamina LDL eklendiginde makrofajlarin kolesterol ester
birikimi olusturacak kadar ¢ok miktarda LDL'yi alamadiklar1 goriilmiis. Asir1 miktarda
kolesterol biriktirebilmesi i¢in modifiye olmasi gerektigi anlasilmig, LDL'nin kimyasal tiirevi
asetillenmis LDL'nin makrofajlara ¢opcii reseptorlerle asir1 sekilde alindigi gosterilmistir
(Sekil 4). mmLDL'min de ayn1 reseptorler tarafindan tanindigi gosterilmistir (68). Homozigot
famiyal hiperkolesterolemili olgularin makrofajlarinda LDL reseptor eksikligi bulunmasina
ragmen aterosklerotik plakla birlikte kolesterol ester biriktiginin izlenmesi ile makrofaj
yiizeyinde yer alan, kimyasal asetilasyon ile modifiye olan, LDL'yi baglama yeteneginde

yakalayici reseptorler tanimlanmugtir.
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Sekil 4: LDL ve LDL reseptor tipleri

Diisiik dansiteli lipoprotein oksidasyonu; /n vitro kiiltiir hiicreleri (endotel hiicre, diiz
kas, makrofaj) veya bakir gibi agir metal iyonlari ile inkiibasyonla gerceklestirilebilir. Ayrica
LDL soya lipoksigenazi ile de okside edilebilir. Heniiz in vivo fizyolojik mekanizmalar tam
aciklanamamustir (72-74). Endotel hiicresi veya makrofajlarla indiiklenen oksidasyonun hiicre
icinde olusarak LDL'ye aktarilan lipoperoksitlere bagli oldugu ve 15-lipoksigenaz basta
olmak tizere hiicresel lipoksigenazlar, lipoperoksit olusumunda 6nemli bir rol oynadig: ileri
stiriilmektedir (69). Lezyonlarda belli konsantrasyonlarda bulunmalar1 nedeni ile in vivo
oksidasyonda etkin olan hiicrelerin endotel hiicre, makrofaj ve diiz kas hiicresi oldugu kabul
edilir. LDL'nin hiicre aracili oksidasyonu NADPH oksidaz, lipoksigenaz, myeloperoksidaz
gibi hiicresel prooksidan sistemler ve glutatyon, SOD gibi hiicresel antioksidanlar arasindaki
denge ile lipoproteinin oksidatif durumuna baglidir. Aterogenezin erken evrelerinde makrofaj
aracili, gec evrelerinde diiz kas hiicreleri ile LDL oksidasyonu baskindir (75).

LDL partikiil grubu heterojendir, dansite ve yiik farkliliklarina gore ayrilir. Dogal
LDL plazma LDL'nin %90-98'ini temsil eder. mmLDL ise %10'dur. LDL'nin ¢ogunlugu
kiiciik, yogun LDL'de bulunur, bazi bireylerde bu oran %20'ye ¢ikar. Total LDL
konsantrasyonunun aksine yogun LDL orani ateroskleroz gelisiminde gii¢lii tanisal degere
sahiptir. Bu partikiillerde oksidan/antioksidan dengesi oksidasyon yoniine kayar, peroksit
konsantrasyonu artar, antioksidan igerik azalir. mmLDL'nin bilesimi genellikle yogun LDL'e
benzer. Total LDL fraksiyonundan ayrilan bashica 06zelligi elektroforez tekniklerini
kulanmaya olanak saglayan artmis elektronegativite 6zelligidir. Degisik protein yiikii siyalik
asit icerigindeki degisiklik ile birliktedir ve arteriyel duvarda LDL oksidasyonu ve hasarla

iliskilendirilebilen inflamasyon-oksidasyon olaylar1 ile baglantili olabilir. LDL olusumunda

19



oksidatif siirecin rolii lizin, tirozin, sistein gibi oksidasyona duyarli amino asitlerin azalan
diizeyleri ile kanitlanir. Diger amino asitlerin yiliksek diizeyleri ve LDL'nin paradoks
ozelikleri LDL ile iligkili diger protein-peptidlere bagli olabilir. Bu LDL protein
modifikasyonu oksidatif ve nonoksidatif 6zelliklere sahiptir (76).

Endotel alt1 bolgeye dogru gecisini takiben LDL, baslangicta ilimli olan oksidatif
siirece girer, Oncelikle mmLDL olusur. Ox-LDL'den farki i1limli lipid peroksidasyonu
gerceklesmis olmasina ragmen LDL reseptorii tarafindan taninabilmesidir mmLDL
monositlerin endotel hiicreye adezyonunu uyarir. Lokal vaskiiler hiicrelerden MCP-1 ve
MCSF salmimi yaparak monosit baglanmasi ve makrofajlara farklilagsmasini uyarir.
Makrofajlar mmLDL'nin oksidasyonunu hizlandirir ve artitk normal LDL reseptorler ile
taninamayan Ox-LDL formu olugur. Ox-LDL artik dogal LDL reseptorii tarafindan taninamaz
(Tablo 1), bunun yerine hiicre i¢i kolesterol icerigi ile diizenlenmeyen yakalayici reseptor
sistemi ile alinir. Makrofajlar Ox-LDL'den biiyiik miktarda kolesterol esterleri biriktirdik¢e
kopiik hiicreye doniisiir (Sekil 5). Ox-LDL heterojen bir iirlindiir. Okside yag asitleri ve yikim
iirlinleri, okside sterol ve fosfolipidler ile bunlarin apo B ile konjuge olmus hallerini igerir.
mmLDL yagh c¢izgi olusumu ile ilgili iken, Ox-LDL lezyonun ilerlemesinde etkili gibi
goriinmektedir (71,74,77ege).

Tablo 1: Dogal ve Ox-LDL ozellikleri

Dogal LDL Ox-LDL
Apoprotein yapisi saglam Proteolize, fragmante, capraz bagl
Antijenite yok var
PUFA ve antioksidan yiiksek diisiik
Lipid peroksit/Yikim iiriinii yok var
Okside kolesterol icerigi diistk yiiksek
Anormal lipid yap1 yok klorlu/nitratli yap1 bulunabilir
Lizofosfotidilkolin cok az yiiksek

20



ICAM-1,VCAM-1

Képiik hiicre

<

Endotel hiicre [

Matriks
proteoglikan

Sitokin
IL-1
IL-6
IL-8

Kdpiik hiicre

Arteriyel duvar

Diiz kas hiicre

Sekil 5: Oksidasyon evreleri ve yakalayict reseptorler ile etkilesim (78)

LDL oksidasyonu baslica arteryal intimada gergeklesir (79). LDL' nin oksidasyonu
serbest radikal aracilifi ile olusan bir prosestir ve poliansatiire yag asitlerinin (PUFA)
peroksidatif modifikasyonunu igerir (80). LDL oksidasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin
PUFA’nin yiizeyindeki fosfolipidlerde bulunan ¢ifte baglardan hidrojen atomu koparmasiyla
baslar. Ardindan molekiiler diizenleme ile konjuge dien olarak adlandinlan, konjuge c¢ifte
baglar olusur. Oncelikle, oksidasyon hizi oksidasyonun gerileme fazini olusturan endojen
antioksidanlar ile baskilanir (81,82). Gerileme fazini hizli ilerleme fazi takip eder ki bu fazda
bir baska poliansatiire yag asitinden hidrojen koparilmasini gerektirir, sonugta lipid
peroksitleri olusur. Ilerleme fazini, dekompozisyon fazi takip eder. Burada ¢ifte baglar
koparilarak hidroksinonenal, heksanal ve malondialdehit gibi aldehider olusur.

Okside LDL' nin dikkati ¢eken bazi 6zellikleri soyledir: serbest yag asitlerindeki
indirgenme, lipid peroksitlerinde artig, oksisterol miktarinin artmasi, apolipoprotein B-100
negatif yiikiinde artis, apolipoprotein B-100 pargalanmasinda artis, lizolesitin miktarinda artis,

LDL reseptoriince uptake' in azalmasi ve ¢opcii reseptor mekanizmasiyla uptake' te artis (83).
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Endotel alt1 bolgede makrofajlara maruz kalan LDL'nin oksidasyona ugrayarak arter
duvarinda bir takim toksik etkiler olusturdugu; bodylece arteriyel hiicreler, inflamatuvar
aracilarin katildig1 aterosklerotik siireci baslattigt benimsenmistir. Arter duvarinda LDL
oksidasyonu ve trombosit aktivasyonu birbirinin etkilerini tetikleyen iki mekanizma olarak bu
stirecte anahtar rol oynadigi belirtilmektedir.

Diisiik dansiteli lipoproteinin oksidasyonu temelinde serbest radikal ile iliskili bir
stirec ile baglayan LDL’deki PUFA’larin peroksidasyonu ile devam eden bir dizi reaksiyonlar
zinciridir. PUFA'lar 3-9 C (karbon) uzunlugunda, diger lipidlerle veya apo B ile konjuge
olabilen aldehit/keton iceren daha kiiciik birimlere ayrilmasi gergeklesir (75). Bu lipid
peroksidasyonunu herhangi bir serbest radikal baglatabilir. Oksidatif stres altinda makrofajlar
LDL oksidasyonuna yol agan reaktif oksijen tirlinleri olusturur. Siiperoksit anyon gibi reaktif
oksijen iiriinleri ortama salmarak LDL'de lipid peroksidasyonunu baslatir (69,73,78,). Serbest
radikal doymamus bir yag asitinin cis ¢ifte bagindaki reaktif bir metilen grubundan bir
hidrojen atomu ¢ekme yeteneginde olup karbon atomu iizerinde ortaklanmamis elektron
bulunduran lipid radikali olusumu ile lipid peroksidasyonu baglar.

Oksijen ile birleserek lipid peroksi radikali, bunlar da diger yag asidi yan zincirleri ile
tepkimeye girerek lipid hidroperoksitleri olusturur. Lipid peroksidasyonunun ana firiinleri
olan lipid hidroperoksitler olduk¢a stabil molekiillerdir. Fakat bakir iyonlart gibi ¢ift
degerlikli metal iyonlar veya hem-protein kompleksleri tarafindan katalizlenen yikimlari
sonucu alkoksil ve peroksil radikalleri olusur. Bu durum. zincirleme reaksiyonlara neden
olarak ortamda fazla miktarda lipoperoksitlerin olugsmasina neden olur. Artmis sayida
lipoperoksitler yag asidi ¢ifte baglarinin yeniden diizenlenimi ile karakteristik 234 nm'de
absorbsiyon gosteren konjuge dienlerin olusumuna neden olan zincir reaksiyonu olusturur
(68,69,78,84).

Oksidasyonun baslangi¢ evresi sirasinda oksidasyon hizi LDL partikiiliindeki endojen
antioksidanlarin varligi ile baskilanir ve gecikme fazi ile sonuglanir (lag faz). Bu evrede
LDL'de oksidatif reaksiyonlar yavastir, ortalama 34-114 dakika siirer ve antioksidanlar
tiikkenir. Ilk tiikkenen a-tokoferol, en son tiikkenen ise B-karotendir. Antioksidanlarin tiikendigi
anda hizli ilerleme faz1 gelisir. Bu evrede baska bir PUFA'dan PUFA peroksiradikal (LOQ")
ile bagka bir hidrojen atomu ¢ikarilmasi ve sonugta lipid peroksit olusumu gerceklesir. Hizl
ilerleme faz1 serbest radikal olusturan karbon ve oksijen sayisini arttirarak LDL'nin sterol, yag
asidi, fosfolipid, Apo B gibi tiim bilesenlerinde degisiklige neden olur. Ilerleme fazini
dallanma veya yikim fazi izler, aldehit olusumu ile sonuglanir. Temel aldehit iiriinler alkanal

(MDA), alkenal (4-hidroksinoneal, hekzonal) ve alkanlar (pentan, etan) dir. Oksidatif
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modifikasyon sirasinda LDL'de fosfolipaz A, aktivitesi ile lesitinden lizolesitin olusumu da
artar. Lizolesitin okside yag asitlerinin salimimini arttirir. Sfingomyelinaz ve fosfolipazA,;
LDL'deki dogal fosfolipidleri daha aktif molekiillere kiimelenmesine neden olur (85). Yag
asidi pargalanmasi sonucu olusan ve son derece reaktif iiriinler olan aldehitler, ketonlar ve
oksisterol tiirevleri gibi oksitlenmig {iriinler daha sonra LDL'min protein icerigi apo B-100
veya fosfolipidlerle kompleks olusturabilirler. Aldehitler apo B100 iizerindeki Schiff bazi
olusumu ile pozitif yiiklenen amino gruplari ile ¢apraz yapar. Bu da LDL partikiiliiniin negatif
yiikiinde artisa neden olur. Bu {irlinler agaroz jel elektroforez ile kolaylikla saptanabilir veya
karakteristik floresan spektrum gosterirler. Apo B100 peptid baglar direkt oksidatif yikima da
ugrayabilir. Apo B'min lizin birimlerinin modifikasyonu LDL'nin reseptoriine baglanma
yetenegini inhibe eder. Apo B'nin lizin birimlerinin %16's1 reaktif {irlinler tarafindan
maskelendiginde LDL partikiili artik yakalayict reseptdr tarafindan alinmaya
baglar (68,69,73,75,77,86). Boylece lipid peroksidasyonu ile basglayan olaylar zinciri, LDL
partikiil yapisinda yaptig1 degisiklikler ile ateroklerotik lezyon olusumunda 6nemli basamak

olusturur (Sekil 6).
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Arter duvar hiicreleri; lipoprotein lipaz, kolesterol esteraz, fosfolipaz A, fosfolipaz C,

fosfolipaz D ve lipoksigenaz icerir ve LDL oksidasyonu i¢in ¢esitli mekanizmalar sunarlar

(Tablo 2) (75,78,87):

a)

b)

g)

h)

Indirgeyici metaller veya hiicre dis1 peroksidaz varhiginda siiperoksit iyon gibi reaktif
oksijen f{irtinleri olusabilir; 6rnegin; NADPH oksidaz, ksantin oksidaz gibi
oksigenazlarin aktivasyonu ile gii¢lii oksidan OH' radikali gibi radikaller olusabilir.
NO sentaz enziminin aktivasyonunu takiben diiretilen NO, OH' radikali veya
peroksinitrit gibi radikallerin olusumunda oOnciildiir. NO ve siiperoksit radikallerinin
reaksiyonu sonucu olusan peroksinitrit, LDL'yi in vitro okside edebilme
yetenegindedir.

Hiicresel 15-lipoksigenaz aktivasyonunun okside ettigi yag asitleri daha sonra
fosfolipaz A, etkisi ile salimir. Hiicre dis1 okside yag asidi geg¢is metal iyonlar
varliginda LDL'yi baglayabilir ve lipid peroksidasyonunu uyarir.

Myeloperoksidaz ile hidrojen peroksit ve klordan sentezlenen reaktif hipokloroz asit
LDL oksidasyonunu ge¢is metal iyonlari olmadan uyarabilme yetenegindedir.

H,0, kadar siiperoksitler i¢in de kaynak olan, mikrozomlardaki lipidleri okside
edebilen sitokrom P-450 enzimlerinin aktivasyonu ger¢eklesebilir.

Asint H,O, varlhiginda, myoglobin ve hemoglobin gibi hem proteinleri ile LDL
oksidasyonu serbest hem salinmasi, ferril hemoprotein oksidasyonunun gerceklesmesi
ve protein merkezli radikallerin olusumunu iceren mekanizma gerektirir.

Metal iyonlarmin varliginda siliperoksit anyon olusturan otooksidasyon LDL
oksidasyonunu kolaylastirabilir.

Diisiik dansiteli lipoprotein'nin igerdigi kolesterol esterlerinin arteriyel hiicrelerde
bulunan kolesterol esteraz ile hidrolizi sonucu serbest kolesterol ve yag asidi
miktarlart artar; trigliseridlerin hidrolizi digliserid, monogliserid ve gliserol miktarinda
artisa yol acar.

Fosfolipaz A, lizolesitin miktarin1 arttirirken, fosfolipaz C inozitol fosfat ve
diagilgliserol olusumuna yol agar. Lipoksigenazlarin etkisi ile de hidroliz sonucu agiga

c¢ikan yag asitlerinin oksidasyonu gergeklesir.
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Tablo 2: Farkli uyaranlarla LDL modifikasyonunda olusan degisiklikler (88)

Fosfolipaz A, Cu/Fe Makrofaj  Asetil LDL
LDL Yapisi Fosfolipidler okside yag asiti okside yag asiti asetilasyon
Biiyiiklik N N N N
Negatif yiik T T
Heparin baglama ! ) ! !
LDL reseptore baglanma 0 } } !
Yakalayici res'e baglanma 1 T 7 T
Oksidasyona yatkinlik N 1 1 l

In vitro kosullarda, oksidasyonu baslatmada kullanilan hiicre tipi, ortamdaki metal
iyon konsantrasyonu, ortamin kendisi, inkiibasyon. sartlar1 ve LDL'nin hazirlanma sekli ile
farkli genetik yatkinliga bagli olarak ¢esitlilik gosterir. LDL'yi okside etmedeki kosullar siki
kontrol edilse de iirlin deneyler arasi degiskenlik gosterebilir. PUFA'dan zengin yapilar
doymus veya tek C’lu doymamis yag asidi iceren zengin yapilara gore daha hizli okside olur
(69,75). Yiiksek kan kolesterol diizeylerinin artmis oksidasyon olasilig1 ile birlikteligi bilinir
ve gecikme fazinin kisalmasi, daha yiiksek oksidasyon iiriinii diizeyi ve artmis makrofaj alimi
normokolesterolemiye gore hiperkolesterolemide daha fazladir. Hiperkolesterolemide
LDL'deki protein/a-tokoferol orami etkilenmez ve bu durumda bakirla indiiklenen LDL
oksidasyonuna yatkinlik azalabilir (89).

Diistik dansiteli lipoprotein oksidasyonunun baslica arter duvarinda gergeklestigi kabul
edilir. Plazmada yiiksek antioksidan diizeyi nedeni ile oksidasyonun fazla olmadigi, plazmada
oksidasyon gerceklesse bile karaciger siniizoidal hiicrelerinde yakalayici reseptorler ile
ortamdan hizla uzaklastirildigi ve plazma yar1 omriiniin birka¢ dakika ile siirlt oldugu
diistintilse de Ox-LDL epitoplarina karst antikorlar ile yapilan g¢aligmalar plazmada da
bulunabilecegini ve ayrica plazma Ox-LDL'nin arteriyel duvar i¢in kaynak olup olamayacagi
sorusunu akla getirmektedir (90,91).

Wattanabe tiirli hiperlipidemik (WHHL) tavsan ve domuzlarda koroner aterosklerotik
lezyonlarda biriken Ox-LDL miktarinin lezyonlarin ilerlemesi ile uyumlu olmasi ve

hayvanlarin serumunda Ox-LDL'ye karsi otoantikor saptanmasi; Ox-LDL belirleyicisi lizin
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aldehitlerin monoklonal antikorlar ile insan ve tavsan aortunda makrofajdan zengin

lezyonlarda saptanmasi; hiicre kiiltiir makrofajlarinin Ox-LDL’yi1 lipid yikli kopiik hiicre

olusturmak {izere almasi; ateroskleroz i¢in yiiksek risk tasiyan hiperkolesterolemik,

hipertansif, diabetik ve bobrek yetmezlikli olgulardan elde edilen LDLmin lipid

peroksidasyonuna artmis yatkinhigi; in vitro oksidatif modifikasyonu oOnleyebilen dogal

antioksidanlarin alimi ile aterosklerotik hiperlipidemik tavsanlarda lezyon miktarinin azalmasi

gibi cesitli calismalar LDL'nin baz1 aterojenik kosullarda in vivo okside oldugunu gosterir

(78). Buna dair yapilan ¢aligmalar1 sdyle 6zetleyebiliriz (68,78,92);

a)

b)

Epidemiyolojik caligmalar: Besinlerle alinan antioksidan miktar1 veya plazma
antioksidan diizeyleri ile KAH gelisim riski arasinda ters iliski vardir. Bundan
baska tekli doymamis yag asidi tliketiminin fazla oldugu yerlerde KAH daha az
goriilmektedir.

Immunohistokimyasal ¢aligmalar: Ox-LDL'nin epitoplarina karsi olusan antikorlarla
yapilan ¢aligmalarda, hayvan ve insanlarda aterosklerotik lezyonlarda daha koyu
boyanma oldugu, normalde bu durumun olmadig1 bulunmustur.

Aterosklerotik lezyonlardan elde edilen LDL'nin bir¢ok fizikokimyasal, immunolojik
ve biyolojik 6zellikleri in vitro kosullarda okside edilen LDL'ye benzerlik gosterir.

E vitamini ve B-karoten gibi lipofilik antioksidanlarin in vitro LDL'yi oksidasyona
kars1 korudugu gosterilmistir.

Okside-LDL immunojeniktir, insan ve hayvan serumlarinda otoantikorlar
gosterilmistir. mmLDL antikor olusumunu uyarir, LDL-immun kompleks agregatlari
Fc reseptor araciligi ile makrofajlara alinip kolesterol birikimine neden olur.

Plazmada diisiik miktarlarda Ox-LDL partikiilii saptanmistir.

Aterosklerotik lezyonun ilerlemesinde Ox-LDL'nin biyolojik etkileri sdyle

siralanabilir(69,72,74,75,77,78,89):
1) Okside-LDL, mmLDL gibi MCP-I salinimina yol acarak monositler i¢in kemotaktik etki

gosterir. Ayni zamanda T-lenfositler i¢in de kemotaktikdir.

2) Doku makrofaj hareketini Onleyerek arteriyel duvardan ¢ikisini engeller. Boylece

kolesterol ester zenginligine yol agacak sekilde makrofajlarda kolesterol birikimi olur.

3) Diger hiicrelere sitotoksiktir. Bu hiicrelerin kan elemanlari ile temasi biiylime faktorleri

salinimina, bu da diiz kas hiicre gb¢li ve ¢ogalmasina neden olarak yagh cizgilerin

kompleks lezyona doniisiimiinii saglar.

4) Makrofaj ve diiz kas hiicreler i¢in mitojenik etki gosterir.
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5) Makrofajlardan arteriyel duvarda diiz kas hiicre cogalmasi ve 16kosit-endotel
adezyonunu uyardigi bilinen IL-1 gibi sitokinlerin salintmini uyarir. Sitokinlerin {iretimi
aterosklerozda inflamasyonun baslangi¢ ve siddetlenmesinde temel 6neme sahiptir.

6) Komsu hiicrelerin gen ifadesinin degismesine katilir.

7) Endotel hiicreden MCP-1 ve MCSF salinimin1 uyararak monositlerin subendotelyal
aralifa gecisini saglar. Farklilasan monositler kendilerinin de lezyona ilerlemesini
siddetlendiren MCP-1 fiiretir. Monositlerin MCSF etkisi altinda makrofajlara
farklilagmasini uyarir.

8) Okside-LDL in vitro endotel bagimli damar gevsemesini Onler, bu, olasilikla yiiksek
lizolesitin igerigine baghdir (93). Lizolesitin, Ox-LDL'den endotele gegerek NO
salinimini inhibe eder.

9) Yiiksek dansiteli lipoprotein lizolesitini baglayarak ve damar gevsemesinin giiclii
inhibitorleri olan pozisyon 7'deki okside kolesterol derivelerinin Ox-LDL'den
uzaklagtirilmasinda rol alarak, Ox-LDL'nin inhibitor etkisini baskilar.

10) Nitrik oksit aracili vazodilatasyonu onler (94), koroner arter vazomotor 6zelliklerini ters
gevirir.

11) Doku faktorii ve PAF sentezini uyarir, pihtilasma sistemini ters etkiler.

12) Hiicre i¢i adhezyon molekiilii ve VCAM-1’1 uyarir, bu infiamatuar siireg
antioksidanlarla onlenebilir.

13) Nikrik oksit sentaz aktivitesini inhibe eder, trombosit aktivasyonunu uyarir. NO sentaz
aktivitesini substrat uygunlugunu bozarak veya protein diizeylerini diisiirerek
diizenler(95).

14) Endotelyal hiicrelerde tip 1 membran protein Fas aracili apoptosisi uyarir (96).

15) in vitro ¢aligsmalara gére Ox-LDL'nin vaskiiler endotel hiicre, diiz kas hiicre, makrofaj ve
renal tubuler epitel hiicrelerde hemoksigenaz-1, Is1 sok protein 70 (HSP 70), makrofaj
stres protein 23 (MSP 23), oksijenle regiile protein (ORP150) gibi stres proteinlerinin
ekspresyonunu tetikler. Bu proteinlerin fonksiyonu tam belirlenemese de, mmLDL ile
uyarilan hemoksigenaz-1’in arteriyel duvar hiicrelerinde inflamatuar yanitin uyarilmasina
kars1 antioksidan biliverdin, bilirubin {iretimi yolu ile ateromatéz plak gelisiminde
anahtar basamak olan monosit kemotaksisini Onleyerek koruma saglayabilmesi
onemlidir(97).

16) Tiimor nekrotizan factor-a, IL-1, MCSF gibi inflamasyon belirtegleri endotel ve diiz kas

hiicrelere LDL'nin yapigmasini, reseptdr gen transkripsiyonunu arttirir. Yakalayict
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reseptore baglandiktan sonra modifiye LDL iirokinaz indiiksiyonu, IL-1 gibi inflamatuar

sitokinlerin uyarilmasina neden olarak inflamatvar siirece katkida bulunur (25).

Diisiik dansiteli lipoproteinin oksidasyonunu etkileyen faktorler (69):
A. Intrensek faktorler:
1. Substratin niteligi oksidasyona duyarlilifi saptar. Ana substratlar PUFA ve kolesteroldiir.
LDL'de baslica linoleik asit olmak tizere bol PUFA bulunur. LDL'nin igerdigi yag asitlerinin
bileseni 6nemlidir. Oleik asit i¢eriginin arttirilmasi oksidasyana duyarlilig1 azaltir.
2. Diisiik dansiteli lipoproteinde bulunan a-tokoferol, B-karoten, ubikuinol-10, likopen,
probukol gibi antioksidanlar lipid peroksidasyonunun hizli fazi baglamadan once tiiketilir.
Miktarlarinin fazla olmasi oksidasyona direnci arttirip lag fazin uzamasini saglar.
3. Diislik dansiteli lipoprotein partikiil biiytikliigi: Kiiclik, yogun LDL tipleri oksidasyona
daha duyarhidir. Obesite, trigliserid yiiksekligi ve diigiik HDL-kolesteroliin kii¢iikk ve yogun
LDL ile birlikteligi siktir.

4. Fosfolipaz A, aktivitesi 6nemlidir.

B. Ekstrensek faktorler:

1. Hiicresel prooksidan aktivitesinde, Ornegin, hiicrelerin siliperoksit anyonu salgilama
yetenegi ve makrofajlarin 15-lipoksigenaz igerigindeki farkliliklar oksidasyonu etkiler. In-
vitro diisiik serbest metal konsantrasyonunda metallerin makrofajlarca uzaklastirilmasi ile
antioksidan, aksi takdirde prooksidan aktivite baskin hale gecer (98).

2. Plazma ve hiicre dis1 sivida selenyum, demir, bakir gibi metaller ile bu metalleri baglayan
proteinlerin konsantrasyonu yanisira {irik asit, askorbik asit gibi antioksidanlarin diizeyi
Oonemlidir.

3. Lipid peroksidasyonunu azaltma 6zelligi nedeni ile HDL konsantrasyonu énemlidir.

4. Lipoprotein (a)'1 baglayan glikoprotein ve matriks proteinlerindeki degisiklikler ile LDL ve
matriks proteinlerinin non-enzimatik glikozilasyonu LDL'nin intimada bulunma siiresini,
dolayist ile oksidasyonu etkiler.

5. Diyette bulunan antioksidanlar da LDL'nin oksidasyona direncini arttirir (68, 74, 99).

Okside-LDL belirleme yontemleri :
a. Direkt: Arasidonik asitin serbest radikalle katalizlenen peroksidasyonunu gerektiren
mekanizma ile olusan F2 izoprostanlar, Ox-LDL'ye kars1 antikor, antioksidan durum, volatil

hidrokarbonlar, oksisterol veya yag asidi igeriginin dlgiimii ile yapilir (68).
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b. Indirekt: LDL izole edilerek in vitro oksidatif stres olusturulur. Gecikme faz1 (lag faz) ve
oksidasyon hiz1 ol¢iiliir (sekil 7). Konjuge dien olusumu, lipid peroksit olusumu, aldehit
olusumu (6rnegin MDA nin florometrik 6l¢iimii), dogal LDL'ye oran ile artmis negatif yiike

bagli gelisen elektroforetik mobilite, apo B-l00 lizin birimlerinin reaktif aldehitlerle

reaksiyonu sonucu olusan fleurosans izlenebilir (77).
En uygunu kan ve idrarda F2 izoprostan dl¢limii, en yaygin kullanilan ise konjuge dien

olusumu ile oksidatif yatkinligin saptanmasidir (99).
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Sekil 7: Bakir indiikleyici LDL oksidasyonu

2.2.7. Koroner Arter Hastaligi Teshis Yontemleri
2.2.7.1. Electrokardiogram (ECG veya EKG) : Kalbin kasilma ve dinlenme durumundaki
elektiriksel aktivitesinin grafik kaydidir. Anormal kalp atiglari, hasarli bolgeler, yetersiz kan

akis1 ve kalp biiylimesi, kayitlardan anlasilabilmektedir (100).
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2.2.7.2. Stres testi (egzersiz ECG) : Egzersiz esnasinda meydana gelen degisimlerin daha
yakin izlenmesidir. Yine de tek basina koroner arter hasarini1 gosternek icin yeterli degildir
(100).

2.2.7.3. Niikleer scanning: Kalbin pompalama giiciinii ve hasarli bolgeleri goriintiilemek igin
kullanilir. Genellikle radyoaktif materyal kullanilir, tarayicit kamera ile kalp kasi tarafindan
alian (saglikli bolge) ve alinamayan (hasarli bolge) bolgeler goriintiilenir (100).

2.2.7.4. Koroner anjiografi (veya arteriografi) : Koroner anatomiyi gosteren en 6nemli tani
metodudur. Katater kol veya femoral arter yoluyla kalp arterlerine kadar ilerletilir. Kalp
pompalama yaparken, kalp ve damarlar1 gorsel olarak degerlendirilir. Ateroskleroza bagh
darlik ve diger koroner arterleri ilgilendiren anomaliler ile sol ventrikiil fonksiyonlar

degerlendirilir (100).
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2.3. PARAOKSONAZ /ARILESTERAZ (PON 1)

2.3.1. Tarihge

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. (101) tarfindan p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve biitirat'n hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. 1965 yilinda, Oooms
A.J. ve Boter HL tarafindan (102), paratiyon ve paraokson hidrolizindeki stereospesifikligi ile
tanimlanmistir. 1973 'te bir grup Alman arastirici, ilk olarak insan serum paraoksonazini
genetik olarak saptamistir (103). Paraokson, metil paraokson ve klormetil paraoksona yiiksek
derecede segicilik gosterdigi icin, paraoksonaz olarak adlandinlmigtir. 1985'lere kadar
paraoksonazin norotoksik olan organofosfatlar iizerine etkisi incelenmis, saflastirilmasi
yapilmis ve detoksifikasyondaki rolii arastirilmistir (104). 1985 yilinda Mackness M.I. ve
arkadaslar1 (105), ilk olarak HDL-ayirimi i¢in santrifiij rotorunu gelistirirken, HDL-kolesterol
aymrimi esnasinda lipoprotein fraksiyonunda arilesteraz aktivitesine rastlamislardir (105).
Farkli popiilasyonlarda (fransiz, sudanli vs) polimorfizm analizleri yapilmig ve allellik
formlar1 belirlenmistir. 1987 yilinda miyokart infarktiisii (MI) ile paraoksonaz arasindaki
iliski arastirilmis ve MI teshisinde kullanilacak bir enzim olmadig1 anlasilmistir (106). 1988
yilinda Mackness ve arkadaglar1 (107), PON1' in HDL iizerinde apo A-I'e bagimli olarak
aktivite gosterdigini ve 1991 yilinda LDL iizerindeki lipoperoksit birikimini azalttigini
bulmusglardir. Sonraki yillarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim aktiviteleri
incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonuyla iligkisi arastirilmis ve enzimin

aminoasit dizisi belirlenmistir.

2.3.2. Genetik ve polimorfizim

Paraoksonaz ve arilesteraz her ne kadar iki ayr1 enzim olarak algilanirsada, yapilan
calismalar ve arastirmalar gdstermistirki; Insan serumunda tek gen {iriinii enzim hem
arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip oldugu islenmistir. Hatta bu enzimin
laktonaz aktivitesine de sahip oldugunu gdsteren yayinlarda mevcuttur (108). insanda 7.
kromozomun uzun kolunda g-21.3 ve @-22.1 arasinda tanimlanabilen paraoksonaz gen
ailesinin PON1, PON2 ve PON3 seklinde 3 {iyesi bulunur. Gelisimsel agidan bakildiginda,
gen duplikasyonu sonucu olusarak yapisal benzerlik gosteren genlerdir. PON1, PON2 ve
PON3 genlerinin memeliler arasinda; niiklelotid seviyesinde benzerlikleri %81-90 iken
aminoasit seviyesindeki benzerlikleri %79-90 dir. PON1’de 106. kodonda (lizin) bulunurken,
PON2 ve PON3’te lizin bulunmamaktadir. Yillarca PONI ile yapilan ¢aligmalarda, insan

serum kapasitesi, ksenobiotikleri hidrolize etmesi ve aterosiklerosis arasindaki iligki
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arastirilmistir. PON2 ve PON3, hakkinda yapilan aragtirmalarin azligi nedeniyle PON1 kadar
iyl anlasilamamiglardir. PON1 ve PON3 genlerinin {iriinii plazma da yer alirken, PON2’nin
hiicre i¢i yerlesimli oldugu sdylenmektedir (109,110). Son yillarda yapilan bazi arastirmalarda
PON2 ve PON3 gen ailesinin PON1’in HTLase aktivitesine katkida bulundugunu ve PON2
ve PON3’ iin KAH da en az PONI kadar kiymetli oldugunu rapor etmislerdir (111). Fakat
bizler PON1 den bahsederken aslinda PON1’in paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinden
bahsedecegiz. PON1 de 2 aminoasit polimorfizmi vardir. Bunlardan biri 55. pozisyonda
metionin ile 18sin (M/L) aminoasitlerinin yer degismesiyle, digeri 192. pozisyondaki arginin
ve glutamin aminoasitlerinin yer degistirmesinden [R/Q(bazi kaynaklarda Q yerine A genotip,
R yerine B genotip kullanilmaktadir)] meydana gelir. PONI1 promotor bolgesinde bu
polimorfizmlerden baska bilinen bes tane daha polimorfizm bulunur. Populasyonlardaki
polimorfik dagilim bireyler arasinda farkliliga neden olur. Polimorfizm arilesteraz aktivitesini
etkilemez, arilesteraz aktivitesi PON1 aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz, esas olarak
protein konsantrasyonunun gostergesi olarak kabul edilebilir. Yani Paraoksonaz; aktivite
polimorfizmi gostermeyen arilesteraz aktivitesine de sahiptir (112). PON1’in 55. pozisyonda
16sin (L genotip) yerine metionin (M genotip) gelmesinin aktivite iizerine etkisinin ¢ok az
oldugu belirtilmistir (113). Ancak 192. pozisyondaki arjinin yerine glutamin gelmesi
aktiviteyi en az 8 kat azaltmaktadir. Paraoksonaz enzim aktivitesindeki polimorfizm,
PON1,9;R izoformu, paraoksonu PONI1;9,Q formundan daha hizli hidroliz ederken,
PON1Q192 izoformu diazokson, somon’u daha hizli hidroliz eder (114).

Paraoksonaz allozimlerin kantitatif ve kalitatif olarak farkli olduklarinin kesfi ile
fenotipleme metodlar1 gelistirilmigtir. 1984'te La Du BN ve ark. dual substrat metodu diye
adlandirdiklar1 bu metoda gére (115); iki izoenzimin tuz ve pH'ya farkli yanitlarma gore iki
fenotip tanimlamigtir. Tuza yamit veren B allozim paraoksona karsi daha yiiksek enzim
aktivitesine sahiptir. Paraoksonaz aktivitesi 1M (Molarite) NaCl ile stimiile edildiginde
aktivesi artarken, arilesteraz aktivitesinde ise diisme oldugu tespit edilmistir. Bu analizde
trimodal dagilim izlenir. Genis-diisiik aktivite piki "diigiik aktiviteli homozigotlari-AA",
kiiciik yiiksek aktivite piki "heterozigotlari-AB", en kii¢lik aktivite piki ise "yiiksek aktiviteli
homozigotlari-BB" temsil eder. En yaygini homozigot-AA (QQ), ikincisi heterozigot-AB
(QR), en az olan1 homozigot-BB(RR)'dir. Paraoksonaz polimorfik dagilimi biiyiik interetnik
degiskenlik gosterir. Karakaya ve ark. (116), bu tipte trimodal dagilim1 Tiirk populasyonunda
gostermistir. Ancak bu trimodal dagilimi ilk olarak Mallinckrodt ve ark, tarafindan

sergilenmistir (117).
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Paraoksonaz igin ilgili insan geni ayrica HUMPONA olarak isimlendirilmektedir.
Diisiik paraoksonaz aktivitesi hiperkolestrol ve diyabetlilerin de i¢inde bulundugu KAH
hastalarinda goriiliir. Ciinkii bu gruplarda lipid peroksidasyon {iriinleri, aterosklerozis’in
gelisimini hizlandirir ve insan silomikronlarinda lipid oksidasyon iiriinlerini artirir. Ayrica
PONI1 aktivitesinin diyet alimiyla yakindan iliskili oldugu sdylenmektedir.Diyette bulunan
meyve, cay ve tereyaginin PONI1 aktivitesi artirdigini ve diyet icerigindeki karbonhidrat,
protein, MUFA, PUFA, E Vitamini, flavonoidler ve Qercetin ile korele oldugunu rapor eden
calismalar mevcuttur (118) Yiiksek seviyedeki PON1’den saflastirilmis PONI;9,RR ve
PONI1ssLL nin paraokson hidrolitik aktivitesi en yiiksekken, PON1;9,QQ ve PON1ssMM de
bu aktivite en dugiiktiir. R allelin kodladig1 proteinin paraokson hidroliz aktivitesi Q allele
gore sekiz kat yiiksektir. Aktivitenin ara basamagi homozigotlardir (119). Substrat
spesifitesinin benzer basamaklar1 metil paraokson, klortion—okson gibi diger oksonlarda ve
armin’de gozlenebilir. Diger yandan paraoksonaz alloenzimlerin oksidasyondan LDL’yi
koruma kapasitesi paraokson hidrolitik aktivitesi ile tamamen terstir. Béylece, PON1ssMM /
PON1,9,QQ alloenzim bulunan bireylerin HDL ve PONI1 ile iligkili olarak en biiylik koruma
kapasitesine sahip olmalarinin yaninda, bu alloenzimler diazoxon ve somon ve sarin gibi sinir
gazlarmni hidroliz etmede de aktif rol iistlenirler (120,121).

Tirk populasyonunda olduk¢a diisik oranda gorilen RR alleli; dogu
populasyonlarindan diisiik Avrupa irkina yakin degerler gdstermistir (122). Diisiik aktivite
goriilen Q alleli Avrupa, Kanada ve Amerika’da yiiksek, Avustralya, Aborjin, Zambiya ve
Zimbabve’de disiiktiir. Avrupa populasyonlarinda izlenen %50 civarinda diigiik aktivite
izoformu ve bimodalite Avrupa’dan uzaklasildikg¢a azalir. Afrika ve dogu iilkelerinde dagilim
unimodaldir, bu irklarda diisiik aktiviteli genotip siklig1 az goriiliir.

2.3.3. Yapu ve etki

Paraoksonaz (EC 3.1.8.1.) 43-45 kDa agirhiinda, 354 amino asit igeren ve
glikoprotein yapisinda olan, kalsiyum bagimli bir esterazdir. Her molekiil toplam agirligin %
15.8’ini olusturan {ic karbohidrat zinciri icerir. izoelektrik noktast 5.I’dir. Insan serum
paraoksonazi; HDL’nin igerdigi apo A-1 ile yakin iliskileri olan, lipid peroksidasyon
tirtinlerinin birikmesini azaltan diger bir deyisle LDL’deki okside olmus lipidleri hidroliz
eden, antioksidan etki gosterdigi cesitli kaynaklarda belirtilen, enzim aktivitesi kalsiyuma
bagimli karacigerden sentezlenen esterazdir. Organofosfatlarin hidrolizini katalizler.
Karaciger, bobrek, barsak ve serumda HDL' ye bagli, yaygin olarak bulunur (18,123). PONI,
paraokson gibi fosfonik ve fosfinik asit esterleri lizerine etki eder. Selatér maddeler tarafindan

inhibe olur, aktivite i¢in divalan katyonlara ihtiya¢ duyar (124).
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Insan serum paraoksonazi yasa bagl olarak azalma gosterir (125). Serum diizeyleri
bircok nedene bagl olarak degisebilir ve enzimatik aktivite bireyler arasinda 10-40 kat
degiskenlik gosterir (126). Serum enzim aktivitesi yenidogan ve prematiir infantlarda erigkin
diizeylerinkinden daha diistiktiir. Eriskin diizeylerine dogumdan bir y1l sonra ulagilir. Fetiis’iin
karaciger ve dalaginda enzim aktivitesi gosterilmistir (127,128). Ayrica akciger, beyin,
pankreas ve plasentada bulundugu yolunda kanitlar vardir. Hayvanlarda bir¢ok dokuda
ozellikle karaciger, bobrek, ince barsak ve plazmada bulunur. Serum PONI diizeyleri diyet,
akut faz reaktantlari, gebelik ve apo A-1 metabolizmasini etkileyen bozukluklardan
etkilenir(129).

Paraoksonaz’in protein kisminda 354 amino asit i¢inde substrat taninmasi ve
baglanmas1 i¢in gerekli olan serbest sisteinlerin yalmiz {i¢ tane sistein rezidiisii vardir.
Yapisinda bulunan {i¢ sistein amino asidinden 284°teki serbest iken, diger ikisi (Cys 42-352)
arasinda tek disiilfit bag1 bulunur. Sisteinler esteraz aktif merkezinin anahtar bileseni olmasini
saglamigtir. Dolayisiyla enzim aktivitesi siilthidril bilesikleri ile inhibe olur ve bu inhibisyon
sistein ile geri doner. Bu da PON1’in antioksidan kapasitesinin serbest tiyol gruplariyla
orantili oldugunu gostermektedir (130).

Asagidaki sekilde Paraoksonazin HDL ile etkilesim bolgelerini gostermektedir.
Pozisyon 55 ve 192' de iki polimorfik bdlge belirtilmistir. Rezidii 42 ve 353 arasinda
sisteinlerin olusturdugu disiilfit bagi ve 284 pozisyonunda sistein vardir. Potansiyel

karbohidrat zincirleri ve amino terminal ucunda hidrofobik bas gosterilmistir (131).

Arg veya sin

192
) /\\\ - e .
/C”" o >“ hl Karbohidrat l
7 *| Karbohidrat |
/ a;j
l Karbohidrat |
. =
Met veya S~ _F:-*"fl Karkohidrat |

A

Hidrofobik balge
T Fosfolipidler

{ Paracksonazin Yapisi

Sekil 8: Paraoksonazin HDL ile etkilesimi
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Enzim aktivitesini Olgmede, serum yada EDTA’siz plazma gereklidir. Ciinki
yapisinda kalsiyumun direk olarak katalitik reaksiyonda yer aldig1 veya aktif alanin uygun
konformasyonunu saglayarak korunmasinda rol oynadigi diisliniilmektedir. E52 ve D53
aminoasitlerinin kalsiyumu (Ca™®) bagladigi, histidin ve triptofan basta olmak iizere en az
yirmi aminoasit ile disiilfit baginin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesi i¢in temel oldugu
ortaya konmustur. Paraoksonaz/arilesteraz enzim aktivitelerinin Ca™a bagimli olma
ozelligiyle Co™, Mn, Mg™ kullanan diger A esteraz tipi enzimlerden ayrilir. Tavsan ve
insan cDNA klonlarinin niikleotid dizilimleri arasinda %86, aminoasit dizilimleri arasinda
%85 benzerlik gosterilmistir. Insan ve tavsan serum paraoksonazi amino terminalinde
hidrofobik sonlanma nedeniyle diger lipoproteinlere ve lipid igeren partikiillere siki baglanir.
Bu hidrofobik bolge ile HDL’deki fosfolipidlere baglandigi ortaya konmustur.

Apolipoprotein A-1’in, paraoksonazin fosfolipidlere baglanmasi ve stabilizasyonunda
rol oynadig1 diisiiniilmiistiir. Ozellikle HDL; faksiyonunun fazla oldugu bireylerde ve Apo J
iceriginin yiiksek oldugu HDLj’lerde paraoksonaz aktivitesinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir (132,133). Dolasimdaki PON1 ve HDL arasindaki iliski, PON1 ekspresyonu ve
biyolojik rolii, HDL ile iliskili diger proteinlerce etkilenebilecegini gdstermistir. Ornegin,
PON1 ancak HDL tarafindan sunulduktan sonra, endojen substrati ile etkilesebilir ve
biyolojik 6zelliklerini sergileyebilir. Bu nedenle, PON1 ve HDL arasindaki iligkinin
anlasilmasi, katalitik komponentlerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir (sekil 10). Diger
apoproteinler PON1 ve HDL iligkisine katilabilir. PON1 ve Apo A-1 arasinda iliski noniyonik
deterjanlar varliginda PON1 ve apoproteinler saflagtirilamamaktadir. Bu bulgulara ilaveten,
enzimi Apo A-1'den ayirmak i¢in noniyonik deterjanlar kullanmak gerekmektedir (18).

Aldridge organofosfat bilesenleri ile esterazlarin etkilesimine dayanan esteraz
siniflamasinin bir metodunu ortaya koymustur. B esterazlara organofosfatlar1 inhibe ederken,
A esterazlar ise organofosfatlar1 hidrolize eder. A esterazlar arildialkilfosfataz (paraoksonaz)
ve diisopropilflourofosfataz (DFPaze)’lar1 igerir. Organofosfatlar1 hidrolize eden A esterazlar,
karbamatlar ve aromatik karboksilik esterlerdir. B esterazlar ise karboksiesteraz ve
kolinesterazlari igerir. Organofosfatlar tarafindan asetilkolinesterazin inhibisyonu, insektisitler
olarak biiyiik 6l¢iide kullanilir ve sinir gazlari olarak pazarlanir. A esterazlar organofosfatlari

kismi olarak zararsiz maddelere hidrolize eder ve onlarin zararl etkilerine kars1 korur (134).
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Sekil 9: PONI Enziminin hiicrelerden HDL 'ye transferi (135)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizi ile pozisyon 192'de polimorfizm
saptanmistir (sekil:12) (136). Esteraz yapisimin ilging bir 06zelligi, proteinin amino
terminalinde hidrofobik amino asit rezdiilerinin olmasidir (137). Bas bolimiin bag
olusumundaki rolii buna baglanmaktadir. Belkide Olusmus bir mutasyon bas sekansini
degistirmis ve bu hidrofobik bdlgenin yer degistirmesini engellemistir. Bu yapinin varligi

proteinin diger proteinlere baglanma egilimini arttirmis ve agregasyonunu saglanmistir.

2.3.4. PONI’in Diger Isimleri
Organofosfat hidrolaz; paraoksonaz; A-esteraz; organofosfat esteraz; esteraz Bl;
esteraz E4; paraokson esteraz; pirimifos-metilokson esteraz; OPA anhidraz; organofosforéz

hidrolaz; fosfotriesteraz; paraokson hidrolaz; organofosfordz asid anhidraz.
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Sekil 10: PON1 enziminin ii¢ boyutlu yapisi.
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1
1 Ala
16 Tyr
31 Arg
46 Gly
61 Leu
76 Phe

91 Glu

2
Lys
Lys
Glu

Ile
Thr
Asp

Lys

3 4

Leu Leu

Asn His

Val Thr

Glu Ala

Phe Phe

Pro Ser

Glu Pro

106 Leu Asp Met Ser

121 Asp Glu

136 Ser
151 Ser
166 Ile

181 Asn
196 Tyr
211 Lys
226 Gly
241 Ala
256 Thr
271 Ser
286 Asn
301 Ser
316 Val
331 Thr

346 Phe

Ser
Leu
Asn
Asp
Leu
Val
Ile
His
Pro
Val
Gly
Glu
Thr
Val

His

Asp Asn
Ser Thr
Leu His
Asp lle
His Tyr
Gly Leu
Arg Val
Ser Leu
Lys lle
Leu Lys
Asp Pro
Met Arg
Val Leu
Val Val
Ala Ala

Arg Ala

5
Gly
Arg
Pro

Gly

Ser

Lys

Ala

Ser

Thr

Val
Leu
Ala
Phe
Ser
Val
Asp
His
Val
Val

Ile
Arg
Tyr

Val

Leu

6
Leu
Ser
Val
Ala
Thr
Pro
Val
Phe
Val
Glu
Lys
Ala
Ala
Trp
Ala
Gly
Val
Leu
Thr
Phe
Ile
Ala
Tyr

Cys

9 10 11 12
Val Gly Leu Val
Gln Thr Arg Leu
Pro Asn Cys Thr
Leu Glu Ile Leu

Lys Tyr Pro Gly

Ile Leu Leu Met

Leu Ala Ile Met

Pro His Gly Ile Ser

Leu Leu Val Val Ser

7 8
Thr Leu
Ser Tyr
Asp Leu
Glu Asp
Phe Leu
Gly Lys
Ser Glu
Asn
Tyr
Val  Phe
Thr  lle
Val Gly
Asp  Pro
Ser  Asn
Asp Gly
Lys Tyr
Tyr Glu
Ser  Phe
Gly Asp
Phe Tyr
Gln  Ser
Glu Asn
Lys Gly
Cys Tyr

Lys Phe GIn Glu
Thr His Glu Leu
Pro Glu Ser Phe

Tyr Leu Arg Ser

13

Leu

Asn

Leu

Pro

Ile

14
Ala
Ala
Val

Asn

Lys

15
Leu
Phe

Lys
Gly

Ser

Asp Leu Asn

Gly Asn Thr

Thr
His
Glu

Leu

Tyr

Phe

Pro

Glu

Pro

Ala

Trp Glu

Val Val Tyr Tyr Ser

Phe Asp Phe Ala
Val Tyr lle Ala
Lys His Ala Asn

Asp Thr Leu Val
Leu Trp Val Gly
Asp Ser Glu Asn

Ille Leu Ser Glu
Gly Thr Val Leu
Lys Leu Leu Ile

Leu

Asn
Glu
Trp

Asp
Cys

Pro
Asp

Gln

Gly

Ile
Asp
Arg
Ser
Thr

Met

Pro Asp

Gly
Leu
Thr

Asn
His

Pro
Pro
Gly

Thr

Ile
Leu
Leu
Ile
Pro
Gly
Lys
Thr

Val

15

30

45

60

75

90

105

120

135

150

165

180

195

210

225

240

255

270

285

300

315

330

345

Sekil 11: PONI’in aminoasit dizilimi. 55 ve 192 pozisyonlarinda polimorfizimden sorumlu
aminoasitler belirtilmistir.
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2.3.5. PON1 ve Organofosfatlar Arasindaki Iliski

Paroksonaz i¢in dogal ve fizyolojik substrat kesfedilememistir. Bu nedenle katalitik
aktivite daha Onceden var olan bir enzimin evrim siirecindeki degisimi ile olugmustur.
Organofosfatli insektisitlerin ¢ok yaygin olarak kullaniliyor olmasi, bu modifikasyonda rol
oynamis olabilir

Paraoksonaz’in endojen serum ve doku substratlarina karsi spesifitesi karakterize
edilmistir. Sentetik subsratlar bu enzim aktivitesini goriintiilemek icin kullanilir. Kismen
saflastirilmis PON1 enjekte edilen ratlar veya saflastirilmis PON1 enjekte edilmis fareler
(138,139) belirli organofosfat bilesiklerine karst rezistanslarin1  arttirmiglardir. Bu
nedenledirki; PON1’in en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu organofosfat sinir ajanlari,
aromatik karboksilik asit esterleri ve insektisitleri hidrolize etme yetenegidir (Sekil 11).
Paraoksan; asetilkolini yikan kolinesterazlarin giiclii bir inhibitoriidiir; Ardisik néron
overstimiilasyonu ile sinaptik aralikta asetilkolin birikimine neden olur (140).

Saf insan serum PONI enziminin bazi organofosfat bilesiklerini hidroliz ettigi
gosterilmesine ragmen, insan organofosfat metabolizmas1 ile iligkisi tam olarak
aciklanamamistir. Farkli populasyonlarda izlenen aktivite degiskenligi organofosfat hidroliz
hizlarinda farklilik ile birlikte olabilmekte ve bu insanlarda segici toksisiteyi
etkileyebilmektedir. Organofosfatlara karsi koruma sadece enzimin kan ve doku diizeylerine
degil, partikiiler izoenzimlere de baglidir. PON1;9,R izoformu, paraoksonu PON1;9,Q
formundan daha hizli hidroliz ederken, PON1,9,Q izoformunun diazokson, somon ve sarin’i
in vitro kosullarda daha hizli hidroliz ettigi gosterilmistir. Bu nedenle PON1’in koruyucu rolii
degerlendirilirken diizeyi, yani sira tipi de dikkate alinmalidir (141,142,143).

Korfez savast sendromu olarak bilinen hastalik, Irak’a gonderilen Amerikan
askerlerinde gozlenmistir. Baz1 askerlerde buna bagli yorgunluk, kas gii¢siizliigii ve norolojik
hasarlar goriiliirken, bir diger askerde sendrom belirtilerine rastlanmamistir (144). PON1
enziminin, Irak tarafindan kimyasal silah olarak kullanilmis olan sarin, diazokson gibi
organofosfor bilesikleri detoksifiye ettiginin anlasilmasindan sonra korfez savasina katilmis
olan askerlerde PONI aktiviteleri arastirilmis ve korfez savasi sendromu olan hastalarda

PONT aktivitesi olduk¢a diisiik bulunmustur (144).
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Sekil 12: PONI ve hidroliz aktivitesi

Bircok sayidaki organofosfat bilesikleri Karacigerde once mikrozomal enzimler
tarafindan metabolize edilirler. Sekil 13 de goriildiigii gibi daha sonra bu bilesikler serum A-
esterazlar (PON1 v.s) tarafindan hidroliz edilirler. organofosforlart hidroliz etmesi ayni
zamanda karacigerde de oldugu diisiiniiliir. Boylece hepatik yikimdan kagan okson, paration,
somon, sarin v.b organofosfatlar kendi etki alanina girmeden once (bu alanlarda
asetilkolinesteraz’1 inhibe ederek norotoksik etki gdsterebilir) kanda serum PONI enzimi ile
hidroliz olur. Memelilere kiyasla kuslarda serum PONI1’in tam yokluguna bagli olarak
organofosfat zehirlenmesine yatkinlik daha yiiksektir (Bizim yayinlanmamis 43 bildircin ile
olan bir g¢alismamizda serum paraoksonazi ve arilesterazinda herhangi bir aktiviteye

rastlamadik). Benzer durum siirlingen ve baliklarin zehirlenmeye yatkinligini agiklar.
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2.3.6. Paraoksonazin Substratlari ve inhibitorleri

o

H3C‘—\O 9 Of—CH-g HHC-—\ !l:‘: O & E Df"CHa
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Sekil 13: [I ve IIl Paraoksonaz icin substratir. I, IV ve V inhibitordiir. VI ile gosterilen bilesik
kimyasal silah ajani sarindir. I. paraoksonun pro-Sp ve pro-Rp izomeri, II. etil fenil p-

nitrofenil fosfat, III: Rp-izomeri, 1V: diizopropil metil fosfonat, V' trietil fosfat (145).
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Sekil 14: Organofosfat bilesikler: VIII ve IX inhibitordiir, X ve XI substratlardwr. VII.
Organofosfonat kompleksi, VIII. dietil 4-metilbenzilfosfonat, 1X. diisopropil metil fosfonat,
X: p-nitrophenyl methyl phosphonate, XI. Sp-enantiomer (145).
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2.3.7. PON1 ve Ateroskleroz Arasmdaki iliski

Paraoksonazin farelerde ateroskleroza karsi koruyuculugu gosterilmistir. Bu ¢alismay1
PONT' in okside olmus lipidlerin metabolizmasindaki rolii (123) ve PON119;R izoformunun
koroner arter hastaliginda risk faktorii olarak belirlenmesi (146) yoniindeki g¢alismalar
desteklemistir.

Son yillarda yapilmis olan ¢aligmalar, HDL' ye bagli bir enzim olan PON1'in okside
olmus lipidlerin metabolizmasinda ve aterosklerozdan korunmada onemli fizyolojik rolii
oldugu yoniindedir (68,123). Nitekim, yakin zamana ait ¢ogu c¢alismalar, 1950’11 yillardan
itibaren organofosfatli insektisitlerin detoksikasyonu ile ilgilidir (103).

Paraoksonaz ve Apo A-1 arasindaki yakin iliski, bu iki proteinin dogrudan
baglandigin1  diisiindiiriir. Insan ve tavsan serumlarindan saflastirilan PON1’in sekans
analizleri PON1'in farkl bir 6zelligini gostermistir. Her iki tiirde de dolasimda bulunan formu
N-terminal hidrofobik sinyal sekansina sahiptir (136,137,139). Bu bulgular, PONI'in
hidrofobik N-terminalinde sekansinin HDL ile etkilesimini kolaylagtirdigi fikrini ortaya
koymustur. Bu sinyal peptit yapisinda, bliyiik ve polar rezidiiler mevcutken, daha kiiclik
rezidiiler de vardir ve sinyal peptidazlarla parcalanmalarina engel olur (137,138). Histidin ve
glutamin rezidiilerinin, pozisyon 20 ve pozisyon 21 'de sirasiyla alanin ile yer degistirilmesi,
in vitro normal ve salgilanan PONI1, expresyonuna yol agar. Exprese edilen protein, N-
terminal hidrofobik sinyal sekansi boliinerek PON1' in lipoproteinlerle etkilesmesi i¢in gerekli
olup olmadig: arastirilmis ve PON1 ile HDL birlesmesi i¢in N-terminal hidrofobik sinyal
peptidin yapida gerekli oldugu saptanmistir. Yine N-terminal hidrofobik peptit dogrudan
fosfolipidlere, apolipoprotein noksanliginda baglanir. PON1 ve HDL, HDL {izerindeki
fosfolipidlere baglanarak dolasimda bulunabilir (124).

Serum paraoksonaz aktivitesi miyokard enfaktiislii (147), ailesel hiperkolesterolemili
(124), diyabetik (124) hastalarda sagliklilara gore daha diisiik bulunmustur. Her ne kadar
PONTI' in baz1 organofosfat zehirlenmesine karsi koruyucu oldugu soylenilse de, fizyolojik
rolii bilinmemektedir. Bunun yanisira, PON1' in oksidatif hasara karst koruyucu oldugu
belirtilmektedir (20,148,149). PONI1'in LDL oksidasyonuna kars1 antioksidan HDL
savunmasina katkida bulundugu belirtilmektedir. HDL-aracilikli PON1 veya saflagtirilmis
PONT1'in LDL oksidasyonu prosesinde, baslangi¢ (konjiige dien olusumu), yayilma (peroksit
olusumu) ve ayrisma (aldehit olusumu) fazlarindaki etkisi arastirilmistir. HDL'min LDL

oksidasyonu lizerine olan inhibitor etkisinin, metal iyon selasyonu veya peroksidaz benzeri
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aktiviteden kaynaklandigi sdylenilmektedir. HDL-PON1, okside olmus LDL'den ayrilan uzun
zincirli okside olmus fosfolipidleri hidroliz edebilir (147-149).

PONT1'in HDL oksidasyonuna kars1 koruyuculugu su sekilde 6zetlenebilir:

>

[k olarak serum HDL-PONI aktivitesi ve HDL'nin okside olabilme 6zelligi PON1
Q' nun fenotipine sahip normal insan goniillillerinde calisilmis ve ters iliski
bulunmustur. Bu gozlem, PON1 aktivitesi ve HDL oksidasyonu arasindaki belirgin
ters iliskiyi aciklayabilir. Bunun aksine, son epidemiyolojik kanitlar PON1 panelinin
koroner kalp hastalifinda bir risk faktorii olabilecegi yoniindedir (95). PONI R
alloenzimi, PON1 Q alloenziminin aksine, LDL oksidasyonuna kars1 daha zayif bir
inhibitor olarak belirtilmistir. Bu fenomen aterojenite ile iliskili olabilir.

Ikinci olarak, saflastirilmis PON1'in HDL oksidasyonu iizerinde konsantrasyon-
bagimli inhibitor etkisi gdzlenmistir.

Ucgiincii olarak serumda PON1 miktarmin arttirilmast HDL' nin oksidasyona kars1
direncini arttirmustir. Ilave edilen PON1' in biiyiik kism1 HDL bagimlidir.

Dordiincii olarak, HDL'nin oksidasyona yatkinligi, PONI inhibitorleri ile 6n
muamele edildikten sonra artmustir.

Besinci olarak PON1 inhibit6rlerinin serum PONT1 aktivitesini azalttigi ve HDL'nin
oksidasyonunu arttirdig1 gozlenmistir.

Altinct olarak, PD-65950'nin (PON1 inh) konsantrasyona bagimli olarak HDL-
PONI1 aktivitesini azalttigi ve HDL oksidasyonunu arttirdigi saptanmaistir.

Son olarak, aterosklerotik apoprotein-E eksikligi olusturulan farelerde, serum PON1
aktivitesi ve serum lipidlerinin oksidatif diizeyi arasinda negatif korelasyon
saptanmistir. Apo E eksik olan farelerde hizli ateroskleroz olusumu ve oksidatif stres

artis1 belirgindir (150).
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Benzer sekilde, aterojenik diyet uygulanan farelerde diyet aracilikli aortik yag
kalintilarina yatkindir (151). Bu kosullar altinda, farede serum PONI1 diizeyleri baskilanmistir
ve LDL oksidasyonuna karsi savunma yetenegini kaybetmistir. Kismen okside olmus

LDL'nin bu farelere enjeksiyonu serum PONT1 aktivitesini belirgin sekilde diisiirmiistiir (152).

2.3.8. PON1' in Ox-LDL ile Etkilesimi

Yiiksek dansiteli lipoprotein bagimli PON1, LDL'yi oksidayona karsi korur ve aym
zamanda PON1 makrofajlarida oxidatif stres’den korur (153). PON1 inhibitorleri HDL ile
birlikte eklendiginde, LDL oksidasyonunun artirmast hem PONI1 inaktivasyonuna hem de
HDL lipitlerinin total lipit peroksit olusumuna katilmasina baglidir (11).

In vivo serum PON1 HDL'ye bagli oldugu igin baslica gérevi HDL'yi oksidatif stresin
zararll etkilerinden korumaktir. Bu nedenle, bir ¢ok calisma HDL bagimli PON1’in yalniz
LDL oksidasyonunu degil, ayn1 zamanda HDL oksidasyonunu da (gecis metal iyonlar1 ve
serbest radikalleri araciliiyla oksidasyon indiiklendiginde) engellemektedir (Sekil 16). Bu
etki PON1'in lipoprotein-kaynakli peroksitlerini hidroliz edebilme 6zelligine baghdir (123).
Benzer ester bagi lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve kolesteril ester
peroksitlerinde bulunabilir. Okside olmus lipoproteinlerde benzer bir kimyasal yapt HDL-
bagimli PONI1 i¢in fizyopatolojik substrat olabilir. Okside olmus HDL'de bulunan
peroksitlerin PONI1 araciligiyla hidrolizi, PON1'in daha once olusturulmus olan okside
lipoproteinler iizerine ve buna bagh olarak aterojenik etkileri geri ¢eviren mekanizmalarda rol
oynadiginmi diisiindiirtir. Okside olmus HDL' ler iizerine PON1 etki ettikten sonra, yag asiti
hidroperoksitlerinin birikimi azalmistir. Nitekim bu tiriinler hizla metabolize edilirken, PON1

esteraz aktivitesi azalmamustir (123).
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Sekil 15: Oxidatif stress altinda plazma LDL ve monositlerin arterial duvarda birikmesi ve
monositlerin makrofajlara faklilasmasi. LDL 'nin ekstraseliiler matrix proteoglikanlara baglanip daha
sonra makrofajlardaki scavenger reseptérleri tarafindan iceri alinip Foam cell denilen kopiik hiicre

olusturmasi ve PON1 ’in etkisi (CE: Kolesterol esterleri, C: Kolesterol, SMC:Diiz kas hiicreleri).

Paraoksonaz ve arilesteraz yalmizca lipoprotein kaynakli peroksitleri (kolesteril
linoleat hidroperoksitleri) hidroliz etmekle kalmaz, bunun yanisira hidrojen peroksiti (H,O,)
de hidroliz eder. PONI1 spesifik lipid peroksitleri hidroliz eder veya peroksitler i¢cin hedef
gorevi goriir. H,O,, arteriyel duvar hiicreleri tarafindan aterogenez esnasinda iiretilen baglica
reaktif oksijen tiiriidiir (ROS) ve oksidatif stres altinda LDL oksidasyonuna neden olan daha
potent ROS'a dontisiir (124). HDL kaynaklt PON1'in H,O, (peroksitlerle beraber) hidroliz
etmesi, aterosklerozda rol alan potent oksidanlarin eliminasyonunda onemlidir. Bu etki
PON1'in peroksidaz benzeri aktivitesiyle ve HDL'nin antiaterojenik ozelliklerine istirak
etmesiyle agiklanabilir (131).

Yiksek dansiteli lipoproteinin  kardiyoprotektif  etkisi, aterogenik LDL
oksidasyonunun inhibisyonu veya azaltilmasi ile yorumlanmaktadir (11,105,123). Bu

inhibisyonu 6zellikle MCP-1’in  endotel hiicrelerinden stimiile ederek yaptig1 ileri
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striilmektedir (154). PON1, doymamis yag asitlerinin hidroperoksi tiirevlerini elimine ederek,
kismen okside olmus fosfolipidleri metabolize eder. (123). Bu nedenle, PONI ile KAH
arasindaki korelasyon, biyoaktif lipid molekiillerinin metabolizmasi ve okside olmus LDL' ye
bagli hasara karsi koruyucu olmasi ile iliskilidir (104). LDL, poliansatiire yag asitlerinin
oksidasyonu sonucu olusan aldehit yapidaki bilesikleri, apolipoprotein B {izerindeki lizin
rezidiilerini modifiye edebilir. Buna bagli olarak okside olmus LDL, B/E reseptoriince
taninamaz, makrofaj yakalayici reseptor tarafindan kontrolsiiz uptake ugrar. Sonug olarak,

aterosklerotik lezyonlarin ilk basamaklar1 olan kopiik hiicreleri ve yag kalintilart olusur (124).

2.3.9.Cesitli Hastahiklarda PON1

Hipergliseminin oksidatif stres ve ateroskleroza zemin hazirladig1 diistiniiliirse, DM’li
olgularda serum PON1’in rolii ortaya ¢gikar. PON1,9,RR ve PON1ssLL genotipleri IDDM’li
(independent Diabetes mellitus) olgularda daha sik izlenmistir. Ancak yapilan bir ¢aligmada
DM, hiperkolestrolemi, bobrek yetmezligi gibi KAH ile iliskisi oldugu bilinen hastaliklarda
diistik serum PONI1 aktivitesinin genotipten bagimsiz oldugu cesitli ¢aligmalarda rapor
edilmistir. Diyabetik retinopati ve hipertansiyon gelisen olgularda izlenen diigiikk serum PON1
aktivitesi, lipid peroksidasyonuna artmis yatkinliktan kaynaklanmaktadir (155).

Lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar etkisi ile gelisen néronal dejenerasyon izlenen
Alzheimer hastaliginin ateroskleroz ile iliskisi bilindiginden PON1 polimorfizmi ile iligkisi
incelenmis ancak istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamistir (156). Hepatit C
enfeksiyonlu hasta grubunda yapilan bir ¢aligmada paraoksonaz aktivitesi diisiik bulunmus ve
bunlarda PON1,9,RR polimorfizminin daha yiiksek oldugu tespit edilmis (157). Diisiik
dogum agirlikli yenidoganlara yiiksek miktarda C ve E vitamini verilmesiyle PON1’in
polimorfizm de ve dogum agirliginda degisiklikler saptanmugtir.(158).

Tavsan inflamasyon modelinde serum amiloid A ve seruloplazmin igeren akut faz
HDL artis1 ile apo AI, PONI1, PAF’ ta belirgin azalma gosterilmis ve HDL’nin
antiinflamatuar/antioksidan durumdan proinflamatuar/prooksidan duruma doéniisiimii sorumlu
tutulmustur.

Ateroskleroz riski bulunan tiremik renal transplantli olgularda diisik PON1/HDL ve
PON1/apoAl oranlart izlenerek bu olgularda HDL’nin antioksidan kapasitesinin azaldigi
Uslintilmustiir. Sporadik idiopatik Parkinson olgularinda PON1 ile metabolize olan ¢evresel
ndrotoksinlerin yasla birlikte ndrodejenerasyondan sorumlu tutulabilecegi ve B allelin

Parkinson hastaligina genetik yatkinlik  olusturabilecegi ileri  stiriilmistiir.(159).
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Hiperhomosisteinemili autism olan c¢ocuklarda paraoksonaz ve arilesteraz enzim
aktiviteleri diisiik bulunmus ve bunlarda metilasyon reaksiyonlarindaki bozukluga bagl
olarak norotransmiterlerin yapisinin bozulabilecegi bildirilmistir (160). Lipid oksidasyonuna
predispozan bir hastalik oldugu o6ne siiriilen hipertroidili hastalarda paroksonaz aktivitesi
diisiikk bulunmustur ( 161).

Antikardiolipin antikorlar1 pozitif bulunan bir grup hastada mmLDL’ye karsi
otoantikorlarin arttigi, PON1 aktivitesinin belirgin olarak diistiigli ve arteriyel tromboz
gelistirme riski yiliksek olan R genotipinin de artma egiliminde oldugu izlenmistir (162).
Sistemik amiloidozda diisiik PON1 aktivitesi bildirilmistir.

Plazma lipoprotein diizeylerinin normalden farkli oldugu balik gozii sendromunda
HDL kolesterol’lin plazma konsantrasyonunun %90 oraninda, PON1 aktivitesinin ise %89
diizeyinde azaldig1 gosterilmistir. Diger yandan bir baska lipoprotein metabolizma hastaligi
olan Tangier hastaliginda ise PON1 enzim aktivitesi tayin edilememistir (163,164). Pilor
stenozlu infantlar yiiksek PONI1 aktivitesine sahiptirler. Pilor stenozu operasyonla
diizeltildikten bir hafta sonra enteral beslenmenin basladigi zamana kadar yiikseklik devam
eder (165). Van Lenten ve arkadaslar1 enflamasyonlu tavsan modellerinde akut faz olarak
HDL, amiloid A ve seruloplazminin arttigint diger taraftan apo A1 ve PONI’in ise dramatik
olarak azaldigini1 gostermislerdir (166).

Bazi deneysel ¢alismalarda serum PONI1 aktivitesinde degisikliklere rastlanmistir;
yapilan bir caligmada inflamatuar cevabin bir parcasi olarak diislinlilmekte ve ilging olarak
PONT aktivitesinin kronik olarak azalmasinin, sadece aterosklerozu artirmakla kalmayip, ayn
zamanda akut inflamatuar sartlara gore daha fazla viicutga kuvvetten diismeye neden oldugu
goriilmistiir (167).

Sigara gibi c¢evresel faktorlerin PON1 aktivitesini ve konsantrasyonunu baskilayarak
enzimin etkinligini degistirebilir. PON1’in paraoxanase aktivitesinin hormon replasman
tedavileri ile arttig1 gosterilmistir (129).

Paraoksonaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundugu
prostat kanserli bir ¢aligmada PONI1 geninin 102. kodon’unda yeni bir polimorfizm
bulundugunu ve bu polimorfizm 102’de Izoldsinin Valin ile yer degistirmesiyle meydana
geldigini, bu polimorfizm’in prostat kanserinin nedenlerinden biri olabilecegini ileri

stiriilmektedir (168).
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2.3.10. Bakteriyel endotoksinlerin toksisitesine kars1 koruma

Paraoksonazin buraya kadar ortaya konan fonksiyonlarinin dogal fonksiyonlari
olmadig: diisiiniiliir. Ciinkii organofosfat bilesikleri dogada bulunmayan sentetik maddelerdir
ve PONI'in bu maddeleri hidroliz etmesi tamamen tesadiifidir. Ox-LDL {izerine etkisinin
organik fosfatlarla fosfolipidlerdeki baglarin yapisal benzerliginden kaynaklandigi
diisiiniiliirse PON1 enziminin gercek substratmin farkli olmasi gerektigi ortaya cikar. Insan
serumunda HDL'de bulunan bir proteinin bakteriyel lipopolisakkaridi inaktive ederek
endotoksemik semptomlar1 Onledigi yirmi yil Once gosterilmis ancak lipopolisakkarid
inaktivasyonunun immunolojik olmaktan ¢ok enzimatik bir reaksiyon oldugu ve sorumlu
enzimin PON1 oldugu yeni saptanmistir (131). PON1, bakteriyel lipopolisakkaridi ‘Lipid A’
molekiiliindeki 4’ fosfat {izerine fosfataz etkisi ile hidroliz eder. HDL'nin bir alt birimi olan
tripanolitik faktor (TLF) "trypanosoma brucei brucei'e sitotoksiktir ve apo A-1, haptoglobiilin
ve PONI ile iligkili bir proteindir. Lizozomal pH’da PON1 peroksidaz aktivitesi gosterir.
HDL’nin gram (-) bakteriyel enfeksiyon sirasinda endotoksemi gelisimine karsi koruyucu
oldugu bilinmektedir. Bazi1 bilinmeyen yollarla makrofaj hiicre yiizeyindeki spesifik baglayici
protein (Cd14) ile lipoprotein polisakkaridin etkilesimini o6nler.Bu sekilde TNF-a, IL-1, IL-6
gibi sitokin salinim kaskadinin baslamasi 6nlenir. PON1 tip ve diizeyinin bireylerin
endotoksinlere karsi direng ve duyarlilifinda fark olusturup olusturmadigi sorusu heniiz

acikliga kavusturulamamistir (140).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Hasta secimi

Calismaya Subat 2004 - Nisan 2005 tarihleri arasinda harran tiniversitesi tip fakiiltesi
kardiyoloji kliniginde anjiografisi yapilan hastalar arasindan istenen ozelliklere uygun 147
hasta ve 160 kontrol olmak tizere 307 kisi alindi. Calisma grubuna alinan kisilerden
bilgilendirilmis olur formu ve ayrica iiniversitemizden etik kurul karar1 alinarak bu caligma
gerceklestirilmistir. Calisma grubuna bobrek yetmezligi, kalp yetmezligi, malignite, anemi
dislipidemi, hipertansiyon ve diabetes mellitus gibi sitemik hastaligt bulunan olgular
alimmadi. Saglikli ve herhangi bir ila¢ kullanmayan kisilerden kontrol grubu olusturuldu.
Kardiyoloji anabilim dali arsivinden hasta dosyalarina ait bilgiler derlendi. Yas, cins, boy,
viicut kitle indeksi, koroner anjiografi 0ykiisii, aile oykiisii, eslik eden hastaliklar, kullanilan
ilaclar, sigara kullanimi, menapoz durumu degerlendirildi. Koroner anjiografi oncesi tiim
olgularda 8-10 cc heparinli tiipe kan alindi. Koroner anjiografi standart judkins teknigi ile
femoral arter yolu ile yapildi. Koroner anjiografileri sonucunda, damar limeninde %50 veya
daha fazla darlik bulunanlar koroner arter hastasi olarak kabul edildiler. Damar limenindeki
darlik %50'nin altinda olup ancak degerlendirilmesi yapilamayan kisiler ¢calisma dis1 birakilip
hi¢ darlik bulunmayan bireyler ise kontrol grubu olarak kabul edildi.

Hastalardan alinan kan 6rnekleri 3500 rpm' de 10 dakika santrifuj edilerek plazmalari
ayrildi. Daha sonra bu Ornekler c¢alisma zamanina dek -80 °C de saklandi. Plazma
paraoksonaz/arilesteraz aktivitesi, fenotipik dagilim, total peroksit, lipid hidroperoksit, HDL
ve LDL olgiildi. Ayrica LDL seperasyonu yapilarak maksimum lipid oksitlenebilirlik

kapasitesi, toplam oksitlenebilirlik kapasite ve lag faz arastirildi.

3.2. Kullanilan cihaz ve aletler

Cihaz Firma
Otoanalizor Abbott Aeroset
Santrifiij Universal 30 RF
Vorteks DCA-VF-2
otomatik pipetler Gilson
Visible spektrofotometre Jasco V-530 UV/VIS
Hassas terazi Sartorious
Su banyosu Niive BM 402
Derin dondurucu (-80 °C) Ugur
pH metre Hanna
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3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Firma
Paraokson (O, O-dietil-o-p-nitrofenil fosfat) Sigma
Fenilasetat Sigma
Trizma HCl Sigma
CaCl, Sigma
NaCl Sigma
Trizma base Sigma
EDTA (Triplex III) Merck

CuS04.5H,0 Merck

NaOH Merck

HCI Merck
Glasiyel asetik asit Merck
Ortofosforik asit Merck
Triklorasetik asit Fluka
Disodyum hidrojen fosfat Fluka
Monosodyum hidrojen fosfat Fluka
Tiyobarbitiirik asit Fluka
Trisodyum sitrat Fluka

3.4. Paraoksonaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Paraoksonaz aktivitesi, Furlong (139,140) ve Mackness' in (8) metodlar1 kullanilarak

Olciildii. Paraoksonaz’in katalizledigi reaksiyon asagida goriildiigii gibidir.

Aril dialkil fosfat + H,O — Dialkil fosfat + aril alkol

i H3C-‘\ (E? OH
O—P~0—\ ——— " "
: cH Ca'® = ﬁj = \GH 4+
< 2 AH 3
[ j NO:
NO2
parackson dietilfosfat p-nitrofenol
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Paraoksonaz enzim aktivitesi dlglimiinde substrat olarak paraokson (0,0- diethy -0-p-
nitropheny phosphate), arilesteraz Slglimiinde ise substrat olarak fenil asetat kullanilmigtir.
Paraoksonaz aktivite 6l¢glimiinde 5 mM CaCl, ve 7 mM paraokson ihtiva eden pH=8 olan
100 mM Tris-HCI tamponu kullanildi ve Reaktif 1 (R1) olarak kabul edildi. Numune
hacminden 10uL reaktif 1’den 220uL alinarak abbott acroset otoanalizér cihazina tatbik
edilerek caligildi. Paraoksonaz’in enzimatik hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenol’iin 412 nm
deki dakikalik absorbans olusumu kaydedildi. Molar absorbsiyon katsayisi 18290 (g) alinarak
(139,140) aktivite i¢in 1 inite, 1 mikromol p-nitrofenol/ml serum/dk olarak asagidaki

formiile gore hesaplandi.

AA/dk x T.V (ml) x 10° AA/dK x (T.Vx 109
IU /It (umol /dk/L) = =
e x Isik yolu x N.V (mi) ¢ x Isikyolu x N.V

A: Absorbans

AA/dk : Dakikalik absorbans artis1

T.V: Deney tiipiindeki toplam s1vi miktar1

10°: Sonuclart pmol /dk/L = U/L'ye ¢evirme katsayisidur.

¢ : Ekstinsiyon katsayisi: Reaksiyon sonunda okunan maddenin molar absorbtivite
katsayis1 olup sabit bir degerdir.
e = A/l x C'dir. A= ¢Ozeltinin gercek absorbansi, I= 151k yolu (cm), C= ¢ozeltinin
konsantrasyonu (mol/L) dir.
Isik yolu: Okuma kiivetinin ¢ap1 (cm cinsinden)

N.V: Reaksiyona katilan numune hacmi.

51



3.5. Arilesteraz Aktivitesinin Ol¢iimii

Arilesteraz aktivitesi 6l¢timleri i¢in ise 2 mM CaCl;, ihtiva eden 100 mM Tris-HCI;
pH=8 tamponu kullanilarak; substrat olarak paraokson yerine son konsantrasyonu 13 mM
olacak sekilde fenilasetat ilave edilmistir ve arilesteraz’in enzimatik hidrolizi sonucu olusan
fenol 270 nm de Jasco V-530 UV/VIS spektrofotometresinde dakikalik fenol olusum
absorbansi dl¢lilmiistiir. Molar absorbsiyon katsayis1 1310 (¢) alinarak (8,139,140) arilesteraz
aktivitesi i¢in 1 tnite, 1 mikromol fenol/ml serum/dk. olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismada
numune volimii 400 kat diliie edilerek calisilmigtir. Sonuglar yine paroksanazdaki enzim
aktivitesi formiiliine gore hesaplandi ve U/L olarak degerlendirildi.

Reaktif 1 tekrar hazirlanip fenotipik ayirim i¢in igerisine 1M NaCl ilave edilerek
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi i¢in tekrar c¢alisildi. Sonuglar yine yukaridaki gibi

hesaplandi.

—O-C—CHy ——» —OH + CHyCOO

Fenil asetat Fenol Azetat

3.6. LDL oksidasyon ve lag faz

Hazirlanan hasta serumlarindan Iml alinir ve {izerine 7 ml tri sodyum sitrat tamponu
(50,000 U/L heparin igeren pH=5,05, 65 mM sodyum sitrat tamponu) eklenir. 15 dakika
bekletildikten sonra 5000 rpm de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatan dokiiliir ve geriye
kalan pellet (Cokmiis lipoprotein), pH=8, 100mM fosfat tamponu ile protein basina 1mg/ml
olacak sekilde diliie edilir. Daha sonra son konsantrasyon 5uM CuSOg4 olacak sekilde
oksitlenmeye birakilir. Sifir kor okunur ve ilk bir saatte 6 dakikada bir, daha sonra 4 saat
boyunca 20 dk da bir total peroksitler dlgiiliir. Aradaki beklemeler 40 °C’de subanyosu
yapildi. Sonuglar pmol/mg LDL protein olarak degerlendirildi (99). MedCalc 7.2 software
programi kullanilarak lipid oksidasyon grafigi degerlendirildi. Oksidasyonun baslangic evresi
sirasinda endojen antioksidanlarin varligi ile LDL oksidasyonunun baskilanip ve gecikme fazi
ile sonuglanan alan lag faz olarak degerlendirildi (85). Bu evre ortalama 34-114 dk siirer.
Antioksidanlarin tilkenmesiyle lag fazini hizli bir ilerleme fazi takip eder konjuge dienlerin
olugsmaya baglamasiyla oksidasyon devam eder ve sonugta bir plato ¢izerek en yiiksek
noktaya ulasir ki; bu nokta maksimum oksitlenebilirlik kapasite olarak ele alindi. Sonugta

LDL’nin yikimi ve dallanmasiyla aldehit olusumu meydana gelir. Calismanin sonlandirildigi
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dakikadan itibaren elde edilen egrinin altinda kalan alanin tamami ise toplam oksitlenebilirlik

kapasite olarak degerlendirildi.

3.7. Rutin biyokimya tetkikleri

Yiiksek dansiteli lipoprotein ve LDL-kolesterol olgiimleri Abbott marka ticari kit
kullanilarak Japon mali toshiba firmasinin abbott aeroset otoanalizor cihazinda rutin

biyokimya kitleri kullanilarak yapildi.

3.8. Total peroksit ol¢iimii

Total peroksit Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir metod ile
Olciildii (169). Bu metoda gore oOrnekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine
kompleksini ferrik iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak
yaklagik {i¢ katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir. Yotemin 1.reaktifi pH’s1 1,75 ve 140 mM’lik NaCl
iceren 25 mM H,SOy soliisyonu igine 1.35M Gliserol ve 150uM Xylenol orange igermektedir.
2. reaktifi ise yine pH’s1 1,75 140 mM’lik NaCI igeren 25 mM H,SOy soliisyonu i¢ine dnce
10 mM o-Dianisidine dihidrocloride ve sonra 5 mM amonyom ferrdz siilfat ¢oziilerek reaktif
hazirlanir. Daha sonra reaktif 1’den 225 pL numunelerden 35 pL ve reaktif 2°den 11 pL

alacak sekilde 560 nm dalga boyunda otoanalizdre uyarlanarak dl¢tim gergeklestirilir.

3.9. Lipid hidroperoksit 6l¢iimii

Lipid hidroperoksit dl¢timii Khelifa Arab ve arkadaglari tarafindan gelistirilen metod
ile calisildi (170). Bu metod yine total peroksite benzer bir yontem ile asidik ortamda lipid
hidroperoksitlerin feréz iyonlarini ferrik iyona doniistiiriilmesi ve ferrik iyonlarin Xylenol
orange ile 560 nmde renk olusturmasi esasina dayanir Ancak total peroksit 6l¢iim metoduyla

aralarinda kullanilan kimyasal madelerden dolayi fark vardir.
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3.10. Istatistiksel analiz

Tiim istatiksel hesaplamalar Windows SPSS 11.0 ve MedCalc 7.2 software programi
kullanilarak yapildi. Iki grup arasinda farkliliklar independent t test ve parametreler arasi iliski
pearson korelasyon analizi kullanilarak karsilastirildi. Kantitatif degerler ortalama + standart
sapma (X£SS) olarak belirtildi. Kontrol ve hasta grubundaki fenotipik dagilim ki-kare testleri
ile belirlendi. One-way analysis of variance (ANOVA) testi fenotip grup ile damar tutulum
sayisit grubundaki biyokimyasal parametrelerin analizinde kullanildi. MedCalc programi
kullanilarak gruplarin maksimum oksitlenebilirlik kapasite, Area Under Curve (AUC)
hesaplanarak toplam lipid oksitlenebilirlik kapasiteleri ve lag fazlarinin uzunlugu tespit edildi.

Sonuglar % 95 giiven araliginda, anlamlilik P< 0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Anjiyografi sonuclarina gore bulgular

Tablo 3: Hasta ve kontrol gruplarinda fiziksel degerlerin karsilastirilmasi

Kontrol (n=160) Hasta (n=147) P
Ortalama £ SS Ortalama £ SS
Cinsiyet (E/K) 74/86 78/69 >0.05
Yas (yil) 52+ 14 57+10 <0.05
Uzunluk (cm) 167 £21 164 £ 24 >0.05
Agirlik (kg) 63.7+11.4 61.4+93 >0.05
BMI (kg/m?) 243 +44 23+5,1 >0.05

SS: Standart sapma

Koroner anjiyografi yapilan hasta ve kontrol gruplarinin genel 6zellikleri tablo 3 de
verilmistir. Tablo 3 de goriildiigi gibi her iki grup arasinda yas disindaki diger parametrelerde

istatistiksel olarak herhangi bir fark yoktu.

Tablo 4: Hasta ve kontrol gruplarinin genel analiz sonuglar

Parametreler Kontrol Hasta p
(n=160) (n=147)
X+£SS X+£SS

Paroksonaz (U/L) 258 + 165 200+ 146  <0.001
Arilesteraz (kU/L) 169 + 24 162 +23 <0.001
Total peroksit (umol H,O, Eqv. /L) 1490+4,95 20.19+6,05 <0.01
HDL (mg/dl) 385+83 34.12+64 <0.01
Paraoksonaz/HDL (IU/(mg/dl)) 7.07+5,2 5.9+4,37 <0.01
LDL (mg/dl) 111.71 £ 32 114 + 31 >0.05
Lipid hidroperoksit (umol H,O, Eqv./ L) 452095 492+£0,85 <0.01
Maksimum oksitlenebilirlik diizeyi 63+30,3 65.17+31,9 >0.05
(pmol H,O, Eqv./mg LDL protein)

Toplam oksitlenebilirlik diizeyi 123 + 54 162 + 69 <0.001
(umol H,O, Eqv./mg LDL protein)

Lag faz (dk) 67+ 15 58+13 <0.001

(x:ortalama,SS:Standart sapma p<0.05 anlamilik ile independent t testine gére degerlendirildi.)
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Yukarida tablo 4 de goriildiigii gibi koroner anjiyografi yapilan olgularda anjyiografisi
normal olan kontrol grubu ile anjiyografisinde 1 yada daha fazla damar tikaniklig1 saptanan
hasta gruplar1 arasinda paraoksonaz, arilesteraz, HDL, Paraoksonaz/HDL, Total peroksit, lipid
hidroperoksit, toplam oksitlenebilirlik diizeyi ve lag fazinda (sirasiyla p<0.001, p<0.001,
p<0.01, p<0.01, p<0.001, p<0.01, p<0.001, p<0.001) de anlaml fark varken, LDL, ve

Maksimum oksitlenebilirlik arasinda (sirasiyla p>0.05, p>0.05) anlamli bir fark
bulunamamustir.
Tablo 5: Hastalikli damar sayisina gore analiz sonug¢lari
Parametreler Bir damar  Ikidamar Uc¢ dammar P
(n=47) (nN=43) (N=57)
X +£SS XSS XSS
Paroksonaz (U/L) 221 + 151 212 £139 172+ 146 <0.05"
Arilesteraz (kU/L) 162 +23 159 +£19 148 + 22 <0.05%°
Total peroksit 1522+1,22 1555+1,48 16.72 +1,62 <0.05%
(pmol H,O, Eqv./L)
HDL (mg/dl) 367 34+8 32+9 >0.05
Paraoksonaz/HDL (IU/(mg/dl)) 6.73 £4,97 6.52+485 6.22+4,19 >0.05
LDL (mg/dl) 112+30,96  112+28,62 114+29,41 >0.05
Lipid hidroperoksit 4.61 +£0,73 479+0,82 4.88+0,79 <0.05°
(pmol H,O, Eqv./L)
Maks. Oksitlenebilir LDL 64 + 32,17 63 + 29,59 65 +£36,23 >0.05
(umol H,0, Eqv./mgLDLprotein)
Toplam Oksitlenebilir LDL 141 + 53 161 +61 169 + 59 <0.05®
(umol H,0, Eqv./mg LDLprotein
Lag Faz (dk) 56+ 18 53+11 51+16 <0.05®

(a:Bir damar ile iki damar arasindaki fark, b:Bir damar ile ii¢ damar arasindaki fark, c: iki damar ile ii¢
damar arasindaki fark, x:ortalama, SS:Standart sapma, p<0.05 anlamli kabul edilip ANOVA'ya gore
degerlendirilmigtir)
hastalikli damar sonugclari

Tablo 5’de goriildiigii gibi sayisina gore analiz

degerlendirildiginde paraoksonaz ve arilesteraz her li¢ grup arasinda da anlamli fark olup

hastalikli damar sayisi artikca paraoksonaz ve arilesteraz enzim aktivitelerinde diisme
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goriilmektedir (a,b ve c i¢in; p<0.05). Total peroksit ve lipid hidroperoksit ise bir damar ile ii¢
damar arasinda fark varken (a i¢in; p<0.05), bir damar ile iki damar ve iki damar ile ti¢ damar
tutulumu arasinda fark bulunamamistir (b ve c icin; p>0.05). Toplam oksitlenebilirlik ve lag
faz da ise bir damar ile iki damar ve tek damar ile ii¢ damar arasinda fark varken (a ve b i¢in;
p<0.05,) iki damar ile {i¢ damar tutulumu arasinda fark olmayip (c i¢in; p>0.05), maksimum

oksitlenebilirlik arasinda ise fark bulunamamustir.
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Tablo 6 : Hasta grubundaki biyokimyasal parametrelerin korelasyon analizleri
PARAMETRE Lipid T.Peroksit Toplam Paraoksonaz  Arilesteraz Damar sayisi Lag Faz
hidroperoksit oksitlenebilirlik (dk)
Diizeyi
Lipid r=0,27
Hidroperoksit p <0.05
T.Peroksit r=-0,33 r=20,22
p <0.05 p <0.01
Toplam r=20,27
oksitlenebilirlik p <0.01
Diizeyi
Paraoksonaz r=-0,27 r=0,57
p < 0.05 p <0.001
Arilesteraz r =-0,18
p < 0.05
Damarsayisi r=0,24 r=0,25 r=-0,17 r=-0,23
p <0.01 p <0.01 p < 0.05 p < 0.05
Lag faz (dk) r=-0,26
p <0.05

(Tablo da goriildiigii gibi Paraoksonaz, arilesteraz ve toplam oksitlenebilirlik diizeyi damar sayist ile anlamli korelasyon géstermektedir.)
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4.2. PONI1 fenotipine gore bulgular

Paraoksonazin fenotipik ayirimi dual substrat metoduna goére yapilmistir (115). Bu
metoda gore paraoksonaz aktivitesi 1M (Molarite) NaCl ile stimiile edildiginde aktivesi
artarken, arilesteraz aktivitesinde ise diisme oldugu tespit edilmistir. Bu analizde trimodal
dagilim izlenir. Genis-diisiik aktivite piki "diisiik aktiviteli homozigotlar: (AA)", orta-yiiksek
aktivite piki "heterozigotlari (AB)", kiiciik-yliksek aktivite piki ise "yiiksek aktiviteli
homozigotlar1 (BB)" temsil eder. En yaygini homozigot-AA (QQ), ikincisi heterozigot-AB
(QR), en az olan1 homozigot-BB(RR)'dir (Sekil 16).
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Sekil 16: Hasta grubundaki PON1 enziminin fenotipik dagilimi
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Tablo 7: Kontrol ve hasta grubunun fenotipik dagilim

Fenotip Kontrol Hasta p
AA 74 (%47) 65 (%44) >0.05
AB 68 (%42) 58 (%39) >0.05
BB 18 (%11) 24 (%17) >0.05

Toplam 160 147

Bu caligmamizdaki fenotipik dagilimin kontrol ve hasta grubunda nasil bir seyir
gosterdigi tablo 7 de goriilmektedir. Hasta grubunda AA ve AB fenotip kontrol’e gore ylizde
olarak diistik, BB ise yiiksek olmasina ragmen yapilan ki kare analizleri sonucun da bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildi ( p>0.05).

Tablo 8: Hastalikli damar sayisina gore fenotipik dagilim

Fenotip Hastalikhh damar sayisi p
Bir damar iki damar Uc damar
AA 21 (%14) 23 (%16) 21 (%14) p>0.05
AB 22 (%15) 9 (%0.6 ) 27 (%18) p>0.05
BB 6 (%0.4) 8 (%0.5) 10 (%0.7)  p>0.05
Toplam 49 40 58

Tablo 8’de hastalikli damar sayisi ile fenotipik grup arasindaki dagilim goriilmektedir.
Yaptigimiz ki kare analizleri sonucunda hastalikli damar sayisi ile fenotipik grup arasinda

herhangi bir anlamlilik yoktu (p>0.05).
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Tablo 9: Hasta grubunun fenotipik dagilima gére analiz sonuglart

Parametre AA AB BB P
(n=74) (n=60) (n=13)
X £SS X=£SS X£SS
Paroksonaz (U/L) 84 + 22 294 + 81 536 + 89 <0.001°
Arilesteraz (kU/L) 158 £22 163 £26 178 £ 11 <0.01%*
Total peroksit 14.7+1,97 15.0+1,85 15.2+2,26 >0.05
(umol H,O, Eqv./L)
HDL (mg/dl) 34+72 34+35,7 33+3,5 >0.01
Paraoksonaz/HDL (IU/(mg/dl)) 2.5+0,90 8.7+2,73 15.5+3,28 >0.05
LDL (mg/dl) 110 £33,49 112 £29,73 121 £29,50 >0.05
Lipid hidroperoksit 4.7 +0,82 48+1,0 5.3+0,97 >(0.05
(umol H,0, Eqv./L)
Maks.Oksitlenebilirlik diizeyi 60.7 £29,77 68.5+£42,70 51.6 £39,27 >(0.05
(pmol H,0, Eqv./mg LDL protein)
Top.Oksitlenebilirlik diizeyi 137 £49 141 £ 57 144 £+ 59 >0.05
(umol H,0, Eqv./mg LDL protein)
Lag faz (dk) 64+11 63 £12 61 15 >0.05

(a:AA ile AB arasindaki fark, b:AA ile BB arasindaki fark, c: AB ile BB arasindaki fark, x:ortalama,

SS:Standart sapma, p<0.05 anlaml kabul edilip ANOVA’ya gére degerlendirilmistir)

Tablo 9’da goriildiigii gibi BB (PON1,9,R) fenotipi en yiiksek aktiviteye sahip

olmasina ragmen genel popiilasyonda en az bulunan gruptur. AA (PON1,9,Q) fenotipi ise

diisiikk aktiviteye sahip olmasina ragmen genel popiilasyonda en ¢ok bulunan fenotiptir.

Fenotip gruplamaya gore paraoksonaz (a, b ve c i¢in; p<0.001) ve arilesteraz (a, b ve ¢ igin;

p<0.01) tiim gruplar arasinda anlanli bir fark varken diger parametreler arasinda herhangi bir

iliski bulunamamustir.
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4.3. Lipid oksidasyonuna gore bulgular
Yaptigimiz bu calismada lipid oksitlenebilirligi yoniinden kontrol ve hasta gruplari
arasinda anlamli derecede bir fark bulduk (p<0.01). Asagidaki sekillerde 4 hasta ve 4 kontrol

gruplarina ait lipid oksidasyon grafikleri verilmistir.
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Sekil 17: Kontrol grubundaki 4 bireye ait toplam oksitlenebilirlik diizeyi. Grafiklerde
goriildiigii gibi egri alti alamin ( AUC) diisiik olmast bize toplam oksitlenebilirlik diizeyi
hakinda bilgi vermekte olup, lag fazin uzunlugu da (> 60 ) dikkat ¢cekmektedir.
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Sekil 18: Hasta grubundaki 4 bireye ait toplam oksitlenebilirlik diizeyi. Grafiklerde
goriildiigii gibi egri alti alanmin ( AUC) yiiksek olmast bize toplam oksitlenebilirlik diizeyi
hakinda bilgi vermekte olup lag fazin kisaligi (<60 ) dikkat cekmektedir.
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5. TARTISMA

Koroner arter hastaligi biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde 6liim nedenlerinin
basinda yer almaktadir. Son yillarda KAH mortalitesinde diisme olmasma karsin, bu
hastaliktan olenlerin mutlak sayisinda bir azalma olmamistir. Dogu Avrupa iilkelerinde
mortalite yilikselme egiliminde olup, Avrupa iilkelerinde diisme egilimindedir. Diisiik sosyo-
ekonomik diizeydeki gruplarda morbidite ve mortalite daha yiiksek olmaktadir. Bunda rol
oynayan baglica etkenler, kotli beslenme aligkanliklari, sigara kullanimi ve sismanligin yani
sira is kosullarinin daha agir, sosyal destegin daha az olusu gibi etkenlerdir. (4). Bu nedenle
erken donemde tan1 konmasi ve cesitli risk faktorlerine karsi korunma yontemlerinin
gelistirilmesi 6nem kazanmistir.

Tiirk Kardiyoloji Dernegi tarafindan 1990 yilindan bu yana yiiriitiilen ¢aligsmalarin on
yillik izlenim verilerine gore, Tiirkiye 'de yaklasik iki milyon kiside koroner arter hastalig
bulundugu tahmin edilmektedir. Koroner kalp hastaligmin iilkemizde yillik mortalitesi
erkekler de binde 5.1 kadinlarda ise binde 3.3' tiir. Ulkemizdeki &liimlerin %45' i kalp damar
hastaliklarindan, %36' s1 kalp hastaliklarindan, %32' si koroner kalp hastalifindan
kaynaklanmaktadir (4).

Bu calismada PONI1 fenotipinin, énemli bir risk faktorii olup olamayacagi ve diger
onemli bir risk faktorii olarak diisiliniilen lipid oksitlenebilirlik kapasitesi (LDL oksidasyonu)
ile birlikte ele alinmigtir. Bu amagla ¢alismaya alinan koroner anjiyografi yapilmis hastalarda
serum total peroksit, lipid hidroperoksit, maksimum oksitlenebilirlik kapasite, toplam
oksitlenebilirlik kapasite, lag faz’in yanisira PON1 enzim aktivitesi ve PON1 fenotipi de
belirlenmistir.

Bizim ¢aligmamiza alinan bireylerin kontrol grubunda olanlarin yas ortalamasi 52.09
(43-79) yil, hasta gurubunda olanlarin yas ortalamasi ise 57.87 (45-79) yil olarak
bulunmustur. Bu rakamlardan da anlasildigi gibi, hasta grubunda bulunan bireylerin yas
ortalamasi daha yiiksektir. Ancak bu parametrenin diger biyokimyasal parametrelerin higbirisi
ile herhangi bir korelasyonu olmadigi i¢in bizim g¢aligmamizi etkileyen bir faktdr olarak
degerlendirilmemistir. Kontrol ve hasta gruplar1 cinsiyet yoniinden incelendigi zaman

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar ile PONI1’in LDL oksidasyonunu onledigi
gosterilmistir ve kardiyovaskiiler hastaliklar icin koruyucu bir faktdr olup olamayacagi

tartismaya agilmistir. Enzimin iki farkl alleli olabilecegi ve bu genetik polimorfizm nedeniyle
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farkl kisilerde aktivitelerinin degisik oldugu ortaya konmustur. GIn192 variant1 "A tipi" ve
Argl92 ise "B tipi" olarak adlandirilmistir. Bu tiplerden hangisinin ateroskleroz veya KAH
icin daha koruyucu oldugu yolunda yapilan ¢aligmalarda ise ¢eliskili sonuclar elde edilmistir.
Bazilarinda B allelin KAH i¢in riski artirdigin1 (171), bazilarinda ise allel ile risk arasinda
iliski olmadig1 6ne siiriilmiistiir (172). Son yapilan bir ¢alismada KAH sahip PON1,9,RR
fenotipine sahip bireylerin diger fenotiplere gore daha fazla MI ve Strok gecirdigini ileri
stirmektedir (173).

Bulgularimiz koroner kalp hastalig1 gelisiminde genetik faktdrlerin roliinii ortaya
koymaktadir. Fenotipik daglimina bakildiginda; hastalarimizin %44'it AA fenotipine sahip
iken %39 AB ve %17 kadar1 BB fenotipine sahiptir (Tablo 7). Kontrol grubunda ise %47°1
AA fenotipi, %42'i ise AB ve %I11°de BB fenotipine sahipti. Yapilan ki-kare testi ile
hastalardaki damar sayisi tikanikligr ile fenotipik dagilim arasinda anlamli fark yoktu
(»>0.05). Buda bize gosteriyorki; aterosklerotik kalp hastaligindan korumada fenotipik
dagilimin 6nemli olmadig1 tespit edilmistir. Ancak bizim bulgularimizdan farkli bulan
calismalarda mevcuttur. Baum ve ark, yaptigi bir ¢aligma PON1,9,RR fenotipine sahip
kisilerin daha ¢ok kalp krizi ve beyin kanamasi gecirdigini ileri siirmiisler (173).Yapilan
baska bir galismada PONI1 aktivite fenotipinin vaskiiler hastaliklarda tanisal degerinin
PON1,9; ve PON1ss genotiplerinin saptanmasindan daha fazla oldugu, sadece genotipleme
yapilmasinin PONI ile KAH iligkisini ortaya koymada yetersiz kalacagi belirtilmektedir
(174).

Cascorbi ve ark, PON1 mutasyonlarinin ve farkli fenotiplerin KAH i¢in risk faktorii
olmalarim1 aragtirmis; sigara, diabet, hipertansiyon, hiperkolesterolemi risk faktorii olarak
anlamli bulunurken, PON1 polimorfizminin KAH i¢in risk faktoérii olmadigi sonucuna
varmistir (172). Bizim ¢alismamizda da elde edilen verilere gére PONT1 fenotipinin tek basina
anlaml bir risk faktorii olmadigini, ancak kisinin oksidasyona ya da ateroskleroza yatkinligi
acisindan bilinmesi gerekli bir faktor oldugunu ortaya koymustur.

R.Rontu ve ark, yaptigi bir ¢aligmada PONIssLL genotipine sahip KAH sahip
bireylerin torasik aorta ve abdominal aortadan aldiklar1 aterosklerotik plaklarin alani ve bu
alanlardaki fibrotik lezyon ve yagh c¢izgilenmenin PON1ssMM genotipine sahip bireylere
nazaran daha fazla oldugunu rapor etmistir (175).

Paraoksonaz/arilesteraz’in polimorfik dagilimi biiyiik degiskenlik gdstermektedir.
Karakaya ve ark. calismasi bizi destekler nitelikte olup trimodal dagilimi Tiirk
populasyonunda gostermislerdir. Tiirklerde R allel sikligi dogu populasyonlarindan diistik,

Avrupa 1rkina yakin degerler gostermektedir (116). Avrupa populasyonlarinda bimodalite ve
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%353 diisiik aktivite izoformu izlenmekte, Avrupa'dan uzaklasildik¢a bu oran azalmaktadir.
Afrika ve Uzakdoguda dagilim wunimodaldir, bu 1rklarda diisiik aktiviteli genotip
saptanmamuistir. Kafkas kokenli ingiliz ve Hintlilerde PON1 aktivite siklik dagilimmin diisiik
ve yuksek aktivite alellerdeki dagilimlarla kiyaslanabilir bimodalite gosterdigi bulunmustur.

Sanghera ve ark. yaptig1 ¢alisma Singapur'da iki farkli irk olan Asya yerlileri ve
Cinlileri karsilastirmis, sadece Asya yerlilerinde PON1;9,R allel’in KAH ile iliskisi nedeni ile
R allelin sadece bazi populasyonlarda bagimsiz risk faktorii olabilecegini ileri stirmiistiir (83).
Mackness ve ark. (176), Ingiltere'de farkli iki bolgede PON1 polimorfizmi ile KAH risk
iligkisini arastirdiginda PON1R allel sikligit KAH ile iligkili bulunmustur. R alloenzim ile
lipid peroksitlerin hidrolizi daha diistiktiir, bdylece LDL'nin oksidasyonunu geciktirmede daha
az etkili oldugu ileri siiriilmiistiir.

Hippe ve ark, AMI’de ailesel predispozisyonun, diger kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin AMI riski {izerine etkilerini diizenlemedigini belirtmekte, bununla birlikte aile
Oykiisii bulunan olgularin hala risk tasiyan hedef grup oldugu fikrini savunmaktadir (177).
James ve ark.’nmin ¢aligmasi ii¢ damar tutulumu olan olgularda PONI aktivitesi ve
konsantrasyonunun  belirgin  azaldigmi, HDL ile PONl'deki azalmanin LDL
hidroperoksitlerindeki artis ile beraber oldugunu izlemistir (178).

Aslan ve ark. yaptig1 bir ¢calismada demir eksikligi olan hastalarda oksidatif stresin
artarak PON1 enzim aktivitesini azalttigin1 bununla beraber LOOH seviyelerinin ise arttigini
rapor etmistir. Bu sonuglara dayanarak demir eksikligi olan hastalarda Ox-LDL’nin artmasi
ve buna bagli olarak KAH riskinin normal topluma gore daha fazla oldugunu ileri stirmiistiir
(179). E-Thomas—Moya ve arkadaslarinin rat’larla yaptig1 bir calismada %40 kadar kalori
kisitlamayla PONI1 aktivitesinde ¢ok ciddi bir diigme oldugunu ve bunun apo J ve apo A-1 ile
giiclii bir korelasyon gosterdigini 6zellikle bu sonuglarin kadin farelerde daha iyi gozlendigini
bu nedenle PON1’in cinsiyetler arasinda da onemli bir fark gosterdigini rapor etmislerdir
(133).

T.M.van Himbergen ve ark, yaptigi bir ¢alismada plazma okside linoleik yag
asitlerinin; PON1’in aktivitesinin onemli bir gdstergesi olabilecegini ileri siirmiisler. Bu
calismaya gore; plazmada milli molar diizeyde bulunan linoleik yag asitlerinin binde bir
oraninda dahi yani mikro molar diizeyde oksidasyonu, PON1’in paraoksonaz aktivitesine
yanstyabilmektedir. Ciinkii plazmalarinda okside linoleik yag asidi biraz yiikselmis olan
kisilerde paraoksonaz aktivitesini kontrol grubuna nazaran daha diisiik bulmuslar. Ancak

fenotip arasinda herhangi bir fark bulamamuslar (180).

66



Fuhrman ve ark, SDS-PAGE elektroforez ve Western blot ile yaptiklar1 bir ¢alismada
PONI enziminin silomikronlarda da oldugunu ve bunun HDL’den transfer edildigini aym
zamanda bu silomikronlardaki PON1 enziminin bakir ile indiiklenmis LDL oksidasyonunu
azalttigini ileri stirmiistiir (181).

Z.suchocka ve ark. yaptig1 bir calismada insan serum paraoksonazin; PON3 diye
adlandirdig: bir etkiye sahip oldugunu, paraokson’u hidroliz etkisi olmayip ¢ok az arilesteraz
aktivitesine sahip oldugunu ve laktonaslar1 ve ozellikle statinleri (mevastatin, simvastatin,
lovastatin, v.s) substrat olarak kullanip, LDL’yi oksidasyondan korumada PONI’den daha
giiclii oldugunu rapor etmislerdir (108). Buna benzer X.Yang ve ark. yaptigi bir ¢alismada
PON1’in ayn1 zamanda HTLase aktivitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir (111). Buna
benzer bir ¢alismada M. Kerkeni ve ark, yaptig1 bir ¢aligma olup bu ¢aligmaya gore; PON1
yalnizca paraoksonaz ve aril esteraz aktivitesine sahip olmayip ayn1 zamanda koroner arter
hastalig1 i¢in baska ve oOnemli bir risk faktdrii olan homosisteinemili hastalarda
homosisteinden olusan homosistein thiolaktonu hidroliz ederek hiicrelerdeki homosistein
thiolaktonun neden oldugu protein modifikasyonundan hiicreleri ve o6zellikle endotel
hiicrelerini korudugunu rapor etmisler (182). Buda bize in vivo kosullarda PON1’in hala
gergek substratinin bilinmedigini ortaya koymustur.

PONT1 allozimlerinin gerek kantitatif ve gerekse kalitatif olarak farkli olduklarinin
kesf1 ile fenotipleme metodlar1 gelistirilmis ve bu fenotipleme biitiin diinyada artik kabul
edilebilir bir gercek olmustur. Ancak bunun tespitinde farkli yontem ve metaryeler
kullanilarak fenotipleme yapilmaktadir.

Paraoksonaz aktivitesi kontrol grubunda 258 U/L, arilesteraz aktivitesi 169.27 kU/L
olarak bulduk. Paroksonaz ve arilesteraz aktiviteleri farkli arastirmacilar tarafindan kontrol
grubunda farkli farkli bulunmustur. Mackness ve ark. (8) Paraoksonaz aktivitesini 119.4 U/L
Ayub ve arkadaglar1 (171) 221.50 U/L, Schiavon ve arkadaglari 151 U/L, Karakaya ve
ark.(116) 321.29 U/L olarak bulmuslardir. Bulunan normal degerlerin farkli farkli olusunun
nedenleri; enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanilan metodun farkli olmasi, enzim aktivitesi
hesaplanirken kullanilan ekstinksiyon katsayisinin farkli olmasi, kontrol grubunun yaslarinin
farkli olmasi, kontrol grubu sec¢imi i¢in kullanilan kriterlerin farkli olmas1 ve popiilasyonlarin
farkl1 olmas1 gibi olabilir. Bizim ¢alismamizdaki kontrol grubu ile hasta grubunun enzim
aktiviteleri dikkate alindiginda, hasta grubunun degerlerinin anlamli derecede diisiik oldugu
gorlilmiistiir. Ayub ve arkadaslari (171), myokard infarktiisiinden sonra paraoksonaz
aktivitesinin azaldigini1 bulmuslardir. Baz1 arastirmacilar, KAH da dahil olmak iizere ailesel

hiperkolesterolemi  ve insiiline bagimli  diabetes mellitus gibi  hastaliklarda
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paraoksonaz/arilesteraz aktivitelerinin azaldigini gostermislerdir. Balik gozii (Fish-eye) ve
tangier hastaliklarinda yapilan ¢alismalarda, HDL konsantrasyonlarinin ve buna bagl olarak
da paraoksonaz/arilesteraz aktivitelerinin azaldigi gosterilmistir. Ayrica, farelere
aterosklerotik diyet verilerek olusturulan aterosklerozda, paraoksonaz’in hepatik sentezinin
azalmas1 sonucunda, paraoksonaz aktivitesinin azaldig1 da gosterilmistir. Bu arastirmacilarin
sonuclari, bizim  sonug¢larimizla iyt  bir uyum = gostermektedir. = Dolayisiyla
paraoksonaz/arilesteraz aktivitelerinin hasta grubunda azalmasinin bazi nedenlerini su sekilde
Ozetleyebiliriz.

1. PON1, HDL' ye bagli bir enzimdir. HDL’ nin hasta grubunda azaldigini bulduk. HDL
azaldig1 i¢in, enzim miktar1 dolayisiyla da enzim aktivitesi azalabilir.

2. HDL' nin lipid ¢evresi degismis olabilir. Boylece, HDL ve PON1'" in etkilesimi bozulabilir
ve bunun sonucunda PON1 aktivitesi azalmis olabilir.

3. PONI’in sentezi azalmis ve/veya katabolizmasi artmig olabilir.

4. Bu enzim lipid peroksitlerinin olusumunu 6nlemektedir, bunu yaparken aktivitesi azalmig
olabilir.

5. Okside olan fosfolipidler, enzimin karacigerdeki sentez ve sekresyonunu inhibe etmis
olabilirler.

KAH olanlarda azalmis PONI1 aktivitesinde oldugu gibi HDL konsantrasyonundada
belirgin bir azalma saptanmistir. Biz bu ¢alismada PONI1 aktivitesi ile HDL arasinda
korelasyon bulamadik. Bir grup arastirict da, PONI1 aktivitesi ve HDL arasinda zayif bir
korelasyon oldugunu gostermistir (183). Bu arastirmacilarin ve bizim sonuglarimiz iyi bir
uyum i¢inde olup, PONI aktivitesinin HDL konsantrasyonundan bagimsiz bir sekilde
azaldigin1 gostermektedir. Serum HDL diizeyinin KAH insidans: ile ters iliskili oldugu ve
orta yas tlzerinde KAH olgularinda LDL'den daha fazla tanisal degere sahip oldugu
bilinmektedir. Nguyen ve ark, yaptig1 bir ¢alismada HDL igindeki bazi fosfotidilkolin
derivelerinin, oksitlenmis zincirlerin yada acil zincir tagiyan doymamis yag asitlerin PON1
enzimin paraoksonaz aktivitesini azaltip arilesteraz aktivitesini artirdiklarini ileri siirmektedir
(154). 1990' larda arteriyel duvarda LDL'nin oksidatif modifikasyondan korunmasi ve Ox-
LDL'min zararh etkilerine karsi koruma gibi farkli antiaterojenik o6zelliklere sahip oldugu
izlenmistir (107). Ilk olarak demirle indiiklenen oksidasyona karsi HDL'min koruyucu
etkisinin gosterilmesinden sonra, normolipidemik dondrlerden elde edilen total HDL'min
makrofajlarca Ox-LDL yikimini azalttig1 gdsterilmigtir. HDL'nin bakirla indiiklenen LDL'de
lipid peroksit olusumunu %90 inhibe ettigi ve HDL'den saflagtirilan PON1 enziminin ise lipid
peroksitler yanisira TBARS olusumunu da 6nledigi saptanmustir (184). Heterozigot familyal
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hiperkolesterolemi ve IDDM'Ti olgular yan sira, Fish eye ve tangier hastalig1 olgularinda ¢ok
diistik, saptanamayacak diizeyde PONI1 aktivitesi ile karsilagilmasindan sonra bu hastaliklarda
ateroskleroz gelisimine yatkinlikta artis izlenmesi, PONI ile aterosklerozun iliskisine ve
olasilikla HDL'min antiaterojenik 6zelliklerinde PON1'in 6nemine dikkatleri ¢ekmistir. Bu
calisma da koroner anjiografisi patolojik olan hasta grubunda PONI1 aktiviteleri belirgin
olarak diisiik bulunmustur. Aviram ve ark.'nin gosterdigi gibi PON1, lipid peroksidlerini yok
etmede stokyometrik olarak calismakta ve lipid peroksidleri azalirken PON1 aktivitesi de
diismektedir (147). PONI1 aktivitelerinde izlenen azalma LDL oksidasyonunda artis ile
birliktedir. Bu sonuclar artan oksidan stresi 6nlemek i¢in PON1 enziminin peroksidatif etki
gosterdigini ve buna bagl olarak normalden daha diisiik oldugunu diisiindiirmektedir.

Koroner arter hastaliginin oksidan stres artis1 ve antioksidan enzim aktivitelerindeki
bozulma ile birlikte oldugunu biliyoruz bu nedenledirki; aterosklerotik dokuda erken
donemde serbest oksijen radikallerinin arttig1 bilinmektedir. Normal metabolik yollarin
isleyislerinin dogal bir sonucu olarak ortaya ¢ikan serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde
kaldiklar1 silirece organizmanin yabanci maddelere ve enfeksiy0z ajanlara karsi savunma
sistemini olusturmaktadir. Belirli diizeyin Ustlinde olusan serbest radikaller, antioksidanlarin
yetersiz olmasi durumunda organizmanin yapi elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat,
niikleik asit ve enzimlerin yapi1 ve fonksiyonlarin1 bozmaktadirlar. Hiicrenin korunma
mekanizmalari, serbest radikal olusumunu engelleyerek, oksidan maddeleri daha az toksik
tiriinlere ¢evirerek, reaktif parcalari yasamsal Onemi olan yapilardan uzaklastirarak ve
molekiiler hasari tamir ederek etkili olmaktadirlar (185).

Oksidatif stres altinda olusan bu radikaller ayni zamanda LDL'de lipid
peroksidasyonunu baglatmaktadir (24,30,73). Doymamis yag asidi zincirleri sitoplazmik
yapmin ve biyolojik membranlarin temel elemanidir; oksijen veya bir radikal varliginda
oksidasyana ugrayarak hiicresel hasara neden olan, metabolizmay1 degistiren ve dokularda
kan akimi degisikliklerine neden olan iiriinler olusturmaktadirlar. Cifte baglar yeniden
diizenlenime ugrayarak konjuge dien yapisina doniismekte ve daha sonra peroksidasyon
devam ederek lipid endoperoksitleri ve/veya lipid hidroperoksitlerinin olusumuna yol
acmaktadir. Lipid endoperoksitlerinin ileri yikilimi ile olusan MDA, 4-HNE gibi aldehitler,
keton ve oksisterol tiirevleri gibi {riinler oksidan stresin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Aterosklerotik koroner arter hastalifinda arteriyel dokunun subendotelial
bolgesinde makrofajlardan salinan asir1 siiperoksit radikalleri yine bu bodlgede tuzaga diisen

LDL partikiillerini oksidatif modifikasyona ugratmaktadir. Bu bolgede artmis olan oksidan

69



stres organizmada normal fizyolojinin geregi olarak antioksidan savunma mekanizmasini
harekete gecirmektedir.

Paraoksonazin lipid peroksitlerinin olusumunu 6nlemek suretiyle LDL' nin oksidasyonunu
geciktirmektedir. Mackness ve arkadaglar1 (11), PON1' in TBARS ve lipid peroksidasyonu
olusumunu Onledigini = gostermiglerdir. Nitekim, bizim bulgulamiza gore lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan total peroksit ve lipid hidroperoksit diizeyleri de hasta
grubunda artmistir. Bu bulgular da lipid peroksidasyonunun olustugunu ve bunun sonucunda
PONI aktivitesinin azaldigin1 desteklemektedir. Yaptigimiz korelasyon analizi sonucunda,
hasta grubunda PONT1 aktivitesi ile total peroksit ve lipid hidroperoksit diizeyleri arasinda
negatif korelasyon oldugu goriildii. Yani, hasta grubunda PONI1 aktivitesi azalirken, total
peroksit ve lipid hidroperoksit diizeylerinin armis oldugu bulundu. Aym1 zamanda bu
korelasyon hastalikli damar sayisiylada negatif yonde devam etmekteydi. Bu da bize, hasta
grubunda lipid peroksidasyonunun arttigini géstermektedir.

Yapilan biyokimyasal calismalar, deneysel hayvan calismalar1 ve epidemiyolojik
arastirmalar sonucu LDL'min oksidatif modifikasyonu ateroskleroz patogenezinde 6nemli bir
faktor olarak belirlenmis ve Ox-LDL olusumunda lipid peroksidasyonunun rolii oldugu ortaya
cikmugtir. LDL oksidasyonu in vitro kiiltiir hiicreleri (endotel hiicre, diiz kas hiicre, makrofaj)
veya bakir gibi agir metal iyonlar ile inkiibasyonla gerceklestirilmektedir. Heniiz in vivo
fizyolojik mekanizmalar tam agik degildir. Olusan lipid peroksidasyon {irlinleri LDL'nin
protein igerigi "apoB-100"de de kimyasal modifikasyona neden olmaktadir. Lizin birimlerinin
maskelenmesi ile LDL'nin dogal reseptoriine baglanma yeteneginin bozulmasina ve
yakalayic1 reseptorlere baglanarak kopiik hiicre olusumuna dogru ilerlemesine katkida
bulunur. Béylece LDL oksidasyonun hem lipid hem de protein iceriginde modifikasyonla
sonuclanmaktadir (68,86). Watson (123) ve Navab (14) paraoksonazin LDL oksidasyonunu
onleyerek inflamatuar yaniti bloke ettigini gostermistir. PONI, inflamatuar genleri aktive
ederek monositlerin endotele yapismasini tetikleyen in vivo okside lipidleri temizleyerek
vaskiiler hastalik riskini degistirebilir. Deneysel verilere goére PONI1, KAH riskini
aterosklerotik lezyon ilerlemesinde gerekli proinflamatuar molekiilleri yikarak azaltir. Cesitli
calismalar KAH'li olgularin plazmalarinda lipid peroksidasyon iiriinlerinin arttigini
gostermektedir. Bu ¢alismamizda LDL fraksiyonunda yapilan analizler degerlendirildiginde
kontrol ve hasta lipid oksidasyon bulgular istatistiksel olarak ileri derecede anlamli idi

Diisiik dansiteli lipoprotein oksidasyonunu Olgen ¢ok sayida direkt ve indirekt
yontemler vardir. Direkt 6l¢iim yOntemlerinden en uygun olani, F2 isoprostanin idrar veya

kanda olciilmesidir. Genel olarak en c¢ok kullanilan yontem ise konjuge dien olusumunun
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Olclilmesidir. Biz bu calismamizda LDL seperasyonu yaparak CuSOj ile oksitleyip lipid
oksitlenebilirligi kapasitesini ve lag fazin uzunlugunu o6lgtiik (Sekil 17,18). Gecikme fazi ile
tanimlanan LDL'nin oksidasyona yatkinligiin koroner ateroskleroz siddeti ile iliskili oldugu
ve lipid oksidasyonunun prematiir aterosklerozu tetikledigi, trigliserid igerigi yiiksek LDL'li
olan bireylerin daha ytliksek KAH riski tasidigini ortaya koyan calismalar da mevcuttur (186).
KAH olgularinda gecikme fazinin daha kisa oldugunu sdyleyen ¢alismalarda vardir. PONI
in vivo kosullarda Ox-LDL'deki lipidleri, 6zellikle kolesteril linoleat hidroperoksit ve
hidroksitleri hidrolize ederek peroksidaz benzeri aktivite gostermektedir ve HDL'deki diger
enzimlere gore lipid peroksitleri hidroliz etmede daha giigliidiir. Boylece aterojenik okside
lipoproteinlerin dolasimdan karacigere artmis hiicresel alimi ile uzaklastirilmasi1 ve daha az
aterojenik tiriinlere donlismesinde etkindir.

Insan koroner ve karotid aterosklerotik lezyonlarinda, kolesteril linoleat hidroperoksit
ve kolesteril linoleat hidroksitlerin, PONI ile, linoleat hidroperoksit ve linoleat hidroksitlere
hidrolize oldugu, boylece PONI1'in esteraz ve peroksidaz benzeri aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Aterosklerotik lezyonda PON1'in bulunmasi, yogun oksidatif stresin bulundugu
lezyon bolgesinde PONI1'in alana girerek okside lipidleri aterosklerotik lezyondan
uzaklagtirdigini diigiindiirmektedir.

Hasta grubu, damar sayis1 kriterlerine gore (Tablo 5) gruplandirilarak, total peroksit,
lipid hidroperoksit ve toplam oksitlenebilirlik diizeyleri darlik grubunda anlamli yiiksek
bulunurken, PONI1 aktiviteleri ve HDL diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunmustur
(»<0.001). Ancak lipid maksimum oksitlenebilirlik diizeylerinde herhangi bir fark
bulunamamustir (p>0.05).

Bu verilere dayanarak, koroner arter hastalarinda, in vitro kosullarda yapilan bir ¢ok
calisma LDL’nin kontrol grubuna nazaran oksidasyona daha yatkin oldugunu bulmus. Fakat
yapilan bir ¢alismada oksidasyona yatkinligin bireyler arasinda degiskenlik gosterdigini ve bu
da benzer kolesterol diizeyi olan olgularda farkli KAH insidansi nedenini agiklamaktadir
(187). Bize gore lag fazinin uzunlugu ayni zamanda LDL'nin antioksidan igerigine baghdir.
Daha oncede bahsettigimiz gibi LDL yapisinda bulunan temel antioksidanlar a-tokoferol, -
karoten ve askorbik asit gibi giiglii antioksidanlardir. Prooksidan yiik ve antioksidanlar
arasindaki denge arteriyel duvardaki LDL'nin oksidatif modifikasyonunun derecesini
saptamaktadir (88). Bu da kisiden kisiye degisebilmektedir dolayisiyla biz bu c¢aligmada
ortalama oksidasyon pik zamani yoniinden (Maksimum oksitlenebilirlik kapasite) hasta ve
kontrol arasinda herhangi bir fark bulamadik. Ancak egri alti alanin tamamini (AUC)

hesaplayip toplam oksitlenebilirlik kapasitesine baktigimizda hasta ile kontrol arasinda ileri
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derecede anlamh bir fark bulduk. Bu nedenle LDL oksidasyonuna yeni bir tanim getirerek
‘Area Under Curve’(AUC) yani egri alt1 alanin tamaminin hesaplanmasi ve ayn1 zamanda lag
fazin uzunluguna bakilmasi gerektigini saptadik. Ciinkii gerek oksidasyon piki (maksimum
oksitlenebilirlik kapasite) gerekse oksidasyon hizi kisiden kisiye, o anki beslenme durumuna
cevresel kosullara varincaya kadar bir cok nedene bagli olarak degisebilmektedir. Oksidasyon
piki yada oksidasyon hizi akut bir stresin gostergesi olabilir. Ancak KAH gibi kronik bir
stirecin gosterilmesi i¢gin AUC’nin bakilmas1 daha uygun goriilmektedir. Bizim oksidasyon
piki ve oksidasyon hizinda gruplar arasinda bir fark bulamayip ama AUC’ler arasinda ciddi
bir fark bulmamiz bunun en iyi gostergesi olduguna inaniyoruz. Marchesi ve ark. yaptig1 bir
calisma in vivo oksidasyon gostergeleri ile aterosklerotik lezyonun biiyiikliigli arasinda
korelasyon bulunamamig, ancak intima-media kalinlig1 ile LDL-MDA ve Ox-LDL'e kars
antikor titresi arasinda korelasyon izlenmistir (188). Buda bizim sonuglarimizi destekler
niteliktedir.

Oksitlenmis LDL yukarida da bahsettigimiz gibi reseptor yapisina varincaya kadar
icindeki yag asitlerinin yapisi dahi degismekte ve oksidasyona diren¢ kazanabilmektedir. Bu
durum kisiden kisiye cevresel faktorler, ailesel faktorler ve calisma kosullarina varincaya
kadar bir ¢ok nedene bagli olarak degisebilmektedir. Dolayisiyla kontrol ve hasta gruplari
arasinda maksimum oksitlenebilirlik diizeyi (oksidasyon piki) arasinda fark bulunamamasi
bizim i¢in bir siirpriz degildir. Fakat hastalarin kontrolere gore lag fazinin kisalig1 ve toplam
oksitlenebilirlik kapasitenin yiiksek olmasi ve bu iliskinin anlamli bir fark meydana gelmesi
bu ¢alismanin en 6nemli 6zellikleriden birini olusturmaktadir.

Liu ve ark, yine KAH'I1 olgulardan izole edilen LDL'nin oksidatif 6zelliklerini saglikli
bireyler ile karsilastirdiginda okside kolesterol igeriginin yiiksek oldugunu ve hem LDL hem
de VLDL'de MDA olusumunun fazla oldugunu, bununla birlikte LDL'de izlenen lizin
reaktivitesinin VLDL'de bulunmadigini gostermistir; bu bulgular LDL'nin oksidasyon
alanindaki lipid tiiriiniin 6nemini bir kez daha ortaya koymaktadir (67).

Calismamizin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

1-Hasta ve anjiografisi normal grupta paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi yoniinden gruplar
arasinda ileri derecede anlamli bir fark tespit edilmistir.

2-Genetik polimorfizm gosteren PONI1 enziminin farkli fenotiplerinin KAH' na karsi
korunmada farkli etkinlikte oldugu belirtilmekte bir ¢ok tartigmali yayma ek olarak bu
calismada da PONI1 fenotipinin anlamli bir risk faktorii olamayacagi saptanmaigtir.

3-Hasta ve kontrol grupta total peroksit ve lipid hidroperoksit diizeylerinde artisin tikali

dammar sayisi ile paralellik gostermesi, bu parametrelerin KAH’larinin ciddi bir oksidatif
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strese maruz kaldigim1 ve ateroskleroz icin bir goOsterge olarak kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.

4-Paraoksonaz/HDL oranmin, kontrol grubunda hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Dolayisiyla HDL’nin konsantrasyonu basina diisen PON1 aktivitesinin 6nemli
oldugu ortaya konmustur.

5-Yapilan korelasyon analizleri sonucunda, PON1 aktivitesi ve HDL konsantrasyonu arasinda
korelasyon saptanamamistir. Bu sonuca dayanarak, PON1 aktivitesinin dl¢lilmesinin, KAH'
nin belirlenmesinde bagimsiz bir risk faktorii olabilecegini sdyleyebiliriz.

6-Diisiik dansiteli lipoproteinin oksidasyona yatkinligi iizerine farkli PONI fenotipleri
arastirilmig ancak aralarinda bir anlamli fark bulunamamistir. Yapilan bir ¢ok calismaya
ragmen oksidasyon piki ve oksidasyon hizinin yerine lag fazinin uzunlugu ve AUC’nin

hesaplanmasinin toplam oksitlenebilirlik yoniinden daha uygun olacagi kanaatine varilmigtir.
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