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OZET

(Yiiksek Lisans Tezi)

KARS’TA YASAYAN ATEROSKLEROZLU BIREYLERDE PARAOKSONAZ
ENZIM AKTIVITESI ve TIROID STIMULE EDICi HORMON
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI
Miisliim HUSEYINOGLU
Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. inan KAYA

Ateroskleroz, biiyiik ve orta boy atardamarlarin daralmasina veya tikanmasina yol agan
yaygin bir hastaliktir. Yapilan arastirmalarda paraoksonaz 1 (PONL1) aktivitesinin,
diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu azaltarak ateroskleroz ftizerinde
Onleyici etkisinin olabilecegi gosterilmistir. Tiroid hormonlarinin ise diisiik dansiteli
LDL reseptorleri icin gen aktifligini artirarak LDL kolesterol parcalanmasini uyardigi
bilinmektedir. Bu ¢alismada, Kars’ta yasayan aterosklerozlu bireylerde serum PON1
aktivitesi ile hipotiroidide diizeyleri artan tiroid stimile edici hormon (TSH)

diizeylerinin arastirilmasi amaglandi.

Caligmada ateroskleroz tanist konmus ve aterosklerozlu olmayan saglikli bayan
bireylerden alinan kan ornekleri ile 2 grup olusturuldu. Sigara ve alkol kullananlar
calismaya dahil edilmedi. Aterosklerozlu bireylerde saglikli bireylere gére serum PON1
diizeylerinin Onemli oranda azaldigr tespit edilirken (P< 0.05) serum TSH
diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak ©nemli degildi. Sonu¢ olarak, Kars’ta
yasayan aterosklerozlu bireylerde azalmis serum PON1 aktivitesinin  damar

tikanikliklarinda bir risk faktorii olarak 6nemli olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Kars, Ateroskleroz, Paraoksonaz, Tiroid



ABSTRACT

Atherosclerosis is a common disease that causes narrowing or obstruction of large and
medium arteries. Studies have shown that paraoxonase 1 (PON1) activity may have a
protective effect on atherosclerosis by reducing oxidation of low-density lipoprotein
(LDL). Thyroid hormones are known to stimulate LDL cholesterol degradation by
increasing gene activity for low-density LDL receptors. In this study, in atherosclerotic
individuals living in Kars was aimed to investigate of serum PONL1 activity and thyroid

stimulating hormone (TSH) levels which increase its levels during hypothyroidism.

In study, two groups were formed with blood samples obstained from healthy female
people not atherosclerosis and who were diagnosed with atherosclerosis. Smoking and
alcohol users were not included to the study. serum PONL1 levels were found to decrease
significantly (P <0.05) in patients with atherosclerosis compared to healthy subjects, but
the change in serum TSH levels was not statistically significant. As a result, it was
concluded that decreased serum PONL1 activity in atherosclerotic individuals living in

Kars may be important as a risk factor for vascular obstructions.

Key words: Kars, Atherosclerosis, Paraoxonase, Thyroid



ONSOZ

Bu ¢alisma, Kars Ili’nde yasayan bireylerde lipit metabolizmasinda koruyucu rolii olan
paraoksonaz enzimi aktivitesinin ve bazal metabolizmanin diizenlenmesinde fonksiyonu
olan tiroid stimiile edici hormon diizeylerinin ateroskleroz durumunda degerlendirilmesi

icin dizayn edildi.

Yiiksek lisans egitimim siiresince karsilastigim her giicliikte yanimda olan ve tez
asamasinda benden bilgi, birikim ve tecriibesini esirgemeyen tez danismanim Dog. Dr.
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1. GIRIS

Ateroskleroz hastaligi, giinimiizde yaygin olarak karsilasilan ve bircok risk faktorii
igeren 6nemli bir saglik sorunudur. Yiiksek tansiyon, seker hastaligi, yiiksek kolesterol
diizeyleri, sigara kullanimi ve yashilik gibi durumlar ateroskleroz igin belirgin risk
faktorleri olarak nitelendirilmektedir (Demirkirkan, 2003). Son yillarda iskemik beyin
damar hastaligl, Alzheimer hastalii ve depresyonunda yer aldigi rahatsizliklarmn
goriildiigii degisik norolojik sorunlarin birbirlerini etkiledikleri belirtilmektedir (Kog ve
Akar, 2007). Aterosklerozun fetal gelisme asamasinda oOzellikle yiiksek kolesterol
diizeyine sahip olan annelerin fetiislerinde basladigi bilinmektedir. O nedenle bu
hastaligin ve olumsuz sonug¢larini onleyebilmek igin dmiir boyunca devam eden bir
emek gostermek gerekmektedir. Ateroskleroza genetik yatkinlik  oldugunun
bilinmesinin yaninda aterosklerozla iliskili hastaliklarin biiylik ¢ogunlugu sonradan
edinilmektedir. Bu nedenle aterosklerozun genellikle hayatin ilerleyen donemlerinde
ortaya ¢ikan klinik sonuglarinin 6nlenebilmesi miimkiin olabilmektedir. Ateroskleroz
arter damarmnin i¢ katmanin da akyuvar ve alyuvarlarin i¢inde bulundugu sividan
kaynaklanan aterojenik lipoprotein birikmesine karst karmasik bir inflamatuvar-
fibroproliferatif cevaptir. Ateroskleroz, biiyilkk ve orta capli arterlerin, temel olarak
intima tabakasinda gelisen, kesintisiz bir siiregtir. Kan akimmi durduracak boyutlara
vardiginda klinik sonuglar vermeye baslayan bu siirecin nedeni heniiz bilinmese de
koroner arterleri, karotis arterleri, 6zellikle abdominal aortayr ve alt ekstremite
arterlerini daha cok tuttugu goriilmektedir. Nedeni bilinmese de brakiyal arter, internal
meme arteri hatta intramiyokardiyal koroner arterler ateroskleroza ¢ok direnglidirler
(Lopez ve Murray, 1997; Fuster, 1999; Yal¢in, 2007).

Kuzeydogu Anadolu Bodlgesi’'nde bulunan ve Kars’ta yasayan bireyler sert iklim
kosullar1 sebebiyle genellikle kapali ortamda bulunmakta olup, geleneksel beslenme
seklinin de yiiksek kalorili gidalarla saglanmasina bagli olarak ateroskleroz hastaligi
bakimindan olduk¢a O6nemli risk faktorleri ile karsi karsiyadir. Kolesteroliin zararh
etkilerinin azaltilmasinda Onemli olan paraoksonaz enzimi aktivitesinin ve bazal
metabolizmanin kontroliinde rolii olan tiroid stimiile edici hormonun diizeylerinin
arastirilmast kalp damar sistemi veya ateroskleroz hastaliginin tedavisi gibi saglik ile

ilgili uygulamalara katki saglayacaktir.



1.1 Ateroskleroz
1.1.1 Ateroskleroz Olusumu

Lipoprotein birikmesi ve degisimi ile baslayan aterosklerozun baslangi¢ lezyonu ¢izgi
halinde olan yagl olusumlardir. Bu erken damar i¢i bozukluklarinin olusumu en fazla
arter duvarinin i¢ tabakasindaki lipoprotein miktarinda ki artistan kaynaklanmaktadir.
Bu lipit ve proteinden olusan karmasik yapi, lipitce fazla yapilariin arter duvarinda
kalmasinmi uzatan ekstraselliiler matriks (ECM) yapilarina baglandiklar1 ve bdylece
damarin i¢ kisminda biriktikleri yapilan arastirmalar sonucu diisiilmektedir. Intimanin
ekstraselliiler boslugunda bulunan ayrica matriks makromolekiillerine bagli olan
lipoprotein partikiilleri kimyasal degisimlere ugrayabilirler. Lipoproteinlerin bu sekilde
degisime ugramasinin ateroskleroz olusumunda oOnemli bir yerinin oldugu
diisiiniilmektedir (Cully, 1969; Yal¢in, 2007). intimanin ekstraselliiler boslugunda
plazma yaglarinin yavaslatici etkilerinden ayrilmis bulunan lipoproteinler lipitlerin
oksitlenmis halindeki degisimlere digerlerine gore daha duyarlidirlar. Kétii kolesteroliin
(LDL) oksitlenmesi sonucu, lipit ve protein yapilar1 oksidatif degisime ugrarlar.
Lipitlerin oksidasyonu ile hidroperoksitler, lizofosfolipitler, oksisteroller ve yag
asitlerinin aldehidik yikim dirlinleri olusur. Apoprotein yapilarinin degisimi ile peptid
iskeletinde yikim ve bazi aminoasit kalintilar1 olusur. Diyabetik hastalarda hiperglisemi
sonucu lipoproteinlerin non-enzimatik glikasyonunun da aterogenezde etki gosterdigi
diistiniilmektedir. Normal atardamar ile hastalikla atardamar arasindaki fark Sekil 1.1°de
gosterilmistir.  Normal atardamarda lipit ve benzeri maddelerin  birikimine
rastlanamazken hastalikli atardamarda plak olusumu kan pihtisi, lipit ve benzeri

maddelerin biriktigi goriliir (Yal¢in, 2007).



Atardamar Duvari Kan Pihtisi
Plak

Endotelyum

Normal Atardamar Hastalikli Atardamar

Sekil 1.1. Normal atardamar ve ateroskleroz hastalikli atardamar arasindaki fark

Ekstraselliiler lipit birikiminden sonra lokositlerin (monosit ve lenfositler) bolgeye
toplanmasi yagli ¢izgilenme olusumunun ikinci evresidir. Arter endotel hiicrelerinin st
kisminda bulunan l6kositler i¢in adezyon molekiilleri bu toplanmadan sorumludurlar.
Bu molekiiller; vaskiiler hiicre adezyon molekiili (VCAM) 1, interselliiler adezyon
molekiilii (ICAM) 1 ve P-selektindir. Lizofosfatidilkolin (LDL oksidasyon {iriinii)
VCAM 14 ekspresyonunu cogaltabilir. Laminar akim giigleri VCAM 1°i baskilarlar,
aynt zamanda endotel tarafindan iiretilen nitrik oksiti (NO) artirirlar. NO diisiik
diizeylerde lokal antiinflamatuar etki gostererek lokal VCAM 1 ekspresyonunu sinirlar.
Arter ayrim noktalarinda genel olarak laminar akim bozukluklari olmaktadir, bu durum
aterosklerozun ayrim noktalarinda daha fazla goriilmesini agiklayabilir. Lokositler arter
endoteline yapistiktan sonra endotel katmanina penetre olur ve intimaya yerlesirler.
Interldkin (IL) 1 ve tiimdr nekrozis faktdr (TNF) o gibi sitokinler endotel hiicrelerindeki
VCAM 1 ve ICAM 1’i artirirlar. Modifiye lipoproteinler damar duvar hiicrelerinden
sitokin salinimini indiikledikleri i¢in, bu olay lipoproteinlerin birikmesi ve degisimi ile
16kosit birikmesi arasinda bir baglanti kurulmasini saglayabilir. Ayrica okside LDL
16kositlerin kemotaksisini de artirabilir (Cully, 1969; Yal¢in, 2007).



1.1.2 Aterosklerozda Risk Faktorleri

Risk faktorlerinin taniminin yapilmasi ve bunlarin tedavisi asemptomatik kisilerde
koroner hastaliklarin 6nlenmesi ve bu hastalig1 belirlenmis olan bireyler de tekrar eden
durumlarin 6nlenmesi i¢in gereklidir. Ateroskleroza etki eden etmenler Sekil 1.2°de

gosterildi (Demirkirkan, 2003).
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Sekil 1.2. Ateroskleroza etki eden etmenler

Bu risk faktorleri degistirilebilen risk faktorleri; yiiksek kolesterol, yiiksek tansiyon,
sigara tiikketimi, seker hastaligi, obezite ve diisik HDL seviyesi ve degistirilemeyen
kisisel ozellikler olan; cinsiyet, yas, ailesel veya kisisel olarak erken dénemde
kardiyovaskiiler hastalign (KVH) goriilmesi olarak sayilabilir. Ust kisimda saymis

oldugumuz risk faktorlerine ek olarak giiniimiizde koroner arter hastaligina yol agtigi



bilinen bazi faktorler de mevcuttur. Bu faktorler sol ventrikiil hipertrofisi, artmis
fibrinojen seviyesi, infeksiyoz ajanlar, inflamasyon belirtegleri, homosistein, oksidatif
stres diizeyleri olarak tanimlanabilir (Demirkirkan, 2003; Yal¢in, 2007). Multivitamin
kullanan bireyler de kullanmayanlara gore koroner arter hastalig1 olasilig1 diismektedir.
Rimm ve Willet 80820 kadin hastada yaptiklar1 14 yil takipli prospektif ¢alismada,
haftada 4-7 kez multivitamin kullanan kadinlarda kullanmayanlara kiyasla oliimciil ve
Oliimciil olmayan koroner arter hastaligi riskinin azaldigi bildirilmektedir (Beresford ve
ark.,1995). Bazen ateroskleroz tanisiyla gelen kisilerin bir boliimiinde genel olarak
rastlanan risk durumlar1 goriilmediginden dikkatler alternatif risk faktorlerine
odaklanmaktadir. Koroner arter hastaligi ile iligkisi tesbit edilen alternatif risk
faktorlerinden biri de hiperhomosisteinemidir. Akyuvar ve alyuvarlarin bulundugu
stvida homosistein diizeyi fazla miktarda ve homosistiniirisi olan iki ¢ocugun
otopsisinde yaygin arteryel tromboz saptanmasiyla ‘’aterosklerozda homosistein
teorisi’’ One siiriilmiis ve homosisteinin damar hastaliklarina neden olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Daha sonra yapilan vaka-kontrollii ve prospektif ¢alismalarin sonuglari
incelendiginde homosistein diizeyi kardiyovaskiiler risk arasinda bagimsiz ve giiclii bir
iliski oldugu ortaya konmustur (Temel ve Ozerol, 2002; Aktas ve Ozgelik, 2007).
Toplam  homosistein  seviyesi  birden  fazla durumdan etkilenmektedir.
Hiperhomosisteinemi’yi etkileyen faktorler; kalitsal ve fiziksel olabilecegi gibi yasam
sekli, gegirdigi hastaliklar veya kullanilan ilaglardan kaynaklandigi belirtildi (Kog ve
Akar, 2007).

Renal fonksiyon: Yiiksek homosistein diizeyinin en belirgin goriildiigii yer olan renal

sistemde renal metabolik faaliyetler bu diizeylerin artmasinda oldukga etkili olabilir.

Renal islevlerde fiziksel diisiis yasin ile de iligkili olabilir (Temel ve Ozerol, 2002).

Yas ve cinsiyet: Erkekler kadinlardan daha yiiksek homosistein seviyesinde olmaktadir.

Bu seviye de yasla azalmaktadir. Bu, tamamiyla olmasada vitamin diizeyi ile iliskilidir;
ancak cinsiyet hormonlarinin roliinden de ileri gelebilir. Plazma homosistein diizeyleri
menapozdan sonra artig gosterir. Bu da erkeklere kiyasla kadinlarda yasa baglt yiikselisi
aciklayabilir (Temel ve Ozerol, 2002).



Genetik faktorler: Homosistein metabolizmasinda siilfiir tasinmasi ve remetilasyonda

enzimlerle ilgili bozukluklar kalitsal veya edinsel olabilir. Bdoylesi durumlarda

hiperhomosisteinemi olusabilir (Temel ve Ozerol, 2002).

Yasam tarzi: Diyetle alimi yapilan B6, B12 ve folat seviyeleri ile homosistein seviyesi
ters orantilidir. Yiiksek oranda sigara, kafeinli kahve ve alkol igen kisilerde homosistein
seviyesi yiikselirken fiziksel aktivite ile bu seviye diiser. Bu tir yasam seklibu
durumlarinda etkisiyle kadinlarda erkeklerden daha belirgin bir sekilde fark edildigi
belirtildi. Genel goriilen alkoliklerde, etanoliin vitamin durumuna etki gdstermesi
sonucu homosistein seviyesi artarken; orta halli bir sekilde etanol tiiketenlerde

homosistein seviyesi diismektedir (Temel ve Ozerol, 2002).

Klinik Hastaliklar ve Kullanilan flaclar: B9 ve B12 noksanligi artmis homosistein

diizeylerinin asil nedenlerindendir. Artmis homosistein diizeyleri renal yetersizlik gibi
diger durumlarda da saptanmaktadir. Hiperhomosisteineminin belirli ilag takviyeleri ile
ozellikle homosisteinin dahil oldugu metabolik reaksiyonlarda 6nemli vitaminlerin
takviyesi ile iyilestirilebilecegi bildirilmektedir (Temel ve Ozerol, 2002; Kog ve Akar,
2007).

1.2 Paraoksonaz

Ik defa organofosfor zehirlenmesi ile alakali olarak paraoksonaz enzimi koruyucu bir
enzim olarak bildirildi. Paraoksonaz enzimi ile ilgili birgok arastirma yapilmis olup elde
edilen bilgiler dogrultusunda sahip oldugu 6zellik ve ilgili oldugu hastaliklar tizerinde ki
rolii hakkinda fazlaca bilgi edinildi ve ilerleme kaydedildi. Paraoksonaz enziminin bir
cesiti olan Paraoksonaz 1 (PON1) enzimi, laktonaz ve esteraz Ozelligi gosteren ¢Ok
yogun lipoprotein (HDL) ile alakali bir enzimdir (Durrington ve ark., 2001; Uysal ve
ark., 2011). Rastgele bir ozellik baz alinarak bir insan popiilasyonunda serum PON1
aktifligi minumum 40 kat olarak degiskenlik gosterebilir. Belirtilen degiskenligin bir
¢ogu PON1 geninin kodlama (Q192R, L55M) yerinde ve promotor (T-108C) yerindeki
genetik polimorfizm ile agiklanabilir. Birden fazla hastaligin patogeneziyle alakali olan
basta da kardiyovaskiiler ve kanser gibi hastaliklarda oksidatif strese kars1 giiglii bir
antioksidan olarak PONI1 enzimi gorev yapar. Bu enzimin transkripsiyon ve

translasyon basta gelmek tizere diizeltici tarafiyla birlikte molekiiler tarafininda daha iyi



anlamak i¢in ve enzimin antioksidan etkilerini potansiyelize etmek i¢in agonistlerden

yararlanmada arastiricilara yardimi olacag bildirildi (Uysal ve ark., 2011).

1.2.1 Paraoksonaz Enziminin Yapisi ve Etkileri

Sekil 1.3. Paraoksonazin yapisi

Paraoksonaz kalsiyum bagh ester hidrolaz ve glikoprotein formundadir. Paraoksonazin
yapist Sekil 1.3°de gosterildi. Bu enzim arilesteraz ve de paraoksonaz aktivitesine sahip
bir enzimdir (Durrington ve ark., 2001). Ik defa 1946 senesinde Abraham Mazur
tarafindan bulunan bu enzim, daha sonraki senelerde insan serum paraoksonazi (PON1)
olarak tamimi yapilmis ve iler1 derecede zehirli organofosfath tarim ilacinin
hidrolizlenmesi nedeni ile bu ad1 almistir (Van Himbergen ve ark., 2006). Paraoksonaz
gen familyasi, insanlarda 7q 21.3-22.1 kromozomunun uzun kolunda, birbiriyle alakali
olarak PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢ iilyeden meydana gelmektedir. Insanda
karacigerde sentezi yapilip kana gonderilen PON1 43 kDa molekiiler agirlikta olup, 354
aminoasitten meydana gelen bir proteindir. Serumda ¢ogu zaman HDL ile lokalizedir
(Humbert ve ark., 1993). PONL1 gibi biiyiik miktarda karacigerde bulunan PON3, az



miktarda bobreklerde bulunur ve HDL ile alakalidir. Serumda tespiti yapilamayan fakat;
karaciger, bobrek, beyin, testis gibi birden fazla dokuda bulunan PON2’nin bir¢ok
mRNA sekli bulundugu belirtildi (Wadleigh ve ark., 2001). Geri doniisiimlii bir sekilde
hidrolize olan organofosfat substratlarina PON1 enzimi baglanir. PON1, dolasima
karisan organofosfatlarin norolojik zehir etkisine karsi sinir sistemini koruyan bir
ajandir. In vitro calismalar, PON1 ve PON3’iin LDL oksidasyonunu engelledigini, bu
sekilde aterosklerozu uyaran ve devamini saglayan okside lipid miktarinin azaldigi
bildirildi (Durrington ve ark., 2001). PON1, makrofaj kolesterol biyosentezini engeller
ve Kolesteroliin makrofajlara girisini uyarir. PON1 aymi1 anda kolesterol esterlerinin
peroksitlerini metobolize eder (Ozkan ve ark. 2004). PON’larin ateroskleroz
aktivitesini engelleyici HDL partikiilleri tistiindeki lokalizasyonlari ile yakindan alakali
olup; aterosklerotik bosluklarda kopiik hiicrelerinden gidisine yardim eder ve LDL’nin
lipid oksidasyonunda sinir koyma yetkisine sahipti. PON1  HDL’nin
homosisteinilasyon ve glikasyon vyatkinliginda o6nemli fonksiyona sahip oldugu
belirtildi. PON1’in LDL oksidasyonunu inhibe etmesinin, lesitin kolesterol agil
transferaz (LCAT) ve Apo Al araciligi ile oldugu ileri siiriildii (Durrington ve ark.,
2001).

1.2.2 Serum PON1 Aktivitesinin Ol¢iimii
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Sekil 1.4. Paraoksonaz enzim reaksiyonu

Eckerson ve ark. (1983) tarafindan ilerletilen bir yontemde paraokson’un, PON1
sayesinde hidrolizi ile meydana gelen sar1 renkte paranitrofenoliin sebep oldugu

absorbans yiikselisi spektrofotometrik olarak &lgiilmektedir (Sekil 1.4). Ornek olarak



verilen PON1 enzimi reaksiyon olan yerde paraokson substratini hidroliz eder ve ortaya
¢ikan iirlinlin absorbans yiikselisi 412 nm’ de kinetik durumda incelenir. Son senelerde
PON1 ol¢iimii otoanalizére de uyarlanmakta olup, Ol¢iimler serum veya heparinli
plazmada yapilmakta ve kalsiyum baglayan EDTA’l 6rnek tercih edilmemektedir
(Gtlcii ve ark., 2003). Aslinda genetik etkenler sebebi ile paraoksonazin insanlar
arasinda varyasyonu fazla ise de, lipit metabolizmasi ile alakali etkenler; yas, sigara
icimi, diyet bu farklilikta etki gostermektedir (Tuncel ve ark., 2009). Bazi ilaglar
Ozellikle de hipolipemik, antidiyabetik, stainler, antioksidanlar ve polifenol gibi ilaglar
yagsama sekli, PON1 aktifligine etki eden nedenler arasinda gosterilmektedir (Costa ve
ark., 2011). Sonucta; Son yirmi senede, paraoksonaz ve bu enzimin yapisinin
ogrenilmesinde ¢ok ilerleme kaydedildi. Kolesterolii periferal dokulardan karacigere
tastyan HDL’ nin aym1 anda PONI1 yardimi ile antioksidan giicii oldugu yapilan
calismalarda kanitlandi. Farkli in vivo ve in vitro arastirmalar paraoksonazin HDL’ nin
bu yetenegine yardimci olarak gosterilmesi, kardiyovaskiiler rahatsizliklarda
etyopatogenezi ortaya c¢ikarmak i¢in paraoksonaz konusundaki arastirmalara olan
merakt artirdigi  belirtildi. Yapilan c¢alismalarda bazi bireylerde goriilen
polimorfizmlerin koruyucu bir fenotip meydana getirdikleri tespit edildi; seker hastaligi,
kanser, konnektif doku hastaliklari, renal patolojiler ve hepatik benzeri diger
hastaliklarda da enzimin etkisi arastirildi. Bulunan sonuglar olduk¢a merak uyandirict
bulunmus ve paraoksonazin, metabolik sendromdan otizme kadar uzanan spektrumda
birden fazla hastalikta etkisi oldugu ileri siiriildii. Bu durum da paraoksonazi, bu
hastaliklarla ugrasan bilim adamlar1 i¢in ideal bir biyomolekiil ve indikatoér yapti
(Durrington ve ark., 2001; Uysal ve ark., 2011). Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda
yapilacak yorumlarda olabildik¢e dikkatli olmak gereklidir; ¢linkii birbirinden farkli
etnik kokenli katilimcilar1 igeren birden fazla ¢alismada degisim gosteren polimorfizm
paternleri ve risk durumlar1 sebebiyle paraoksonazin etkisi gergek¢i bir sekilde
degerlendirilmeli, hatali hasta tercihine bagli birbirini tutmayan sonug¢lardan ka¢inmak
icin yol gosterici olmalidir. Hastalik genetik ve cevresel etkiler iceren karisik bir
durumdur. Oksidatif stres ilgili mekanizmalardan birisi ise de, bu girift patojenik
diizenegin daha 1iyi bilinmesi i¢in her biri ile alakali daha fazla bilgiye gerek oldugu

kesindir (Uysal ve ark., 2011).



1.2.3.Paraoksonaz Enziminin Gen Yapisi

Paraoksonaz enzimi i¢in ilgili insan geni HUMPONA’dir (Marian ve Serrato, 1995).
Insanda 7. Kromozom béliimiinde uzun kisminda olan paraoksonaz gen ailesi % 60
oraninda sekans benzerligi oldugundan PONI, PON2, PON3 genlerinden meydana
gelmektedir (Durrington ve ark., 2001; Ko¢ ve ark. 2012). PON1 genin yapis1 Sekil
1.5°de gosterildi (Kog ve ark. 2012).
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Sekil 1.5. PON1 geninin yapisi. 5° promotor bdlgede 5, kodlanan bdlgede 3, 3’
translasyona ugramayan bolgede 4 polimorfizm gosterildi. Mavi ve mor renkli

kutucuklar dokuz ekzonu (E1-9) simgelemektedir. (Kog ve ark. 2012)

PONZ1 geninin iki polimorfik bolge i¢eren kodlama bolgesi; pozisyon 55°de 16sin (L) ve
metiyonin (M) (55 L>M) transizyonu ve pozisyon 192’de glutamin (Q) ve arginin (R)
(192 Q>R) transizyonu vardir. Kodlama yerindeki bu polimorfizme ek olarak, 6zellikle
yeri 107/108’de oldugu gibi promotor yerdeki onemli degisiklikler oldugu da bildirildi.
PON1 promotor kismindaki polimorfizm baglantisi nedeniyle, 55 L>M polimorfizmi
enzim konsantrasyonunu etkiler (Durrington ve ark., 2001; Uysal ve ark., 2011). 55
L>M polimorfizmi, PON1’in HDL ile iligkisinde etken olan N-terminal yerinde
lokalizedir. 192 Q>R polimorfizmi, enzimin hidrolitik aktifliginde substrat farkindan
sorumlu olmaktadir. 192 Q/R polimorfizminde, Q aleli olan bireyler, R aleli olan
bireylere gore daha az PON1 enzim aktifligi goriiliirken, 55 L/M polimorfizminde, MM
homozigot insanlarda, LL homozigot kisilere gére paraoksona karsi daha az PONI
aktifligi gortilmektedir. Q izoform soman, sarin, diazokson gibi kimyasal zehirleri
hidrolize ederken 192 R formu paraoksonu hidrolize eder. Kandaki paraokson aktifligi
cogunlukla PON1 enzim aktifliginin bir indikatorii olarak kullanilmaktadir. Bu

enzimaktifligi 192 Q>R polimorfizmi ile PON1 enzim konsantrasyonundaki farki
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gosterir. 192 (QR) konumundaki amino asit dagilimlar iki alloenzime sebep olur. Q
alloenzimi, R alloenzimine kiyasla LDL {istiindeki lipid peroksitlerin miktarma daha
fazla engel olur (Gupta ve ark., 2009; Uysal ve ark., 2011). PON1 geninin ikinci
ekzonik polimorfizmi 55 (L/M) konumunda olusur. Olusan polimorfizm 192
polimorfizme kiyasla PON1 aktifligine daha az miktarda etki gosterir. PON1 gen
polimorfizmleri, enzimin koruyucu islevini engelleyerek ateroskleroz hastaligi riskini
artirir (Garin ve ark., 1997; Uysal ve ark., 2011).

1.2.4 Paraoksonaz Enziminin Polimorfizmi

Yapilan ¢alismalarda, ayni bolgedeki niifusta bulunan verilerde bile farkliliklar oldugu
tespit edildi; bu farklilik nedeniyle, genin g¢evreyle yada genin genle iletisimi PONI
polimorfizmi ve koroner arter hastaligi arasindaki iliskiyi etkiledigi ileri siirtildii
(Durrington ve ark., 2001).Yapilan diger bir ¢alismada ise paraoksonaz aktifliginin
birbirinden farkli iki fenotipin kontroliinii yapan ayni otozomal lokusta yer alan iki allel
oldugu tespit edildi (Bullen ve ark., 1976; Kog ve ark., 2012).1983 yilinda paraksonazin
ti¢ farkli aktiflige etki edebildigi bildirildi. Avrupali insanlarda % 72 oraninda diisiik
aktiviteli enzim sentezine sebep olan allellere daha fazla rastland1 (Anderson ve ark.,
1983). DNA’ da niikleotit oraninda ¢aligmalar yapilmasi sonucunda kistik fibréz geni
ile birlikte rastlanti olarak ayni lokusta bulunan paraoksonazi kodlayan PON geninin
dizisi goriildii (Mohr ve ark., 1985). Bu arastirmalardan sonra Hasset ve arkadaslar
insan serumu ve tavsan paraoksonaz cDNA klonlarinin tanimini yapti (Hasset ve ark.,
1991). Daha sonraki ¢alismalarda Humbert ve arkadaslari insan serum paraoksonaz
polimorfizmlerinin molekiiler sigmagini enzim aktifligi ile birlikte bulmuslardir
(Humbert ve ark., 1993; Kog ve ark., 2012). Izole edilen birbirinden bagimsiz ii¢ tane
c¢DNA klonlarinda 55. ve 192. aminoasit kodonlarinda farkliliklar goriildii. PON1 genin
genelde goriilen bu iki polimorfizminden birisi 3. ekzonda 55. pozisyonda amino asit
dizisini 16sinden metiyonine (L55M) degistiren C/G niikleotit farkliligi ve sonraki 6.
ekzonda 192. yerde aminoasit dizilimini glutaminden arjinine (Q192R) degistiren A/T
niikleotit dizilimi oldugu tespit edildi (Pasdar ve ark., 2006). Gen bdlgesi yerinde
bulunan PON1’e 06zel igiincii bir polimorfizm ise 4. Ekzonun 102. yerinde A/G
yaziliminin, amino asit dizilimini izoldsinden valine degisimini gosterdi (Marchesani ve

ark., 2003). Enzim diizeyini etkileyen diger bir 6nemli polimorfik yerlerde PON1 geni
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promotor yerinde PON 162, PON 108 bolgesinde bulunmaktadir (Holland ve ark.,
2011). PON1’in Q192R polimorfizminin enzim aktifligi tstiindeki etkisi goriildii. 192.
yerinde GIn bulunan insanlarin serum paraoksonaz enzim aktifligi Arg bulunan
insanlarinkine nazaran daha az bulunmustur. Arg bulunanlar yiiksek aktiflik iceren
paraoksonaza sahipken GIn polimorfizmi tasiyanlar daha az aktifligi bulunan
paraoksonaz bulundurmaktadir. Bu polimorfizm, substrat seklinde kullanildiginda 192.
yeri i¢in Q alleli diisiik aktiviteli (A allozimi) ve R alleli yliksek aktiviteli alloenzimleri
(B allozimi) seklinde bildirildi (Humbert ve ark., 1993). Fakat genotiplemenin bir tek
enzim aktifligi tayininde dogru sonu¢ alinamayacagi, alloenzim bulma ¢aligmalarinda
yapilan substrat degistirildiginde enzim aktifliginde degisiklikler goriilmesi,
polimorfizmlerin tespit edilmesinde SNP genotipleme yontemlerinin kullanilmasi
zorunlu bir hal almistir. Sarin, diaoksozon, sinir gazi gibi substratlar kullanildiginda A
alloziminin B allozimine nazaran bunlar1 daha c¢abuk hidrolize yaptig1r goriilmiistiir.
Fenilasetat substrat seklinde kullanildiginda iki alloenzim arasinda aktiflik farklilig
tespit edilmedi (Pasdar ve ark., 2006). PON1’in 55. yerinde Leu- Met farklilig
paroksonaz aktifligi bakimindan bir degisiklik gdstermedigi ve bu yer icin alloenzim
sekli olmadigint gosteren c¢alismalarin disinda, insiiline bagimli olmayan seker
hastalarinda bu polimorfizmin PON aktifligini yonettigi gosterildi (Marchesani ve
ark.,2003). Diger memeli hayvanlarda da insana benzerlik gosteren PON genlerinin
(PONI1, PON2, PON3) aymi kromozom yerinde bulunan birbirine yakin yerde
bulundugu gosterildi. Paraoksonaz proteinlerinin aminoasit dizilimleri i¢inde % 60
benzerlik durumu bilinmekle birlikte dokulardaki ifadeleri ve dagilimlart degisiklik
gostermektedir (Hasset ve ark., 1991; Humbert ve ark., 1993). insanda paraoksonazi
kodlayanPON1 geninin disinda PON2, PON3 genleri de 7. Kromozomun 21.3-22
iistlinde, birlikte 120 kb’lik uzaklikta bulundugu ve digerlerinin PONI ile % 65
aminoasit homolojisi ve arilesteraz aktifligi bulundurdugu tespit edildi (Broomfield ve
ark., 1996; Holland ve ark., 2011). Lipoprotein ve lipid metabolizmasi ile alakasi
bulunan ve antioksidan durumu yogun bir sekilde arastirilan PON1 geni
polimorfizmlerinin koroner arter hastaligi, inme, seker hastaligi, serebral enfarktiis,
alzhemier benzeri hastaliklarla olan iliskisi arastirildi. Koroner arter hastaligi bulunan
Tirk hastalarda PON1 Q192R polimorfizminin hastalik ile alakasi aragtirilmis R allel

sikligimin hasta insanlarda daha fazla oldugu, fakat genotip ve allel dagilimlar
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durumundan saglikli ve hasta insanlar arasinda istatiksel olarak kayit edilecek kadar
onemli farklar tespit edilmedi (Aston ve ark., 1997). Tirkiye de yapilan diger bir
calismada koroner arter hastaligi ile birlikte PONT Q192R ve L55M polimorfizmleri ile
arasindaki iligki arastirilmis, koroner arter hastaligi olan insanlarda M allel frekansi
fazla iken R alleli i¢in degisiklik gozlenmedi. Tiirk popiilasyonu i¢gin PON1 L55M
polimorfizminin koroner arter hastalig1 ilerlemesinde risk faktorii olarak goriilebilecegi

bildirildi (James ve ark., 1995).
1.2.5 PON1 Aktivitesi ve Ateroskleroz Arasmdaki Iliski

Ateroskleroz rahatsizliginin koroner arterde olmasiyla meydana gelen rahatsizliga
koroner arter hastaligi (KAH) adi verilmektedir (Saydam ve Degirmenci 2014). Son
senelerde yapilan arastirmalar ¢ogunlukla, HDL nin {istiinde bulunan kalsiyuma bagl
paraoksonazin, oksitlenmis lipidlerin metobolizmas1 ve ateroskleroz hastaligindan uzak
tutma da Oonemli fizyolojik etkiye sahip oldugu kanisindadir. PONI1 ile aterosklerozun
birbirleriyle olan baglantis1 HDL’nin anti- aterojenik durumu ile iliskilendirilmektedir.
Aktif olan LDL’yi biyolojik olarak hidrolizleyen PONI, lipid peroksitin meydana
gelmesinde anlaml olarak azaltarak yaglh cizgi olusmasin1 6nlemede koruyucu bir rol
tistlenir. HDL tistiinde amino ucundaki hidrofobik yerde apo A-I ile baglantili PON1,
LDL oksidasyonu ile meydana gelen proinflamatuar molekiilleri ayirip vaskiiler
rahatsizlik olasiligini azaltabilir (Altiparmak ve ark., 2012). in vitro seklinde histidin ve
glutamin seviyelerinin, konumu 20 ve 21°de alanin ile yerinin degismesi PON
ekspresyonuna neden olur. Bu paraoksonazin lipoproteinlerle bir araya gelmesi i¢in N
terminal hidrofobik sinyal sekansina ihtiya¢ olup olmadig: arastirildi; PON ile HDL’ nin
bir araya gelmesi yapida N-terminal hidrofobik sinyal peptidine ihtiyag¢ oldugu saptandi.
Apoli-protein  yoklugunda N-terminal hidrofobik peptid direk fosfolipidlere
baglandigindan, PON’ un dolasimda HDL {istiindeki fosfolipidlere baglanmis sekilde
gozlenildi ( Blatter ve ark., 1993; Uysal ve ark., 2011).
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YSA iLE KORONER ARTER
HASTALIGI RiSK
TAHMINi

Sekil 1.6. Yapay sinir aglar1 (YSA) ve koroner arter hastaligi risk faktorleri

Serum PONL1 aktivitesi, kalp krizi, ailesel yiiksek kolesterol ve seker hastalarinda,
saglikli bireylere gore daha az tespit edildi. Yapay sinir aglar1 ve koroner risk faktorleri
Sekil 1.6’da belirtildi (Harty ve ark., 1991; Uysal ve ark., 2011). HDL oksidasyonu
tistiinde saflastirllmis PON’un, konsantrasyon bagimli durdurucu etkisi tespit edildi,
serumda PON seviyesinin artmast HDL’nin oksidasyona karsi giiclinii artirdi. PON
inhibitorlerinin serum PON aktifligini azalttigi ve HDL’nin oksidasyonunu arttirdig
goriildii. Saflastirilmis PON’un LDL oksidasyonu isleminde, baslangig, yayilma ve
ayrisma hallerinde etki giicii arastirildi ve HDL’ nin LDL oksidasyonu iizerinde
durdurucu etkisinin, metal iyon selasyonu yada peroksidaz benzeri aktifliginden
kaynaklandig1r bildirildi (Uysal ve ark., 2011). Knockout ve transgenik fare
caligmalarinda PON1’in vaskiiler hastaliklarda 6nemli bir yeri oldugu idda edildi; serum
PONI miktar1 az olan farelerde ateroskleroza yatkinligin ve stenoz oraninin arttigi
gosterildi (Rozenberg ve ark., 2003; Uysal ve ark, 2011). PON1 Q192R

polimorfizmiyle koroner kalp rahatsizligi arasindaki baglantiy1 inceleyen arastirmalarda
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tutarsiz sonuclar elde edildi. Baz1 yapilan arastirmalarda PON1 192 RR genotipinin
koroner arter hastaliginda daha fazla bir oranda mevcut oldugu gosterildi, PON1 Q192R
gen polimorfizminin aterosklerozda bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriildi (Yiksel ve
ark., 2012). Tiirk toplumu iginde yapilan ve bununla ilgili bazi ¢alismalar varsa da, bazi
aragtirmalarda boyle bir iliskiye rastlanilmadi (Taskiran ve ark., 2009; Uysal ve ark.,
2011). Son senelerde elde edilen bilgilerde, aterosklerozun olusumunda oksidatif stresin
ne kadar 6nemli bir yer aldigi gosterildi. Kanda serum da elde edilebilen LDL,
oksidasyondan etkilenerek aterojenik duruma gelebilen LDL formuna doniisiimii
olmakta ve okside olmus iiriinlerin makrofajlara gelerek burada birikmesiyle kopiik
hiicreleri adi verilen yapilar olusmakta ve damarin i¢ katmaninda yag olusumlarini
meydana getirmektedir. Bu olusumun ilk seviyesinde serum PON aktivitesinin 6nemli
bir yeri oldugu yapilan aragtirmalarda bildirildi. Bu sebeple LDL’nin oksidatif
degisiminin engellenmesi ateroskleroza karsi korunmada birincil goérevdir.PONI
aktivitesi yalnizca lipoproteinlerle alakali peroksitlerin degil H,O, molekiilleri iizerinde
de etki gostermektedir. HyO, aterosklerozun meydana geldigi sirada damarin ig
kisminda ki hiicreler tarafindan olusturulan reaktif oksijen metaboliti olmakta ve
oksidatif olusumu aninda daha giiclii ve 6zel formlara doniiserek LDL oksitlenmesine
sebep olmaktadir. HDL ile alakali olan PONI1 aktivitesinin H,O, molekiiliinii pargalama
ozelligi ateroskleroz olusumu sirasinda oksidanlarin yok edilmesinde énemli bir yerinin
oldugu disiiniilmektedir (Baskol ve Kose, 2004). PON1 enziminin karacigerde sentezi
yapilmaktadir. Organik fosforlu bir yapida olan parationun aktif formu olan paraokzonu
hidrolize edebilme &zelligine sahiptir. Insanlarda PON1 ince bagirsak, bobrekler,
akciger, kalp ve beyinde de bulunmaktadir (Adkins ve ark., 1993; Reiner ve ark., 2001).
Paraoksonaz enziminin baslica iki gdrevinden ilki bir peptisid olan paraokzon gibi
organofosfatli molekiillerin detoksifikasyonunda yer almak, digeri ise lipit peroksit
yapilarini hidrolize ederek LDL oksidasyonunu dnlemektedir (Durrington ve Mackness,
1995).
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1.3 Tiroid Hormonlari

Hipotalamus

Hipofiz
Bezi
T3ve T4
Salinimi
Tiroid

Sekil 1.7. Hipofiz ve tiroid bezi

Tiroid hormonlart eter baglar1 vasitasiyla birlesmis iki tirozinden meydana gelmis
iyodinize tironinlerdir. Hipofiz ve tiroid bezi Sekil 1.7°de gosterildi. Tiroksin (T4) ve
trityodotironin (T3) viicutta aktif olarak gdrev alirken tiroid stiimiile hormonu (TSH)
beyinde bulunan hipofizden salgilanmaktadir. T3 ve T4’iin aktif ¢alismasina bagh
olarak TSH hormonu salgilanmaktadir. Yani T3 ve T4 ne kadar ¢ok calisirsa TSH
hormonu da o kadar az salgilanacaktir. T3 ve T4 kanda fazla miktarda plazma
proteinlerine bagimli olarak bulunmaktadir. Tiroid hormonlar1 genel olarak; doku
bliylimesi, gelisimi ve farklilagmasi, oksijen kullanilmasi ve sicaklik iiretiminde
gorevlidir. Bunlarin yanisira diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) almaglarinda gen
aktifligini arttirarak LDL kolesterol parcalanmasini arttirir (Koseoglu ve Karakog,

2011).
1.3.1 Tiroid Stiimiile Hormonu Etki Mekanizmasi

Kandaki tiroid hormonlarinin seviyesinde azalma meydana geldiginde hipotalamus
tirotroponin salgilatict hormon (TRH) salgisi ile hipofizden tiroid stimiile edici

hormonu (TSH) salgilatilir. Tiroid hormonlarinin kendine ait reseptorleri bulunur. Bu
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reseptorler hiicre icinde ki reseptorlere baglanir. TSH hipofizden salgilanir. Tiroid
stiimiile edici hormon sentezi Sekil 1.8 de gosterildi (Ustiin ve Ongun, 2015; Giingiines

ve ark., 2016)

Hipotalamus e

!

——]> Hipofiz

} =

=
Tiroid p
o x\
&0
1'3 + T4 | o—

Sekil 1.8. Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH) sentezi

TSH, T3 ve T4’lin aktifligine bagli olarak salgilanir. Tiroid hormonlari, kanda yiiksek
oranda plazma proteinlerine bagimli haldedir. En ¢ok tiroksin baglayici globulin (TBG)
olmak {lizere tiroksin baglayici prealbiimine ve bu tasiyict mekanizma doymus hale
geldiginde albumine baglanmasi gerceklesir. T4, plazma proteinlerine T3 hormonuna
nazaran daha ¢abuk baglanir. Tiroid hormonlari diger steroid formda bulunan hormonlar
gibi hiicre ¢ekirdeginde goriilen reseptorlere baglanir. T4 reseptorlere T3 hormonuna
gore daha az ilgi ile baglandig1 icin hiicre i¢ine giren T4 hormonlar1 T3’e doniisiir

(Ustiin ve Ongun, 2015)
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Sekil 1.9. Tiroid hormonlarinin biyosentezi

Tiroid hormonlarinin sentezi T3 ve T4 hormonlari folikiillerde yer alan epitel hiicrelerde
yapilir. Tiroid hormonlarinin tiretilmesinde temel diizenleyiciler hipotalamus ve hipofiz
bezleridir. Tiroid hormonun hiicre i¢indeki sentezi Sekil 1.9’da gosterildi. TSH 1n uyar1
yapmast ile dolasimda bulunan iyot tiroid bezine geger ve tiroid hormonlarinin
sentezindeki ilk asama meydana gelir. Hiicre icine giren iyot, peroksidaz enzimi
yardimiyla oksitlenir ve follikiil hiicresindeki tiroglobuline baglanmasi gerceklesir. Bu
baglanma sonucunda tiroglobulin tirozil gruplar1 iyodinize olmasi meydana gelir.
Iyodotirozinden geriye kalanlar eter baglari ile bir olarak monoiyodotironin (MIT) ve
diiyodotironin (DIT) molekiillerini meydana getirir. Tiroid hormonlarinin sentezinden
sorumlu mekanizma geri bildirim (feed back) mekanizmasidir. T3 ve T4 hormon
seviyesindeki artis TSH salinimini azaltir ama tamamen engelleyemez. Kandaki iyotta
azalma goriildiigiinde T3 ve T4 hormonlarmin salinimi azalir bu da TSH seviyesinde
yiikselmeye sebep olur. Tiroid hormonlarinin kardiyovaskiiler sistemde goriilen etkisi

genel olarak T3 hormonu ile gerceklesir (Ustiin ve Ongun, 2015).
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T3 hormonu, sistolik kasilma ve diyastolik gevsemede artis meydana getirir. Vaskiiler
direncte azalma ve koroner arteriyogenezde artma goriiliir. Hiicre membraninda 6zel
transport proteini bulunur. T3 hormonunun duyarli genleri, kalbin yapisal proteinlerini
kodlar. Hiicre i¢inde cAMP seviyelerinde artma goriiliir. Bu durumda Ca?* diizeyinde ve
L tipi Ca®" kanal dansitesinde artisa neden olur (Ustiin ve Ongun, 2015; Giiven ve ark.,
2015). Tiroid hormonlarinin eksikliginde bir¢ok rahatsizligin meydana geldigi
bilinmektedir. Bunlardan biride (KVH) kardiyovaskiiler hastaliklardir. Yapilan
muayenelerde tiroid eksiklerinde, serum tiroid stiimiile hormonu seviyesindeki normal
yiikseligle birlikte serum serbest tiroid hormon seviyelerinin normal goriildiigii hafif

orta tiroid eksikligi durumudur (Giingiines ve ark., 2016).

Subklinik hipotiroidi
TSH < 10 mIU/L

'

Klinik degerlendirme
|

Yiiksek kardiyovaskiiler risk Diisiik kardiyovaskiiler risk

Var olan diyastolik disfonksiyon Normal kardiyak fonksiyon

Diyastolik hipertansiyon Normal arteryel basing

Aterosklerotik risk faktorleri Aterosklerotik risk faktoriiniin olmamasi
Dislipidemi Normal lipid profili

Diabetes mellitus Normal glukoz metabolizmasi

Sigara iciciligi Sigara icmemek

v :

Semptom yok

Semptomlar

Guatr Guatr yok

Pozitif antitiroid peroksidaz antikoru Negatif antitiroid peroksidaz antikoru
Otoimmiin tiroidit varig (USG bulgusu) USG bulgusu yok

Gebelik Gebelik yok

Infertilite Infertilite yok

Cok yasl hasta

l ]

L-T4 replasmani dustinilmeli L-T4 replasmani icin kanit yok
Tiroid fonksiyonunun ve kardiyovaskiiler Tiroid fonksiyonu ve kardiyovaskiler riskin
riskin diizenli kontrol duizenli kontrolii

Sekil 1.10. Subklinik hipotiroidinin algoritmasi

Tiroid hormonlarinin hedef dokularindan biride kardiyovaskiiler sistemlerdir. Hipotiroid

durumunda artma goOstermis ateroskleroz riskinin olmasi yapilan otopsiler ve

19



ateroskleroz tanisi olan hasta ¢aligmalarinda gosterilmistir. Subklinik hipotiroidinin
algoritmast Sekil 1.10’de gosterildi. Bu olusumun bir pargasi yiiksek kolesterole
Ozellikle de LDL yiikselisi sebebiyle olabilir. En 6nemlisi de sistemik vaskiiler rezitans
yiikselisiyle birlikte diyastolik yiiksek tansiyon, artmis arter sertligi, kaogililasyon
degerlerinde ki farklilasma ve C- reaktif protein ( CRP) yiikselmis degerleri asikar ve
olmas1 muhtemel subklinik tiroid yetersizliginde kardiyovaskiiler hastas1 olma artig1 ile
alakali olan diger nedenlerdir. Fibrinojen karmasik yapida bir glikoproteindir.
Fibrinojen ve KVH riski arasinda kuvvetli ve bagimsiz bir baglanti vardir. Tiroid
yetersizliginde fibrinojen ve diger koagiilasyon degerlerinde bazi farkliliklarin oldugu
bundan 6nce yapilan arastirmalarda da rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismanin sebebi,
subklinik hipotiroidi teshisi konmus ve daha tedavisi yapilmamis hastalar ile saglikli
insanlardan olusan kontrol grubunu, kardiyovaskiiler hastalik olusumunda neden
olabilecek fibrinojen, yiiksek duyarlilikli CRP ve lipid degerleri agisindan
karsilastirmak ve gruplar arasinda degisim olup olmadigin1 gérmektir (Giingilines ve

ark., 2016).

TSH normal degerleri

Alt sinin Ust sinin
tim yaslar Yasa gore
icin aymdir degisir

A
0.5 miu/L <:/ 4 mlU/L Saglikli erigkin

6 mlU/L  70-79yas
7-5 mlU/L 8o yas Uzeri
2-5 mIU/L gebellk 1. trimester

3.0 miU/L gebehk 2.-3. trimester

Sekil 1.11. Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH) normal degerleri

Tiroid stiimiile hormonunun bireyin durumuna gore normal kabul edilen degerleri Sekil
1.11°de gosterildi. Hipotiroid hastalarinda T3 ve T4’iin yavas ¢alismasina bagli olarak
TSH degeri yiikselmekte bu da kalp atimini arttirmakta hatta damar tikaniklarina yol
a¢cmaktadir. (Giingiines ve ark., 2016).
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2. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Etik Kurul Baskanligi’nin
11.01.2017 tarihli 99/12 sayili etik kurul izni alinarak yapilmistir. 11.01.2017 ile
28.10.2017 tarihleri arasinda Kafkas Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Kardiyoloji Poliklinigi’'ne basvuran ve Koroner Yogun Bakim Unitesin de
takip altinda olan ateroskleroz tanis1 konmus yas araligi 20 ile 87 aras1 degisen 54 bayan
hasta ile Kafkas Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Acil Servisi’ne
cesitli sikayetlerle gelen yas araligi 20 ile 87 aras1 degisen 83 bayan bireyden alinan kan
ornekleri ile yapilmistir. Acil servise bagvuru yapan bireylerin sonuglar1 Kafkas
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Biyokimya Laboratuvari’nin
otomasyon sisteminden alinmig ve herhangi bir hastalik bulgusu olmayan bireylerin

secilmesine 6zen gosterilmistir.

2.1 Materyal

2.1.1 Kullanmilan Arac ve Gerecler
2.1.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hidroklorik asit (Merck)
Paraokson (Supelco)
Kalsiyum kloriir (Sigma)
Tris (Merck)

Aseton (Merck)

2.1.1.2 Kullanilan Cihazlar

Avyarlanabilir otomatik pipetler (Axygen 5-1000 pl)
Spektrofotometre (Tecan spektra I11, A 5082, Uniequip, Austria)
Sogutmali santrifiij (Niive)

Otoanalizor (Beckman Coulter)

Buzdolabi1 (-20°C) (Argelik)

Hassas terazi (Preciso)

Vorteks (Labinco)
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Etiiv (Niive)
2.1.1.3 Analizlerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislari

-HCl c¢ozeltisi (0,1 M) (a): 10 mL 1 M HCI ¢ozeltisi distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
-Tris ¢ozeltisi (0,1 M) (b): 1,21 g tris distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

-Tris-HCI tamponu (20 mM, pH 8): 29 mL a ¢ozeltisi ile 50 mL b ¢ozeltisi

karistirilarak pH’s1 8.5°e ayarlandi ve 100 mL’ye distile su ile tamamlandi.

-Calisma ayiraci [Ca Kloriir (2 mM)-paraokson (2 mM)]: 29,4 mg kalsiyum kloriir
(CaCl,.2H,0) bir miktar tris-HCI1 tamponu ile ¢oziildi ve bu karisima 1,5 mL asetonda
¢oziilen 44 pL paraokson eklenerek tris-HCI tamponu ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.1.2 Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Venoz kan ornekleri sol koldan alindiktan sonra hemoliz olmamasina dikkat edilerek
sar1 kapakli biyokimya tiiplerine konuldu. Alinan bu 6rnekler 15 dk siireyle pihtilagsmasi
beklendikten sonra 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serumuna ayrilmistir. Daha

sonra arastirma yapilacak giine kadar -80°C’de bekletilmistir.
2.2 Metod
2.2.1 TSH Analizi

Belirlenen hastalardan alinan kan numuneleri 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildi. Elde edilen serum 6rnekleri Unicel DxI 600 Access hormon cihazinda (Beckman
Coulter, Almanya)Access TSH (3" IS) reaktifi kullanilarak immunoassay yontemi ile

Olcildii.
2.2.2 PON1 Aktivitesinin Analizi

Glikoprotein formunda olan PON1 43-45 kDa agirhiginda ve Karaciger tarafindan
sentezlenen enzim ¢esitlerinden biridir. Serum PONI1 aktiviteleri, spektrofotometrik

olarak Ol¢iilmektedir. PON1 aktivitesinin Olgiimiinde; substrat seklinde kullanilan
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paraokson (0,0-dietil-O-p-nitrofenilfosfat) kullanilmigtir. Numunelerin absorbansindaki
yiikselisler kore karsi, 37°C’de2 dk siire ile 412 nm’de dl¢limii yapilarak dakikadaki
absorbans farkliliklar1 bulunur.Her bir numune i¢in paraoksonaz aktivitesi, p-nitrofenol
icin tespit edilmis olan molar absorbsiyon katsayis1 kullanilarak diliisyonlara da dikkat

edilerek (U/L olarak) hesaplanmistir (Eckerson ve ark., 1983; Cakirca ve ark., 2013).

AA/dk x SF x 10°

U/L (umol/dk/L) =
€ x0,6
AA/dk : Bir dakikadaki absorbans degisimi
€ : p-nitrofenoliin molar absorbsiyon katsayisi, mevcut deney sartlar1 i¢in 18290
SF : Seyreltme faktorii ( Total hacim/Numune hacmi)

10°  : umol’e gevirme faktorii
1/0,6 : Plate 151k yolunun uzunlugu
2.3 Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri bilgisayarda istatistiksel paket programi (SPSS 20.0 for
Windows, IBM) kullanilarak yapildi. Gruplara ait verilerde anlamli bir degisiklik olup
olmadig1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. Gruplarda arastirilan
parametreler arasindaki iligkiler Pearson korelasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar
ortalama + standart sapma (X £ SD) olarak gosterildi. P< 0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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3.BULGULAR

Saglikli ve ateosklerozlu bireylerde serum PON1 aktivitesi ve TSH diizeyleri Tablo 3.1
ve 3.2°de gosterildi. Serum PONL1 aktivitesinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
aterosklerozlu bireylerde istatistiksel olarak onemli 6l¢iide daha diisiik seviyede oldugu
tespit edildi (P< 0.05). Serum TSH seviyelerindeki degismeler ile ilgili istatistiksel
olarak o6nemli bir fark saptanmadi. Saglikli ve ateosklerozlu bireylerde serum PON1
aktivitesi ve TSH seviyeleri arasindaki korelasyon iligkisi Tablo 3.3’te gosterildi. Serum
PONI1 aktivitesi ve TSH seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon iligkisi olabilecegi

anlasilirken ¢alismada bu durumun istatistiksel olarak 6nemli olmadig tespit edildi.

Tablo 3.1 Saglikli ve aterosklerozlu bireylerde serum PONL aktivitesi seviyeleri

Gruplar
Kontrol (n= 40) Ateroskleroz (n= 37) P
PONL1 (U/L) 157,40 + 49,62 123,96+ 45,44 0,04

Tablo 3.2 Saglikli ve aterosklerozlu bireylerde serum TSH seviyeleri

Gruplar
Kontrol (n= 83) Ateroskleroz (n=54) P
TSH (nU/mL) 1,82+ 1,11 1,97 +£1,13 0,43
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Tablo 3.3 Saglikli ve aterosklerozlu bireylerde serum PON1 aktivitesi ve TSH

seviyeleri arasinda korelasyon iligkisi

PON1/TSH -0,63 0,71
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4. TARTISMA ve SONUC

Ateroskleroz hastaliginin, ¢evre ve genetik etkilerin etkisiyle olusan karmagik bir
hastalik oldugu ifade edilmektedir. Yapilan caligmalarda koroner arter hastaligi i¢in
birgok risk faktorii tespit edildigi bildirilmektedir (Vaisse ve ark. 1995). Meydana gelen
risk faktorlerinden o6n plana ¢ikan disik HDL-Kolesterol diizeyi oldugu
kaydedilmektedir. Antioksidan aktifligi olan serum PON1 enzimi HDL’ye bagl bir
enzim oldugundan HDL’ nin antioksidan 6zelliginden sorumlu oldugu bildirilmektedir

(Guxens ve ark., 2008).

Diisiik paraoksonaz aktivitesinin lipid peroksidasyon olusumuna yatkinligi artirarak
ateroskleroz olusumuna ve bu durumda da kardiyovaskiiler hastaliklara sebep oldugu
kaydedilmektedir (Ko¢ ve ark., 2009). HDL diizeyindeki her % 1’lik azalmanin
ateroskleroz diizeyinde % 2-3 artisa neden oldugu ifade edilmektedir. Bu sebeple
HDL’nin koruyucu etkisinin ortaya ¢iktig1 yapilan arastirmalar sonucu bildirilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada HDL ve trigliserid diizeyleri bakimindan koroner arter hastaligi
ve kontrol gruplari1 arasinda 6nemli bir fark olmadigi rapor edilmektedir (Jalilian ve
ark., 2008). In vitro galismalarda HDL kolesterol ile ilgili ise HDL-bagimli PON1
enziminin LDL oksidasyonunu engelledigi ve okside LDL’deki biyolojik olarak aktif
olan lipidleri parcalarma ayirdigi kaydedilmektedir. Bununla birlikte, normal arter
duvarinda da olmakta ve aterosklerotik durumda ilgileri giderek artis gosterdigi
kaydedilmektedir. HDL seviyesindeki degisimlerle alakali olarak PON1 enzim affinitesi
ve stabilitesinde degisme meydana gelmekte ve antioksidatif kapasite olarak
sonuglandig1 belirtilmektedir (Durrington ve ark., 2001). HDL kolesterole bagl olan
PONL1 aterosklerozun akselerasyonunu engelledigi ve antiaterojenik bir 6zellik ortaya
koydugu yapilan arastirmalar sonucu ifade edilmektedir. Kardiyovaskiiler hastaligi
olanlarda, sigara kullaniminda, yiiksek kolesterol, yashlik, obezite ve menapoz da
PONI1 diizeyinin ciddi seviyelerde azaldigi bildirilmektedir. Aileden gelen yiiksek
kolesterol durumlari arastirildiginda PON1 aktivitesinin kontrol grubundan daha diistik
seviyede oldugu bildirilmektedir (Demirkirkan, 2003). Yapilan bagka bir aragtirmada
paraoksonaz enziminin in vitro ve in vivo LDL oksidasyonunu engellemesi,
aterosklerotik bosluklarda okside edilmesi, lipit seviyelerini diisiirme kapasitesi ve

serum aktifligine olan etkisi sebebiyle, PON1 enziminin koroner arter hastaligini
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meydana getiren bagimsiz risk faktorii oldugu iddaa edilmektedir (Ozkan ve ark., 2004).
Paraoksonaz polimorfizmi ve koroner arter hastaligr ile alakali iligki lizerine yapilan
arastirmalarda ayni etnik niifusta olan bireylerden elde edilen sonuglarda bile fark
oldugu tespit edilmis, bu fark olusumu nedeniyle genin g¢evreyle ve genin genle
alakasinin PON1 polimorfizmi ve koroner arter hastaligi ile alakali oldugunu
aragtirmacilara disiindiirmektedir (Saha ve ark., 1991; Imai ve ark., 2000). Yapilan bir
caligmada tiroid hormonu yetersizliginde, serum total kolesterol, trigliserid ve LDL
seviyelerinde yiikselme saptanabilmekte ve tiroid hormon replasman tedavisi sayesinde
olgiilen LDL ve TG seviyelerinde istatiksel olarak énemli bir degisim tespit edilmedigi
bildirilmektedir. Fakat yapilan ¢alismada hasta sayisinin az olmasi LDL kolesterol
seviyesinde 6nemli bir degisim olugmamasina sebep olma ihtimalinin oldugu da ifade
edilmektedir. Bu hastalarin 6tiroid durumda olmalarida siirenin uzamasina ve LDL
kolesterol seviyesinin daha ¢ok diismesine neden oldugu bildirilmektedir (Koseoglu ve

Karakog, 2011).

Yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglara goére tiroid hormonunun yetersiz oldugu
durumlarda kardiyovaskiiler hastaliga yakalanma olasihgmin arttigi kaydedilmektedir
(Glingiines ve ark., 2016). Yiiksek kolesterol, yiikksek tansiyon, artmig metabolik
sendrom prevalansi bu durumlar kardiyovaskiiler risk artisinin muhtemel sebeplerinden
oldugu bildirilmektedir. Tiroid hormonlar1 LDL almaglarin1 aktif hale getirerek LDL
degradasyonunu stiimiile olmasini saglamaktadir. Bilinen hipotiroidizm LDL almag
sayisinda azalmakla beraber karacigerde LDL klirensini diisiiriir yliksek kolesterol ve
LDL diizeylerinde belli bir yiikselis meydana geldigi ifade edilmektedir. Ayrica, tiroid
hormonunda ki yetersizlik kolesterol ester transfer protein (CETP) ve hepatik lipaz
aktifliginde diisiis goriildiigii bildirilmektedir. Hipotiroidizm plazma kolesterollerinin
oksidasyon seviyesini artirmaktadir. Subklinik hipotiroidi hastalarda tiroid hormon
seviyeleri normal iken sadece TSH seviyesinde artis oldugu arastirmacilar tarafindan
gozlenmektedir. Bu da arastirmacilara TSH artis1 ile kolesterol diizeylerinin artmasi
arasinda korelasyon oldugunu diisiindirmektedir (Giingiines ve ark., 2016). Tiroid bezi
sorunlarinda PON1 aktivitesinde degismeler oldugu ve buna bagl olarak ateroskleroz
ile karsilagma ihtimalinin artmasiyla ilgili bir¢ok kayit bulunmaktadir (Ates ve
ark.,2016). Beta talasemili bireylerde uygulanan bir arastirmada serum PON1 aktivitesi

ve TSH diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon iliskisi bulundugu kaydedilmektedir
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(Kurtoglu ve ark., 2017). Hipertroidi tanist1 konulmus bireylerde serum PONL1
aktivitesinin azalmis oldugu, TSH’in baskilanmasi ile oksidan/antioksidan balansi
bozuklugu ve okside LDL diizeyleri artisinin meydana geldigi ifade edilmektedir
(Raiszadeh ve ark., 2004). Yapilan bir ¢alismada 40 yas tizeri 247 postmenapozal
periyoddaki bayan bireyler iizerinde yapilan bir ¢alismada ¢oklu dogrusal regresyon
analizinde serum TSH serum trigliserid (TG) diizeyleri arasinda pozitif (= 0.146, P =
0.023) korelasyon iliskisi bulundugu kaydedilmektedir (Chon ve ark., 2016). Artan yas
ve serum TSH oranlarmin 6tiroidide postmenapozal periyoddaki kadinlarda koroner
ateroskleroz riski ile iligkili oldugu ve TSH diizeylerinin koroner ateroskleroz riski i¢in
biyokimyasal bir marker olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica serum TSH ve HDL
diizeyleri arasinda giiglii bir negatif korelasyon iliskisi oldugu kaydedilmektedir (Chon
ve ark., 2016).

Hipotiroidi goriilen hastalarda hiperlipidemi ile karsilasilabilecegi bilinmekte olup, lipit
bozukluklar1 gz Oniine alinarak ateroskleroz ve hipotiroidizm arasinda giiglii bir bag
oldugu belirtilmektedir. Subklinik hipotiroidizm bir laboratuvar tanisidir. Hipotiroidi
olan hastalarda T3 ve T4 normal degerin altinda seyrederken TSH diizeyleri olmasi
gereken deger araliginin istiinde seyretmektedir. Ancak Giingiines ve arkadaslarinin
yaptig1 simdiki calismada elde edilen sonuglara gore aterosklerozlu bireyler ile saglikli
bireyler arasinda ki TSH seviyesinde anlamli bir fark gozlemlenmedi (Giinglines ve
ark., 2016). Ateroskleroza neden olan yas, cinsiyet ve genetik faktorlerin yanisira
beslenme aligkanligiminda onemli olabilecegi bildirilmektedir (Demirkirkan, 2003).
Ozellikle kis aylarinda Kars ili gibi dogu bolgelerinde asir1 yagh ve yiiksek kalorili gida
tilkketiminden dolay1 hiperlipidemi olusup ateroskleroza neden olabilir. Bu da calisma
yapilan bireylerde genel olarak yiiksek kolesterole bagli olarak ateroskleroz

gelisebilecegini diigiindiirmektedir.

Yapilan c¢alismalar PONI enziminin gerek inhibe etme 6zelliginden gerekse
ateroskleroz olusumunun temel basamaklarinda engelleyici olmasindan dolayr 6nemli
bir yere sahip oldugu ifade edilmektedir (Demirkirkan, 2003; Yal¢in, 2007). Bu
calismada serum PONI1 aktivitesi diizeyleri ile ilgili elde edilen bulgular daha once
yapilmis olan ¢alismalarla tutarlilik géstermektedir. Sonug olarak, aterosklerozlu

bireylerde saglikli bireylere gére serum PONL1 aktivitesi seviyeleri bakimindan
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istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlendi. Aterosklerozlu bireylerde serum PON1

aktivitesinin hastaligin seyri i¢in 6nemli bir belirte¢ olabilecegi kanisina varildi.
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