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BOLUM 1

1. Girig ve Amag

Geligmig iilkelerde koroner kalp hastaligi (KKH),
birincil saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Bazi
tilkelerde KKH, tiim o6liimlerin biiytik bir boliimiinii
olusturmakta (tiim kalp hastaliklarmin tigte ikisi,
toplam Oliimlerin ise {igte biri) ve bu vakalarin biiyiik
gogunlugunda hastaligin temel nedeni aterosklerozdur.

Koroner kalp hastaliklari, toplum saghgini olumsuz
etkiledigi kadar iilke ekonomisine de biyiikk bir yiik
getirmektedir. Bu nedenle, hastaliga neden olan risk
taktorleri tizerinde daha fazla durulmakta ve aragtirmalar
yogunlagmaktadir. Ancak, aterosklerozun patogenezinde
rol oynayan birgok etiyolojik neden ve risk faktort
bulunmaktadir. Bu ¢esitlilik nedeniyle 6zellikle 6nlenebilir
risk faktorleri tizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmugtir.

Giiniimiizde bu hasta grubu i¢in tan1 ve tedavi
yontemlerinin ~ stirekli  gelismesi  ve  glincellenmesi,
hastaligin mortalitesini azaltmaktadir. Viicudumuzda,
endojen ve eksojen mekanizmalar sonucu olugan reaktif
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triinlere kargt gelismis antioksidan savunma sistemleri
bulunmaktadir.  Yapilan pek ¢ok epidemiyolojik
calismada, aterosklerozun plazma lipoproteinleri ve yag
asitleri ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir.

Doymamis yag asitleri oksidasyona daha yatkin
oldugundan, LDL ve VLDL gibi lipoproteinlerin
yapisindayeralanbuyagasitlerininoksidasyonusonucunda
lipoproteinler yapisal olarak degisime ugramakta; bu
degisime ugramug lipoproteinler ise aterosklerotik siirecin
baglamasinda primer rol oynamaktadir. Bu durum,
hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir.
Sulu ortamda ve LDL ile VLDL yapisinda bulunan
antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmast durumunda,
serbest radikaller kimyasal degisikliklere yol agmakta ve
bu siire¢ aterosklerotik lezyon olusumunda temel bir rol
oynamaktadir (1, 2, 3).

Radikal olugumu mekanizmalariyla agiklanabilen
yiksek homosistein diizeylerinin etkisi de, bir¢ok
caliymada gosterilmig olup ateroskleroza neden olabilen
major, bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir.

Tim bu bilgiler 1g1ginda, primer hasta grubu olarak
koroner anjiyografi ile aterosklerotik damarsal lezyon
saptanmug ve erken yagta koroner kalp hastaligi tanisi
konmug bireyler segilmistir. Genetik ve cinsiyete bagh
yatkinlik da dikkate almarak, LDL oksidasyonuna ve
ateroskleroza yatkinliga neden olan tiim parametreler bu
hasta grubunda degerlendirilmistir (1, 4, 5, 6, 7).

Ikinci grup olarak, bu hastalarin 18-35 yas araligindaki
birinci derece erkek akrabalart (erkek kardesleri veya
ogullar1) belirlenmistir. Kontrol grubu ise yine 18-35 yag
arasinda, saglikli erkeklerden olugturulmustur.
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Caligmanin amaci; erken yagta KKH geligmig bireyler
ile bukigilerin KKH gelisme riski yiiksek olan birinciderece
akrabalarinda, aterosklerotik lezyon olugumuna neden
olan risk faktorlerinden Apo B igeren lipoproteinlerin
(LDL, VLDL) oksidasyona duyarliiginin;  bu
lipoproteinlerin yapisinda bulunan antioksidan A ve E
vitamini konsantrasyonlarnin; ayrica ateroskleroz igin
major bagimsiz risk faktorii olarak kabul edilen plazma
homosistein diizeylerinin degerlendirilmesidir (8, 9).






BOLUM 2

2. Genel Bilgiler

2.1. Lipoprotein Metabolizmas1

Lipoproteinler, hidrofobik lipidleri (trigliserid ve
kolesterol esterler1) iceren nonpolar bir g¢ekirdek ile
protein, serbest kolesterol ve fosfolipidlerden olusan
polar bir yiizey tabakasinin ¢evreledigi kiiresel yapilardir.
Lipoproteinlerin temel fonksiyonu, suda ¢oziinmeyen
trigliserid, kolesterol ve kolesterol esterleri gibi kompleks
lipidleri plazma igerisinde suda ¢6ziiniir bir makromolekiil
formunda tagimaktir. Bu yapilar, lipid ve protein
bilesenlerinin oranlarma gore oldukga dinamik 6zellik
gosteren molekiillerdir.  Lipoproteinlerin  yiizeyinde
bulunan o6zgiil apolipoproteinler, bu molekiillerin
metabolizmasini  belirlemektedir. Glintimiizde yaklagik
on farkli lipoprotein yapist tanimlanmugtir (10,11).
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2.1.1. Silomikron
Ozellikleri:

Silomikronlar,  plazmadaki  lipoproteinlerin  en
biiyiik olanlaridir. Plazma ultrasantrifiijii ile kolaylikla
ayristirtlabilirler. Yapilarinin %98-99°u lipitlerden, %1-
2’siise proteinlerdenolusur. Yemeksonrasikanda diizeyleri
belirgin sekilde artar ve dolagimdaki silomikronlar gesitli
apolipoproteinler igerir. Bu partikiillerdeki en belirgin
apolipoprotein molekiilii ApoB-48 olup, molekiiler
agirhik agisindan ApoB-100’tin yaklagik yarisina denk
gelir.

Kaynag:

Silomikronlar, ince bagirsak (duodenum ve proksimal
jejunum) epitel hiicrelerinde sentezlenir. Bu hiicreler
tarafindan emilen serbest yag asitleri ve monogliseridler,
apikal bolgede bulunan diiz endoplazmik retikulumda
yeniden trigliseride doniistiirtiliir. Bu siiregte fosfolipidler
ve kolesterol de kullanilarak biiyiik silomikron partikiilleri
olugturulur.

Apolipoproteinlerinsonkarbonhidratmodifikasyonlar:
Golgi aygitinda gergeklestirilir. Daha sonra silomikronlar
enterositlerin lateral ylizeyinden lenfatik sisteme salinir ve
torasik lenf yoluyla vena kava stiperiora geger.

Metabolizmadaki Sonu:

Dolagima katildiktan sonra, lipoprotein lipaz enzimi
ApoC-II ile aktive edilir ve silomikronlarin igerigindeki
trigliseridler hidrolize edilir. Bu iglem sonrasi partikiil
boyutlart kiigiiliir ve yogunluklar1 artar. Ortaya ¢ikan
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silomikron kalintilar1 karaciger tarafindan dolagimdan
temizlenir (10,11).

2.1.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein (VLDL)

Ozellikleri:< 1.006 g / mL ° yogunluguna sahip
lipoproteinlerin trigliserit ,, % Cap1 300-700 A arasinda
olan bu lipoproteinlerin dansitesi <1.006 g/mL’dir ve
plazmadan ultrasesantrifligasyon ile izole edilebilirler.
Yapilarinin %85-90" lipidlerden olusur (%55 trigliserid,
%20’s1 kolesterol, %151 fostolipid). VLDL’nin en 6nemli
apolipoproteini ApoB-100°diir. Bunun yaninda ApoC ve
ApoFEyi de igerir. VLDL, elektroforezde pre-beta ve alfa-
2 devinimi gosterir.

Kaynag:

Karaciger tarafindan sentezlenir. Sentez, hepatositlere
artan miktarda serbest yag asidi tasinmasiyla uyarilabilir.
Trigliserid ve fostolipidler, graniillii ve diiz endoplazmik
retikulumda sentezlenir. Yeni sentezlenmis VLDL’nin
temel protein bilesenleri ApoB-100, ApoE ve az
miktarda ApoC’dir. Dolagimda VLDL, HDL’den ApoC
ve ApoE’yi alir.

Metabolizmadaki Sonu:

VLDL igerigindeki trigliseridler, lipoprotein lipaz
(LPL) ve daha az olglide hepatik lipaz (HL) tarafindan
hidrolize edilir. Bu siire¢te VLDL partikiilleri kolesterol
agisindan zenginlesir. VLDL’nin katabolizma {irtinleri,
orta dansiteli lipoproteinler (IDL) olarak adlandirilir.
IDL, hepatik lipazin etkisiyle diisiik dansiteli lipoproteine
(LDL) doniigiir. VLDL’nin yaklasik %50%s1 LDL’ye
gevrilirken, geri kalan %50’si kiigiitk VLDL ve IDL olarak
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dogrudan karaciger tarafindan dolagimdan temizlenir

(10,11,12).

2.1.4. Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)

Ozellikleri: LDL’ler (dansite: 1.019-1.063 g/mL),
plazmadaki baglica kolesterol tagiyic1 lipoproteinlerdir.
Plazmadaki toplam kolesteroliin yaklagik %70’ LDL’de
bulunur. Caplar1 yaklagtk 200 A’dir. Yapilarin %75’
lipitlerden olugur (%35 ester kolesterol, %10 serbest
kolesterol, %10 trigliserid ve %20 fosfolipid) ve %251
proteindir. Az miktarda ApoE ig¢ermekle birlikte, LDL
partikiillerinin  karakteristik apolipoproteini ~ ApoB-
100°diir. LDL’ler beta elektroforetik mobiliteye sahiptir
ve bu nedenle B-lipoproteinler olarak adlandirilirlar
(10,11,12).

Kaynag: trigliserid partikiilleri LDL, lipaz araciligryla
VLDL nin hidrolize edilmesisonucu olusan nihaiirtindiir.
Biiyiik VLDL partikiillerinin trigliserid agisindan zengin
gekirdegi hidrolize edildiginde, fazla yiizey bilesenleri
HDL’ye aktarihr. Bu stire¢ sonucunda, ApoB-100
diginda apolipoprotein igermeyen, kolesterolden zengin
kiigiik bir partikiil olan LDL olusur.

Metabolizmadaki Sonu:

LDL’nin yaklagik %751 karaciger parankim hiicreleri
tarafindan alinir. Diger bir¢ok doku da kiigiik miktarlarda
LDL alabilir. Bualimin yaklagik igte ikisi LDL reseptorleri
araciligiyla gergeklesir. Geri kalan kismui, heniiz tam olarak
tanimlanmamug ve reseptor araciligiyla olmayan yollarla
hiicrelere alinir.
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Kandaki LDL Diizeyini Artiran Faktorler:
1. VLDL biyosentezinin artmasi

« Serbest yag asitlerinin karacigere giriginin artmasi

+ Diyetle alinan yag miktarinin artmasi ve bu yaglarin
karacigere taginmasi

2.  LDL katabolizmasinin azalmasi

+ Karaciger ve diger dokularda LDL reseptorlerinin sa-
yisiun azalmast (Hiicreler, metabolik ibtiyaglaring kar-
stlayacak diizeyde kolesterol aldyjimda LDL reseptor sen-
tezini azaltarak denge sagjlar.)

* ApoB-100 ile normal sekilde etkilesemeyen kusurlu
LDL reseptorleri

* LDL reseptorleriyle normal etkilesim kuramayan ku-

surlu ApoB-100 (10,11)

2.1.5. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)
Ozellikleri:

HDL, diger lipoproteinlere gore daha kiigiik bir
partikiildir. Cap1 70-120 A, dansitesi ise 1.063-1.125
g/mL’dir.  Yapilarimin  yaklagtk  %50%si  lipit (%25’
tosfolipid, %151 ester kolesterol, %51 serbest kolesterol,
%5’1 trigliserid), %50’si ise proteinden olugur. HDL’nin
baghca apolipoproteinleri sunlardir: ApoA-I (%65),
ApoA-II (%25) ve daha az miktarda ApoC ile ApoE.
Yapisinda tagidigr apolipoproteinlere gore alt siniflara
ayrilir.  Elektroforezde — a-elektroforetik  hareketlilik
gosterir (10,11,12).
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Kaynagz:
HDL sentezi {i¢ ana kaynaktan gerceklesir:

1. Karaciger,  “olgunlasmamig ~ HDL”  olarak
adlandirilan  ApoA-I igeren fosfolipid diskler
salgilar.

2. Ince bagirsak da kiigiik ApoA-T igeren HDL
partikiillerini dogrudan sentezleyebilir.

3. Silomikronlar ve VLDL’lerin lipoprotein lipaz
(LPL) tarafindan hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan
tosfolipid ve serbest kolesterolden olugan yiizey
bilesenleri, ApoA-I ile birleserek kiigik HDL
disklerini olugturur. Bu disk, diger hiicrelerden
ve lipoproteinlerden lipid — Ozellikle serbest
kolesterol — alir. Lesitin kolesterol agil transferaz
(LCAT) enzimi araciligiyla kolesterol esterlestirilir
(10,12,13).

HDL, lipitlerin lipoproteinler ve hiicreler arasinda
yeniden dagitilmasinda gorev alir. Bu siire¢ “ters
kolesterol ~ taginmasi” olarak adlandirihr.  HDL,
kolesterolii hiicrelerden alip, ya atilmak tizere karacigere
ya da kolesterole ihtiya¢ duyan diger hiicrelere tagir.

Metabolizmadaki Sonu:

HDL’ ninkatabolizmasi tam olarakaydinlatilamamustir.
HDL partikiillerinin biiyiik kismi plazmayr degismeden
terk etmez. Esterlesmig kolesterol, bu partikiilden “segici
alm” olarak adlandirilan bir mekanizma ile alinarak
karaciger, adrenal bezler ve over gibi dokulara gonderilir.



Elife Ozkan | Pmar Tuncel | 11

HDL Diizeyini Etkileyen Faktorler:
+ Diizenli egzersiz ve orta derecede alkol tiiketimi HDL

diizeylerini artirir.

+ Sigara kullanimi HDL diizeylerini diigiiriir (14).
2.2. Apolipoproteinler ve Gorevleri

2.2.1. Apo B
Apo B iki gekilde bulunur:

* ApoB-48: Cubuklar Barsaklarda sentezlenir; silomik-
ronlar ve gilomikron kalintilarinin yapisinda yer alir.

* ApoB-100: Kar Karacigerde sentezlenir; VLDL,
IDL ve LDL’nin yapisal tagtyici proteinidir. Molekiil
agirhign 523.000 dalton, aminoasit sayist 4536°dur.
ApoB-100, aym1 zamanda LDL reseptorii igin
ligandur.

ApoB-48’in molekiil agirhigr 264.000 daltondur ve
2152 aminoasitten olusur. Silomikronlarin sentezi ve
salimmu igin gereklidir. ApoB-100 ve ApoB-48, aymi
genin riinidiir.

2.2.2. Apo AI, A-II, A-IV

HDL’nin baghca proteinleri olan Apo A-I, Apo A-II ve
Apo A-IV, bagirsak ve karaciger tarafindan sentezlenir ve
silomikronlar da dahil olmak iizere ¢esitli lipoproteinlerin
yapi tagidir.

Molekiil agirhiklari:

+ Apo AI : 28.000 dalton
+ Apo A-II : 17.000 dalton
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* Apo A-IV : 45.000 dalton

Bu ¢ apolipoprotein, HDL yapisinda yer alir ve
Apo A-lI ile Apo A-II, lipid baglama yeteneklerini
artirir. Apo A-I, lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT)
enzimini aktive eden bir kofaktor olarak gorev yapar.
Silomikronlarin lipolizi sirasinda Apo A-I, bu partikiillerin
yiizeyinden ayrilir ve HDLye transfer edilir.

Apo A-I, karaciger ve bobreklerde katabolize olur.
Apo A-II, LCAT enziminin inhibitorii ve hepatik lipazin
aktivatorii olarak iglev goriir; Apo A-I ile benzer hizda
yikilir. Apo A-IV ise yapisal ve fonksiyonel olarak A-I ve
A-IPye benzerlik gosterir (10,11,13).

2.2.3. Apo E

Karaciger bagta olmak iizere viicudun gesitli
bolgelerinde sentezlenen, molekiil agirlig: yaklagik 34.000
dalton olan bir proteindir. Apo E’nin temel gorevi, LDL
reseptoriine ve varsayilan gilomikron artif1 reseptoriine
baglanarak lipoproteinlerin taninmasini  saglamaktir.
Silomikronlarin yiizeyinde yer alan Apo E, silomikron
kalintilarinin plazmadan temizlenmesinde 6nemlidir. Apo
E’nin yapisal bir kusuru, bu kalintilarin uzaklagtirilmasini
belirgin gekilde bozabilir. Ayrica, kolesterol ester transfer
proteininin (CETP) lipoproteinlere olan baglanma
yetenegini artirarak, ters kolesterol taginiminda ve ester
kolesterolden zengin HDL partikiillerinin dolagimdan
temizlenmesinde gorev alir.

2.2.4. Apo C

Apo C grubu, disiik molekiil agirhkli proteinlerden
olugur:
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* Apo C-I: Molekiil agirligi 6.600 daltondur. Apo
E’nin silomikron kalinti reseptoriine baglanmasina
engel olarak kalintilarin alinmasini diizenler.

* Apo C-III: Molekiil agirlig: 8.800 daltondur. Kalin-
tilarin reseptorlere baglanmasinin diizenlenmesinde
benzer iglev gortir.

* Apo C-II: Molekiil agirligi 8.900 daltondur ve li-
poprotein lipaz enziminin kofaktorii olarak gorev ya-

par (10,11).

2.2.5. Apo D

Karacigerde sentezlenen ve fizyolojik agidan 6nemli
bir apolipoprotein olan Apo D, HDL yapisinda bulunur.
Kolesterol esterlerinin, HDL’den diger lipoproteinlere
ve katabolizma igin karacigere taginmasinda gorev alir

(10,11).

2.3. Lipoprotein (a)

Yapistilk kez 1987 yilinda tanimlanmustir. Lipoprotein
(a) [Lp(a)], ApoB-100 igeren bir LDL partikiiliidiir.
Buna ek olarak apolipoprotein (a) adi verilen biiyiik bir
protein de igerir. Esas sentez yeri karacigerdir; az miktarda
da beyinde sentezlenir. Apolipoprotein (a), fibrinolitik
sistemin bir bileseni olan plazminojen ile belirgin bir
yapisal benzerlik gosterse de islevsel olarak ayni degildir.
Plazminojen, “kringle” olarak adlandirilan bes benzer
yapisal iiniteden ve bir proteaz alanindan olugur. Buna
kargilik apolipoprotein (a), sadece kringle IV ve V tipi
halka tipi iki kringle yapisi ve inaktif (psodoproteaz) bir
proteaz alani igerir. Apo(a), ApoB-100’¢ disiilfid bag ile
baglanir. Lp(a) oldukea heterojen yapidadir; 20°den fazla

izoformu tanimlanmustir.
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Lp(a) Diizeyleri ve Onemi

Lp(a) diizeyleri immiinoanaliz ~ yontemleriyle
saptanabilir ve 0-100 mg/dL arasinda degisiklik
gosterebilir.  Vakalarin yaklagik %50’sinde bu deger
0-10 mg/dL arasinda olgiilmektedir. Lp(a) diizeyi, viicut
agirhigy, diyet ya da lipid diigiirticii ilaglardan etkilenmez.
Cinsiyet ve yag da genel olarak belirleyici degildir. Yalnizca
menopoz sonrast kadinlarda artig egilimi  gosterir.
Ostrojen tedavisi alan erkeklerde Lp(a) diizeyleri anlamli
sekilde diigtiktiir.

Lp(a) diizeyinin:

« Miyokard enfarktiisii sonrast 3 aya kadar yiiksek
kaldigs,

 Akut stres durumlarinda arttigy,

» Kontrolsiiz diyabet hastalarinda da yiiksek oldugu
bilinmektedir.

Lp(a) diizeyini diigiirebilen bilinen faktorler yalnizca:

+ Ciddi karaciger hastaliklar
+ Nikotinik asit tedavisi olarak rapor edilmigtir.

Apo(a)’nin Plazminojen ile Iliskisi ve Aterojen
Etkisi

Yap1 bakimindan plazminojene benzeyen Apo(a),
islevsel olarak fibrinoliz sistemine katki saglamaz. Endotel
hiicrelerinde  plazminojen reseptorii  tanimlanmustir.
Ilging bir sekilde, Lp(a) ve izole Apo(a) da bu reseptore
baglanabilir. Bu baglanma, plazminojen ile rekabet
olugturarak plazmin {retimini engelleyebilir.Boylece,
plazminin endotel yiizeyinde olugturdugu fibrinolitik etki
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bask baskilanir ve trombogenez igin elverighi bir ortam
olugur.

Aterogenezdaki Rolii

Lp(a)nin  aterogenezdaki islevini  diistindiiren
bir diger kanmit da, aterosklerotik lezyonlarda yiiksek
diizeyde Lp(a) tespit edilmis olmasidir. LDL’ye olan
yapisal benzerligi sebebiyle kolesterolden zengin bir
lipoproteindir. Bu nedenle, LDL’nin ateroskleroza neden
oldugu mekanizmalarla benzer sekilde aterojenik olabilir.
Tam mekanizmasi kesin olarak agiklanamamig olsa da,
yiksek Lp(a) diizeylerinin erken yagta koroner kalp
hastaligi (KKH) i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ve
aterojenik lipoprotein niteligi tagidig1 kabul edilmektedir.

2.4. Koroner Kalp Hastalig:

2.4.1. Tanimi

Koroner kalp hastaligi, aortadan epikardiyal koroner
arterlere kadar ¢esitli biiytikliikteki arterlerde intimal hasar
sonucu geligen bir hastaliktir. Temel patoloji, koroner
arter liimeninin kolesterol birikimiyle daralmasidir. Bu
daralma, kalp kasini besleyen kan akigini azaltir, doku
oksijenlenmesi bozulur ve hastaligin bilinen semptomlari
ortaya gikar (4).

Koroner kalp hastaliginin en yaygin nedeni olan
ateroskleroz, damar duvarma kargi gelisen ¢esitli
etkenler sonucu olugan spesifik, koruyucu, yangisal ve
tibroproliferatif bir yanittir.

Intimal Hasara Neden Olan Etkenler:

e Mekanik zedelenme
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¢ Okside LDL

* Homosistein

« Immiinolojik ajanlar
e Toksinler

* Viriisler (14,15,16,17,18,19)
2.4.2 Fizyolojisi

2.4.2.1 Normal Arter Duvarimin Yapise

Intima: Endotel hiicrelerinden olugan kesintisiz bir
tabaka ile bu hiicrelerin hemen altinda yer alan, matriks
agisindan zengin dar bir bolgeden olugur. (Bu bolge, arter
duvarinda aterosklerotik lezyonlarin bagladig: yerdir.)

Media: Arter duvarinin en genig boliimiidiir ve diiz
kas hiicrelerinden olugur. Intima ve media, “i¢ elastik
membran” adi verilen kesintili bir elastin bant ile
birbirinden ayrilir.

Adventisya: Damarlarin  dig  yiizeyini ¢evreleyen
gevsek bag dokusundan olusur ve arter duvarini besleyen
kii¢tik damarlar1 (vasa vasorum) igerir.

2.4.2.2 Aterosklerozun Gelisiminde Rol Alan Yapilar

* Endotel: Tiim arterlerin i¢ yiizeyini kaplayan siki bir
tabakadir. Kan hiicrelerinin arter duvarina girigini
kontrol eder ve trombozu onler. Endotel hiicreleri,
arter duvarindaki diger hiicreleri etkileyen gesitli fak-
tor ve sitokinler salgilar.

« Duz kas hiucreleri: Arter duvarimin kontraktil hiic-
releridir ve duvarin esas kiitlesini olustururlar. Hiic-
relerarast matriksi sentezler ve kolesterol biriktirerek
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kopiik hiicrelerine dontisebilirler. Ayrica biiyiime fak-
torleri ve sitokinler tiretebilirler.

+ Kan hiicreleri: Monositler, dolagimdan arter duvari-
na girerek burada makrofajlara doniigiir. Makrofajlar
kolesterol biriktiren baslica hiicre tipidir ve biiyiime
faktorleri ile sitokinler iiretirler. Lenfositler de arter
duvarina girerek diiz kas hiicresi gelisimini ve makro-
taj fonksiyonlarini diizenleyen gesitli faktorler tiretir.

+ Matriks: Arter duvarindaki hiicrelere destek olan te-
mel yapidir. Kollajen, elastin ve proteoglikan igerir.
Aterosklerozun baglamasinda, kolesterolden zengin
lipoproteinlerin matriksin bazi bilesenlerine baglan-
mas1 6nemli bir etkendir.

2.4.2.3 Koroner Aterosklerozun Patolojisi

Koroner aterosklerozun geligimi uzun siiren bir
stiregtir ve ti¢ evreye ayrilabilir:

+ Yag birikintileri: Arter i¢ yiizeyinde gozlenen sarim-
s1 diiz yapilardir ve aterosklerozun onciilii kabul edi-
lir. Bu evrede monositler endotelyuma yapigir ve inti-
maya gog eder. Burada makrofajlara doniiserek koles-
terol biriktirip koptik hiicrelerini olugtururlar. Lipid
yuklii makrofajlar ve bazi diiz kas hiicreleri ile birlikte
“yag birikintileri” meydana gelir.

+ Proliferatif lezyon: Bu evrede daha fazla lipid yiikli
makrofaj birikir. Diiz kas hiicreleri mediadan intima-
ya gog eder ve ¢ogalmaya baglar. Hiicre igi lipid birik-
tirir ve matriks sentezler. Endotel, diiz kas hiicreleri
ve makrofajlardan salinan mediatorlerle dinamik bir
hiicresel etkilegim geligir. Arter liimeninin daralmas:
bu evrede baglar.
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Aterom (kompleks lezyon): Kolesterol; makrofaj,
diiz kas hiicresi ve ekstraselliiler matrikste biritkmeye
devam eder. Bu lipitler toksik etkilerle hiicre oliimii-
ne neden olur. Hiicre artiklar1 yeni makrofajlar1 bol-
geye ¢eker. Bu kisir dongii lezyonun genislemesine
yol agar. Endotel kayb1 ve hiicre artiklarinin dolagima
agik hale gelmesi lezyonun iilserlesmesine, trombo-
sit adezyonu ve fibrin birikimiyle trombiis olusumu-
na neden olur. Komplike lezyonlarda kalsifikasyon,
hemoraji, iilserasyon, riiptiir ve trombiis geligebilir.
Trombiisten kopan bir par¢a (emboli) uzak bir da-
mar1 tikayarak miyokard infarktiisiine neden olabilir.

Semptomlar genellikle 2. ve 3. evrelerde ortaya gikar.

2.4.2.4 Aterosklerozun Patogenezine liskin Hipotezler

Zedelenmeye Yanit Hipotezi

En ¢ok kabul goren bu hipoteze gore aterogenez,
doku hasarina kars1 gelisen inflamatuar bir yaniti taklit
eder. Arterin cevaby, lipid birikimini sinirlamak ve kontrol
etmektir. Bu yanit yeterince kontrol edilemezse klinik
hastalik ortaya ¢ikar.

Baslica mekanizmalar sunlardir:

1.

Makrofajlarin - Rolii ve Diger Inflamatuar
Mekanizmalar:

Monositlerin endotele yapigmasini artiran etkenler:

* Okside LDL
+ Matriks protein fragmanlari

+ Endotel kaynakli inflamatuar sitokinler (MCP-1,
M-CSF)
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Makrofajlar okside LDL’yi reseptor araciligryla alir.
Salgiladiklar1 baglica bilegikler:

e IL-1, TNF-a

+ Siiperoksit anyonu gibi toksik oksijen iiriinleri

« PDGEF (diiz kas proliferasyonu ve matriks treti-
mini uyarir)

. Diiz Kas Hiicrelerinin Proliferasyonu:

Mediadaki diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve
endotel kaynakli mitojenler (PDGF, IL-1, TGF-a)
ile intimaya gog eder.

Hiicreler kolesterol ve esterlerini alarak kopiik
hiicre olusumuna katkida bulunur.

. Hiperlipideminin Rolii:

Yiiksek LDL diizeyi, endotelde permeabiliteyi
artirarak ~ lipoproteinlerin  intimaya  gegigini
kolaylagtirir.

LDL, VLDL kahntilar1 ve IDL subendotelyal
alanda tutulur ve modifiye edilerek makrofajlar
tarafindan alinir.

Okside LDI’nin etkilert:

*  Monosit gogiinii artirir
+ Monositten makrofaja doniisiimii uyarir
« Makrofajlarin hapsolmasina neden olur

+ Hiicrelere toksik etki yapar
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4. Trombozun Rolii:

o Tromboz, geg donem aterosklerozun
komplikasyonudur.

o Fibrinojen, antitrombin III, PAI-1, Lp(a),
antifosfolipid antikorlar gibi hemostatik faktorler
aterosklerozla iligkilidir.

o Fibrinojen hem trombozun onciilidiir hem de
kanin viskozitesini artirarak akimi bozar.

Monoklonal Hipotez

Bu hipotez, lezyondaki tiim hiicrelerin tek bir diiz kas
hiicresinden koken aldigina dayanir. Bu hiicrenin virtsler,
toksinler veya mutajenler tarafindan transformasyona
ugramig olabilecegi diigiiniilmektedir. Ancak bu hipotezi
destekleyen yeterli kanit bulunmamaktadir.

2.5 SERBEST RADIKALLER VE LIPID
PEROKSIDASYONU

2.5.1 Serbest Radikal Kavrami

Atom vyapisi, pozitif yiikli protonlar ve yiiksiiz
notronlardan  olugmug bir ¢ekirdek ile gevresinde
bulunan negatif yiiklii elektronlardan meydana gelir.
Bir¢ok molekiiliin en dig orbitalinde bulunan ve ters
spinli elektron ¢ifti, molekiile kararli bir konfigiirasyon
kazandirarak, diger bilesiklerle degerlik ve kovalent bag
kurallarina uygun sekilde reaksiyonlara girmesini saglar.

Serbest radikaller, “bir veya daha fazla eglesmemis
(tek sayida) elektron igeren, yiiksek reaktiviteye sahip
ve bu nedenle diger molekiillerle hizla reaksiyona girme
egiliminde olan kisa 6miirli kimyasal tiirlerdir.” Aerobik
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canllar i¢in yagamsal 6neme sahip oksijenin toksik etki
gosterebilme nedeni, eglesmemis elektronlariyla diradikal
ozellige sahip olmasidir. Bu nedenle, iki orbitalinde
eslesmemis  elektron bulunan molekiiler oksijene
elektronlarin tek tek eklenmesiyle reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusur.

Fizyolojik = siiregler sirasinda organizmada farkli
miktarlarda reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller
agi1ga ¢ikar. Bunlarin kaynaklar1 endojen ve eksojen olarak
iki grupta incelenebilir.

2.5.1.1 Endojen Kaynaklar

+ Mitokondriyal ve endoplazmik retikulumdaki elekt-
ron transport zinciri (ETZ)

+ Notrofil fagositoz sistemi (NADPH oksidaz)

+ Ksantin oksidaz enzim sistemi

+ Arakidonik asit metabolizmasi

+ Enzimatik olmayan oksidatif reaksiyonlar (tiyol bile-
sikleri, kinonlar, flavinler gibi biyolojik molekiillerin
molekiiler oksijenle reaksiyonu)

2.5.1.2 Eksojen Kaynaklar

« Iyonizan radyasyon

+ Sigara dumani

« Hava kirliligi

+ Ksenobiyotikler

+ Kemoterapotikler

» Hepatotoksik maddeler
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2.5.2 Lipid Peroksidasyonu

Endojen ve eksojen kokenli radikallerin etkisiyle,
plazma ve organel zarlari, vaskiiler hiicre membranlari
gibi pek ¢ok yapida lipid peroksidasyonu baglar. Radikal
aracili bir zincir reaksiyon mekanizmasiyla ilerleyen bu
stireg, doymamis yag asitlerinin zincirlerinde yeniden
diizenlemeye yol agar. Lipid peroksidasyonu ii¢ agamadan
olugur:

+ Baslangi¢ (Initiation)
+ Tlerleme (Propagation)

» Sonlanma (Termination)

2.5.2.1 Oksidasyon ve Tetikleyici Mekanizmalar

LDL ve VLDL’nin oksidasyonu genellikle arter
duvarinda antioksidanlarin sl oldugu  intima
tabakasinda gergeklesir. Bu oksidasyonu tetikleyen baglica
mekanizmalar gunlardir:

+ Eniyi bilinen yol, aktif makrofajlardan salinan memb-
rana bagli NADPH oksidazdur.

+ Lipooksijenaz enzimi, doymamis yag asitlerini hidro-
peroksitlere doniigtiirerek oksidasyonu baglatir.

* Myeloperoksidaz enzimi, aktive fagositlerden salina-
rak oksidasyonda katalizor gorevi goriir.

 Peroksinitrit ve nitrik oksit, endotel hiicrelerinden ve
makrofajlardan salinarak siirece katkida bulunur.

LDL, arter duvarindaki endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri veya makrofajlarla inkiibe edildiginde okside
olabilir. Ayrica in vitro kosullarda Cu?* gibi agir metallerle
oksidasyonu da saglanabilir. Inkiibasyon siiresi uzadikga,
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LDL biyiik olgtide yapisal degisiklige ugrayarak
makrofajlar tarafindan kolayca aliabilen forma dontisiir.

Ozellikle poli-doymamus yag asitleri, 6rnegin linoleat
(C18:2), oksidasyona oldukga duyarhdir. Bu siiregte
keton, aldehit ve alkol gibi reaktif yag asidi tiirevleri
olugur. Bu reaktif bilegikler, LDL’nin Apo B proteininde
yer alan lizin kalintilariyla kovalent bag olusturarak yapiy1
modifiye eder ve asetil-LDL reseptorii tarafindan taninir
hale getirir.

LDL’nin in vivo oksidasyonunda 15-lipoksijenaz
enziminin makrofajlardan salindig: diigtiniilmektedir.

2.5.2.2 LDL Oksidasyonu ve Ateroskleroz Gelisim
Mekanizmast

Diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL), laboratuvarda
asetilasyon, asetoasetilasyon gibi kimyasal islemlerle
modifiye edilebilir. Bu degisiklikler, Apo B iizerindeki
lizin kalintilar1 ile kovalent bag olugturarak LDL’nin klasik
reseptoriiyle etkilegmesini engeller. Ancak, bu degisim,
asetil-LDL reseptorii olarak bilinen “scavenger” (avci)
reseptorler aracihigiyla makrofajlar tarafindan alinmasini
kolaylagtirir.

Asetil-LDL  Reseptorii  (Scavenger Receptor):
Makrofajlarda yer alir ve 220 kDa’lik bir trimer yapidadur.
Tip 1 ve Tip 2 olmak {izere iki formu tanimlanmistir.
Kollajen benzeri bolgede yer alan lizin kalintilarinin
degismesi, modifiye lipoproteinlerin  baglanmasinda
kritik rol oynar. LDL’nin in vitro olugturulan modifiye
formlari, in vivo kargiliklarini temsil edebilir.
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2.5.2.3 LDL/VLDL Olsidasyonu Olgiim Yontemleri

Modifiye LDL’nin ateroskleroz gelisiminde 6nemli
bir role sahip olmasi nedeniyle, LDL’nin oksidatif
modifikasyonunun  degerlendirilmesi ve antioksidan

kapasitenin Ol¢iilmesi biiyiik 6nem tasir.

Bu amagla kullamilan in vitro yontemler:

TBARS artig1

Toplam lipid hidroperoksit 6l¢iimii

Hidroksi ve hidroperoksi yag asitleri tayini
Konjuge dien 6l¢limii

Oksisterol Olgiimleri

Aldehit tayini

Endojen antioksidan diizeyleri

Poli-doymamug yag asitleri tayini

Oksijen titketimi ol¢timii

Apo B proteinindeki oksidatif degisikliklerin takibi
LDL partikiil yiizey yiik 6lgtimii

Apo B’deki modifikasyonlarin ELISA gibi immiino-

lojik yontemlerle tayini

Lipid-protein etkilesimlerinin izlenmesi

2.5.2.4 Konjuye Dien (CD) Yontemi ile Oksidasyon
Kinetigji

LDL oksidasyonunun in vitro takibinde en sik
kullanilan iki yontem TBARS ve konjuge dien diizeylerinin
olgtimiidiir. Konjuge dien 6l¢iimii, uygulama kolayligi ve
hiz1 nedeniyle yaygin tercih edilmektedir.
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Yontem, doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
UV 234 nm’de zamana bagh olarak izler. Oksidasyon
genellikle Cu?* ile indiiklenir. Albtimin, yapisindaki
baglayic1 bolgeler aracihigiyla Cu?*yi1 baglar; bu nedenle
oksidasyon igin kullanilan Cu?" miktari kritik 6nemdedir.

Konjuge dien egrisi ti¢ fazdan olugur:

1. Lag Faz1: Antioksidanlarin koruyucu etkisiyle
minimal oksidasyon gergeklesir. Siiresi, kullanilan
Cu?" miktari, LDL’deki yag asidi igerigi, 6rnek
15181, albiimin ve SH gruplarina baghdir.

2. Tlerleme Fazi: Antioksidanlar tiikendikten sonra
lipid peroksidasyonu hizla artar. Konjuge dien
tiretiminin maksimum oldugu bu fazda LDIL’deki
yag asitlerinin %70-80’1 oksidasyona ugrar.

3. Sonlanma Fazi: Oksidasyonun azaldigr ve
sonlandig1 fazdir. Karbon baglar1 yikima ugrar,
takat aldehit yapidaki iiriinler daha fazla tiretilmez.

2.6 ANTIOKSIDAN MEKANIZMALAR

Normal metabolik reaksiyonlar sirasinda olugan serbest
radikallerin neden olabilecegi doku hasarindan korunmak
igin tiim aerobik organizmalar antioksidan savunma
mekanizmalar1  gelistirmistir.  Antioksidanlar, okside
edilebilir substratlara gore ¢ok diigiik konsantrasyonlarda
bile substratlarin  oksidasyonunu  geciktiren = veya
engelleyen maddelerdir. Fizyolojik kosullarda oksidan ve
antioksidan mekanizmalar bir denge halindedir (26).

Antioksidanlarin, oksidatif stirecin farkli agamalarinda
gesitli mekanizmalarla etkili oldugu One siirtilmektedir.
Bu mekanizmalar agagidaki sekilde siralanabilir:
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+ Lokal O: konsantrasyonunu azaltmak
« O, *OH gibi radikalleri ortadan kaldirmak

+ Katalitik metal iyonlarmi baglayarak radikal olugu-
munu engellemek

 Deroksitleri pargalayarak zincir reaksiyonu baglatan
radikallere doniigiimiinii engellemek

 Baslamig olan radikal zincir reaksiyonunu kirmak
* Singlet oksijeni yakalayarak etkisiz hale getirmek

Ilk iki mekanizmada etkili olan bilesikler, birincil
savunma hattin1 olusturur. Enzim yapisindadirlar ve
bu nedenle gorevlerini tamamladiktan sonra yapilar
bozulmadan ortamda kalirlar. Digerleri ise ikincil
savunma hattin1  olusturur ve gorevleri sirasinda
tiiketilirler. Antioksidanlar, islevlerine, yapilarina ve
hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerine gore gesitli sekillerde
siniflandirilabilir. Ancak iskemi-reperfiizyon siirecinde
serbest radikaller 6ncelikle oksijenin metabolize oldugu
hiicre i¢inde olustugundan, antioksidanlar genellikle
hiicresel yerlesimlerine gore siniflandirilir.

2.6.1 INTRASELLULER ANTIOKSIDANLAR

Hiicreler, normal kosullarda oksidatif hasara karst
koruyucu yanit gelistirir. Oksijen hiicre i¢inde metabolize
edilirken, ortaya ¢ikan indirgenmis oksijen metabolitleri
hizli ve spesifik olarak enzimatik antioksidanlara maruz
kalir. Birincil savunma hattin1 olugturan antioksidan
enzimlerin biyiik ¢ogunlugu intraselliiler yerlesimlidir.
Molekiiler oksijenden tiireyen reaktif radikal tiirlerinin
olugumunu ve yaylimint dogrudan engelleyen bu
enzimlerin fonksiyonlari, aktif bolgelerinde yer alan Mn,
Cu, Zn ve Se gibi iz elementler sayesinde gergeklesir.
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Enzimatik savunma genellikle birka¢ enzimin birlikte
caligmasiyla saglanir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD): 11k olarak 1969 yilinda
tanimlanmugtir. Memelilerde %90 oraninda intraselliiler,
%10 oraninda ekstraselliiler yerlesimlidir. Hiicre iginde
iki formda bulunur:

+ Cu/Zn-SOD (sitozolik)
* Mn-SOD (mitokondriyal)

Her iki form da normalde yavas ilerleyen O:°~in
dismutasyonunu hizlandirarak hidrojen peroksit (H=0-)
ve molekiiler oksijen olusumunu saglar. Cinko, enzimin
katalitik aktivitesine katilmaz ancak yapisal kararliligini
destekler.

Glutatyon  Peroksidaz ~ (GSH-Px): Molekiil
agirhigr 76.000-100.000 Dalton arasinda degisen bir
selenoenzimdir. Her molekiilii yaklagitk 4 selenyum
atomu igerir. GSH-Px, indirgenmis glutatyonu (GSH)
okside glutatyon (GSSG)’a doniigtiirerek  H202y1
ortamdan uzaklagtirir.  GSSG, glutatyon  rediiktaz
aracitigiyla tekrar GSH’ye ¢evrilir. Baglangigta yalnizca
H:02yi etkisizlestirdigi diistiniilse de 1968 yilinda lipid
hidroperoksitlerin  indirgenmesinde de rol oynadig:
gosterilmistir.

Katalaz: Hiicre icinde olusan veya
SOD tarafindan  olusturulan  H:O2yi  su  ve
oksijene  doniigtiiriir:  2H.O. — 2H.O + O:
Katalaz, dort alt birimli bir enzim olup her alt birimde bir
hem grubu (Fe?*) bulunur. Her aktif bolge, bir molekiil
NADPH ile stabilize edilmistir.
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2.6.2 MEMBRANA YERLESIKLI
ANTIOKSIDANLAR

Intraselliiler enzimlerin olusturdugu birincil savunma
hattin1  agabilen reaktif oksijen tiirleri, membran
diizeyindeki ikincil antioksidan savunma sistemi ile
etkisiz hale getirilir. Membranlarin lipofilik ortaminda
olusan radikallerin temizlenmesi, farkl tipte lipofilik
antioksidanlar gerektirir. Bu grup su sekilde siralanabilir:

+ Vitamin E (a-tokoferol)

* B-Karoten

e Koenzim Q

«  Membran yapisal organizasyonu

Vitamin E, yagda ¢oziinen giiglii bir antioksidandir.
LDL partikiil yapisinda en baskin lipid ¢oziiniir
antioksidandir. B-Karoten ise ozellikle singlet oksijenin
etkisini baskilayarak koruyucu etki gosterir. Membran
stabilitesi, fosfolipid/kolesterol orani ve yag icerigi ile
dogrudan iliskilidir (21,22,26).

2.6.3 EKSTRASELLULER ANTIOKSIDANLAR

Ekstraselliiler sivilar, genellikle enzimatik antioksidan
icermez. Ancak SOD ve GSH-Pxin ekstraselliiler
izoformlart bulunur. Viicut, ekstraselliler ortamda
olusabilecek H20:, siiperoksit gibi reaktif tiirlerin zararh
etkilerini gesitli proteinler aracihigiyla sinirlandirir:

e Transferrin
o Laktoferrin
« Haptoglobin

« Hemopeksin
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+ Albumin

+ Seruloplazmin
 Bilirubin

e Glukoz

+ Urat

Bu proteinlerin ¢ogu metal iyonlarini baglayarak lipid
peroksidasyonunu énler. Ornegin:

+ Haptoglobin, hemopeksin: Hemoglobini ve hem
demirini baglar

* Seruloplazmin: Bakir baglayan, ferroksidaz aktivitesi
olan bir plazma proteinidir. Bu 6zellikleriyle demirin
terrik forma doniigmesini katalize eder ve serbest ra-
dikal olusumunu azaltir.

Plazmada  bulunan  diisik molekiil — agirhkh
antioksidanlar arasinda trik asit, askorbik asit, bilirubin
ve tiyol gruplar1 6ne ¢ikar.

2.6.4 E VITAMINI

Izopren tiirevi, lipofilik ve yagda ¢oziinebilen bir
vitamindir. Viicutta sentezlenemez; diyetle aliir. En
fazla a-tokoferol (a-TOH) formu biyolojik olarak aktiftir.
Lipoproteinler (6zellikle LDL) ve 6zel tagiyici proteinler
yardimiyla taginir. En ¢ok bitkisel yaglarda, karaciger ve
yumurtada bulunur. Yag emilim bozukluklar1 E vitamini

eksikligine yol agabilir.

E vitamini antioksidan mekanizmasi: Lipid
peroksil radikallerinin (LOO®) zincir reaksiyonlarin
durdurarak a-tokoferoksil radikaline (a-TO®) donisiir.
Bu radikal daha sonra bagka radikallerle birlegerek non-
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radikal driinlerin olugmasina neden olur. Gorevini
tamamladiktan sonra glukuronik asit ile konjuge edilerek
safraya atilir. Tekrar kullanilamaz, bu nedenle digsaridan
alinmasi gerekir.

Baz1 ¢aligmalarda yiiksek oksidan/LDL oraninda
a-TOHun  peroksidasyon — baglatict  olabilecegi
belirtilmistir. Ancak Esterbauer ve arkadaslar1, E vitamini
kullaniminda lipid peroksidasyonunun en diisiik seviyede
gerceklestigini gostermigtir (23,27,28).

2.8 HOMOSISTEIN

Homosistein, esansiyel bir aminoasit olan metiyoninin
metabolik bir riiniidiir. Metiyonin, oncelikle protein
sentezinde kullanilir ve sistein sentezi i¢in gerekli kiikiirt
kaynagini saglar. Viicuttaki en 6nemli metil vericisi olan
metiyonin, besinlerle alindiktan sonra ATP kullanilarak
S-adenozilmetiyonin (SAM)’e doniigiir. SAM yapisindaki
metil grubu, o©zel metil transferazlar aracihigiyla
uygun alicilara aktarihirken, homosistein ve adenozine
hidroliz olan S-adenozilhomosistein meydana gelir.
Homosistein, kolinin oksidasyonu sonucu olugan betain
gibi bilegiklerden metil grubu alarak tekrar metiyonine
dontigebilir.

Kanda toplam homosisteinin  %70-75’1 albiimine
bagli olarak bulunur. Homosistein metabolizmasinda
B6, B12 ve folat gibi vitaminler rol oynar (6,7,8).
Folat ve B12 varhginda homosistein remetile olarak
metiyonin  Uretimine  (rejenerasyon) katki  saglar.
Homosisteinden sistein olugumu i¢in ise serin ve B6
vitamini  gereklidir  (transiilfiirasyon). Homosistein
diizeyleri genetik ve nutrisyonel faktorlerle agiklanabilir.
Normalde idrarda bulunmaz. Ancak ti¢ farkli enzimatik
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basamaktaki defektler homosistinemi ve homosistiniiriye
neden olabilir. Homosistein metabolizmasinda gorevli
vitaminlerin (B6, Bl2, folik asit) eksiklikleri de
hiperhomosisteinemi ile iligkilidir. Bu durum genellikle
gocukluk ¢aginda kalitsal metabolik hastaliklarin  bir
belirtisi olarak ortaya ¢ikar.

Hiperhomosisteinemi {i¢ tipe ayrilmigtir:

+ Tip I (Klasik homosistinemi): Enzim eksikligi oto-
zomal resesif gegislidir. Goz bulgular1 6n plandadir.
Ayrica zeka geriligi, kemik deformiteleri ve trombo-
embolik olaylar goriilebilir.

+ Tip II homosistinemi: 5-metiltetrahidrofolat metilt-
ransferaz enziminin kofaktorii olan B12 vitamininin
cksikligi sonucu olugur. Bu enzim homosisteinin tek-
rar metiyonine doniisiimiinii katalizledigi i¢in eksikli-
gi durumunda homosistinemi geligir.

« Tip III homosistinemi: 5-metiltetrahidrofolat’in ya-
pimu igin gerekli olan 5,10-metilentetrahidrofolat re-
diiktaz enzim eksikligiyle iliskilidir. Konjenital enzim
eksikliklerine ek olarak, bu enzimlerin aktivitesi igin
gerekli olan B6 ve B12 eksiklikleri de eriskinlerde ho-
mosistein artigina neden olabilir.

2.8.1 HOMOSISTEIN VE ATEROSKLEROZ

Hiperhomosisteinemi,  vaskiiler — hastaliklar  igin
bagimsiz bir risk faktoriidiir. Ateroskleroza neden
olan homosistein artiginin  mekanizmas: tam olarak
aydinlatilamamug olsa da, yiiksek homosistein diizeylerinin
oksidatif stres araciigiyla endotelyal disfonksiyona
yol agtig1 ve bunun da ateroskleroz siirecini baglattig
diistiniilmektedir. Homosistein; trombosit fonksiyonlari
ve koagiilasyon faktorlerini etkileyerek endotelyal hasara
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neden olabilir. Yapilan in vitro ¢aligmalar, homosisteinin
endotel yanitinr nitrik oksidin antikoagiilan, antiplatelet
ve vazodilator etkisini baskilayarak ortaya cikardigini
gostermektedir (6,8,9).

2.8.2 TOTAL HOMOSISTEIN OLCUMU

Aterosklerozda ve B12, folat eksikliklerinde
total homosistein Olgiimii Onemli bir biyokimyasal
parametredir. Bu ol¢iim, sadece tan1 koymak amaciyla
degil, hastaligin takibi agisindan da 6nem tagir. Genellikle
total homosistein diizeyi tercih edilir. Bunun nedent,
homosisteinin ~ yaklagtk  %75’inin  albiimine  bagh
olmasidir. Serbest formu ise, oda sicakhiginda birkag saat
veya -20°C°de bir hafta beklediginde albiimine baglanarak
homosistein diizeylerinde degisiklige yol agar.

Kan alindiktan sonra, kan hiicreleri plazmaya
homosistein salmaya devam eder ve bu da her saat
%]10’luk yalanci artiga neden olur. Bu nedenle kan
alindiktan hemen sonra buzda sogutulmali ve 1 saat
icinde plazmadan ayrilmalidir. Ayrica, plazmaya 4 g/L
sodyum floriir eklenirse, kan hiicrelerinden homosistein
salinimi engellenebilir (9,10).

Olgﬁmde aminoasit kromatografisi, HPLC, gaz
kromatografisi gibi gesitli yontemler kullanilabilir. En
yaygimn yontem HPLC olmakla birlikte, son yillarda
floresan polarizasyon immiinoanalizi (FPIA) gibi 6n islem
gerektirmeyen, avantajli teknikler de yaygimnlagmaktadir.
Homosistein diizeyleri yasla birlikte degisiklik gosterebilir.

+ 70 yas alt1 bireylerde: 5-15 umol/L

+ 70 yas iistii bireylerde: 5-20 umol/L normal kabul
edilmektedir (29,30).



BOLUM 3

3.3 OLGU SECIMI

Caligmada ti¢ grup tanimlanmugtir:

1. Babalar Grubu (n=20): Dokuz Eyliil Universitesi
Kardiyoloji ~ Klinigi’nde  koroner  anjiyografi
sirasinda iki ve/veya daha fazla damarda %50°den
fazla tikamiklik saptanmug, yasi 40-55 arasinda
degisen bireylerden olusturulmustur.

2. Ogullar Grubu (n=20): Ilk gruptaki hastalarin 18-
35 yag arasi birinci derece erkek akrabalar1 (ogullari
veya erkek kardegleri) bu grubu olugturmustur.

3. Kontrol Grubu (n=18): 18-35 yas aras1 saglikl
erkekler arasindan segilmistir.

Tiim gruplarda; diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi,
kronik bobrek yetmezligi gibi hastaliklar olan bireyler;
sigara igenler; antioksidan veya lipid diigiiriicii ilag
kullananlar ¢aligma dig1 birakilmigtir.

33
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3.4 KIMYASAL ANALIZLER

3.4.1 LDL’nin Oksidasyona Duyarliliginin
Olgiilmesi

3.4.1.1 Kan Orneklerinin Almmasi

Hastalardan 12 saatlik aglik sonrasi venoz yolla alinan
kan 6rnekleri, final konsantrasyonu 5 mmol/L olacak
sekilde EDTA igeren cam tiiplere 5 mL olarak eklen-
di. (EDTA hem antioksidan hem de antikoagiilan

olarak kullanildi.)

Ornekler, 800 x g’de ve +4 °Cde 15 dakika santrifiij
edilerek ¢aliyma materyali olan plazma elde edildi ve
ayni1 giin analiz edildi.

3.4.1.2 VLDL ve LDL’nin Coktiiriilmesi

Apo B igeren lipoproteinleri izole etmek i¢in klasik bir
yontem uyguland (25):

500 uL plazma tizerine, 45 g/L sodyum fosfotungs-
tat (pH 7.6) ¢ozeltisinden 50 uLL ve 2 mol/L MgCl.
¢ozeltisinden 12.5 upL eklendi, ardindan karigim
vortexlendi.

Ornekler 2000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi.

Siipernatan atildi ve ¢Okelek ii¢ kez distile su ile
yikandi.

Son santrifiij sonrast Apo B tasiyan lipoproteinleri
igeren ¢oOkelek, 37 °Cde 1 mL 10 mmol/L sodyum
tfosfat ve 1 mol/L NaCl igeren tampon (pH 7.4) ile
¢oziildii.

Elde edilen 1 mL hacmindeki ¢ozelti, Apo B tagiyan
lipoproteinleri igeren galigma 6rnegi olarak kullanilds.



Elife Ozkan | Pmar Tuncel | 35

3.4.1.3 LDL’nin Oksidasyona Duyarilyjinim Konjuge
Dien Olgiimii ile Saptanmas:

* Oksidasyon oncesinde Orneklerde protein miktar:
Lowry yontemi ile 6lgtildii ve protein konsantrasyonu

0.1 mg/mL olacak sekilde diliie edildi (32).
+ Spektrofotometrenin sifir ayart 6rnek korii ile yapildi.

+ 500 uL 6rnege, final konsantrasyonu 50 umol/L ola-
cak sekilde CuSO4-5H-0 eklendi.

+ Ornegin absorbans degisimi 234 nm dalga boyunda
200 dakika boyunca takip edildi.

« Her ornek i¢in x-ekseninde zaman (dk), y-eksenin-
de absorbans olacak sekilde oksidasyon egrisi ¢izildi.
Egri lizerinde lag faz, ilerleme fazi ve sonlanma fazi
belirlendi.

3.4.1.4 Oksidasyon Fazlarimn Belivlenmesi ve Oksidasyon
Parametrelerinin Hesaplanmas

Lag faz siiresi: Oksidasyon egrisinde basglangi¢
noktasindan itibaren oksidasyonun ivme kazandigi
noktaya kadar olan bolgedir. Bu siirenin belirlenmesi igin
baslangictan ivme noktasina kadar en ¢ok noktadan gegen
bir dogru ¢izilir (a).

Ilerleme faz1: Oksidasyonun ivme kazandigi noktadan,
egrinin plato ¢izdigi noktaya kadar olan bolgedir. Bu
bolgeye teget bir dogru daha cizilir (b).

Sonlanma  fazi: Egrinin  diizlestigi  noktalar
birlestirilerek sonlanma faz1 belirlenir ve bir dogru (c)
gizilir.

Maksimum  oksidasyon  oram1  hesaplama:
Maksimum oksidasyon orani (umol/mg LDL protein)
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cdotpdk)=AADbsAtx33.8+0.1\text{Maksimum
oksidasyon orani (umol/mg LDL protein-dk)} = \
frac{\Delta \text{Abs}}{\Delta t} \times 33.8 \
div  0.IMaksimum  oksidasyon  oram1  (umol/
mg LDL protein\cdotpdk) =AtAAbsx33.8+0.1
Burada:

« AADs\Delta \text{Abs}AAbs, b ve ¢ dogrularinin kesi-
sim noktasindaki absorbans degeri ile a ve b dogrula-
rinin kesigim noktasi arasindaki farki temsil eder

+ At\Delta tAt, bu iki nokta arasindaki zaman farkidir
0.1, kullanilan protein miktarini1 (mg) temsil eder

Maksimum konjuge dien (CD)
konsantrasyonu hesaplama: Maksimum CD (nmol/
mL)=Maksimum absorbans — I'lk absorbans28000\

text{Maksimum CD (nmol/mL)} = \
frac{\text{ Maksimum absorbans — Tk
absorbans} } {28000 }Maksimum CD (nmol/

mL)=28000Maksimum absorbans — I"lk absorbans

Buradaki degerler, 500 uL 6rnek hacmine gore
hesaplanarak nmol/mL cinsine ¢evrildi.

Kullanilan Reaktifler:

B Reaktifi: %10’luk sodyum dodesil siilfat (SDS)
C Reaktifi: 1M NaOH Her biri 100 mL bidistile suda
c¢oziilerek hazirlanmugtir.

Caligma ¢ozeltisinin hazirlanis:

e 3 hacim A reaktifi

o ] hacim B reaktifi
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* 1 hacim C reaktifi Karistirlarak galigma ¢ozeltisi elde
edilmistir.

Folin-Ciocalteau Cozeltisi ve Protein Standartlar:

Folin ¢ozeltisi:

+ 2N Folin ¢ozeltisinden 10 mL alinarak 100 mL’ye
tamamlanmistir.

Protein standartlarmin hazirlanigi:

+ Bovin serum albiimini (BSA) ile 2 mg/mL kon-
santrasyonunda ~ stok  soliisyon  hazirlandi.
Bu stoktan su konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler
hazirlandu:

¢ 0.1 mg/mL
+ 0.25 mg/mL
+ 0.5 mg/mL
+ 1.0 mg/mL
+ 2.0 mg/mL

3.4.2 Protein Tayini

3.4.2.1 Prensibi

Iki degerlikli bakirin alkali ortamda proteinlerle
(Ozellikle aromatik aminoasitler olan tirozin ve
triptofan) etkilesimi sonucu olugan bakir-kompleksleri,
Folin-Ciocalteau reaktifi igerisindeki fosfomolibdik ve
tosfotungstik asitleri indirger. Bu indirgeme sonucunda
heteropolimolibdenyum bilegigi meydana gelir ve mavi
renkli bir kompleks olusur. Olusan rengin yogunlugu
spektrofotometrik olarak olgiilerek protein miktar: tayin
edilir (31,32).
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3.4.2.2 Kullamilan Cozeltilerin Hazirlams
A Reaktifi:

+ 0.24 M Sodyum karbonat (Na.CO:s)
+ 1.6 mM Bakur siilfat pentahidrat (CuSOs-5H:0)
* 0.7 mM Sodyum-potasyum tartarat

Bu ii¢ kimyasal madde tartildiktan sonra sirasiyla 260
mL, 20 mL ve 20 mL bidistile su ile ¢oziilerek A reaktifi
hazirlanir.

C Reaktifi:

* %10 sodyum dodesil siilfat (SDS)
« 1 M Sodyum hidroksit (NaOH)

Her bir1 100 mL bidistile suda ¢oziilerek ayri ayri
hazirlanir. Daha sonra ¢aligma ¢ozeltisi hazirlanmak tizere
kullanilacaktir.

3.4.2.3 Calisma Cozeltisinin Hazwrlanas

3 hacim A reaktifi

1 hacim B reaktifi

+ 1 hacim C reaktifi karigtirilarak ¢aliyma ¢ozeltisi elde
edilir.

3.4.2.4 Folin-Ciocaltean Cozeltisi

+ 2N Folin ¢ozeltisinden 10 mL almarak 100 mL’ye
tamamlanur.

3.4.2.5 Protein Standavdmun Hazirlams

Bovin serum alblimini (BSA) kullamilarak 2 mg/
mL konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlanir. Bu
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stoktan asagidaki konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler

hazirlanir:

0.1 mg/mL
0.25 mg/mL
0.5 mg/mL
1.0 mg/mL
2.0 mg/mL

3.4.2.6 Uygulama Basamaklar:

Ornek ve standart tiiplere 20 ul. 6rnek veya standart
¢ozeltisi eklenir.

Her tiipteki hacim bidistile su ile 800 ul’ye
tamamlanir.

Ardindan 800 uL ¢alisma reaktifi eklenir ve 15 dakika
bekletilir.

Kor o6rnek de ayni gekilde hazirlanir.
Her tiipe 200 uL Folin reaktifi eklenir.
Tiipler oda sicakliginda 45 dakika bekletilir.

Olugan mavi rengin absorbans: 750 nm dalga boyun-
da, kor ornege karst spektrofotometrede okunur.

Standart egri yardimiyla 6rneklerin protein konsant-
rasyonlar1 hesaplanur.

Her bir 6rnek ve standart tiipe 20 uLL 6rnek eklendi.
Hacim bidistile su ile 800 uL’ye tamamlandi.

Uzerine 800 ul. calisma reaktifi eklendi ve 15 dakika
bekletildi.

Kor 6rnek de ayni sekilde hazirland.
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200 pL Folin reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 45
dakika inkiibe edildi.

Olugan rengin absorbansi, 750 nm dalga boyunda,
kor ornege kars: olgiildii.

Standart egrisi yardimiyla 6rneklerin protein degerle-
ri hesaplandi.

3.4.3 FPIA (Fluorescence Polarization
Immunoassay)

Isik, elektriksel ve manyetik dalgalardan olusur ve
belirli bir diizlemde titresim gosteren polarize 151k,
bu yontemin temelini olugturur. FPIA teknigi, analit

konsantrasyonunu iki temel teknoloji ile belirler:

1. Kompetitif protein baglama

2. Floresan polarizasyon

3.4.3.1 FPIA Prensib:

Ortamda, florofor ile isaretlenmis ligand ve bu ligan-
da karg1 olugmuyg spesifik antikorlar bulunur.

Antikorlar, hem isaretli hem de o6rnekteki isaretsiz
analiti baglayabilir.
Ornekteki analit konsantrasyonu arttikea, igaretli ana-

litin antikora baglanmasi azalir.

Molekiiller sivi ortamda hareket eder ve bu hareket
molekiil bityiikliigiine baghdir. Serbest analit, komp-

leks olanlara gore daha hizli doner.

Polarize 151k sadece belirli diizlemde ilerler, bu neden-
le ol¢iilebilir.
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+ Biiyiik molekiiller (analit-antikor kompleksi), daha

yavag dondiigii i¢in vertikal diizlemde 151k yayar ve
dedektor tarafindan olgiliir.

3.4.3.2 FPIA Reaktanlar

+ Analite spesifik antikorlar

Floresan isaretli analit

Hasta serumundaki isaretsiz analit

3.4.3.3 FPIA Reaksiyon Siireci

Ornekte yiiksek analit konsantrasyonu varsa: Analit,
antikora baglanarak floresan igaretli analiti serbest
birakur.

Diisiik analit konsantrasyonunda, antikorlar esas ola-
rak floresan isaretli analit ile baglanir.

Polarize 1s1¢1n siddetindeki degisim, ornekteki analit
konsantrasyonu ile ters orantilidir:

Yiiksek analit: Daha ¢ok serbest floresan — daha az
polarize 151k

Diigiik analit: Daha fazla kompleks — daha fazla po-
larize 151k

3.4.3.4 FPIA Optik Sistems

Isik kaynagt olarak tungsten halojen lamba kullanilir.

Uyarma filtresi 485 nm (mavi 151k) seger, bu floroforu
uyarir.

Florofor temel seviyeye donerken 525-550 nm (yesil
151k) yayar.

Bu 151k, photomultiplier tiip ile olgtiliir.
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Elde edilen polarizasyon degerleri, kalibrasyon eg-
rist ile kargilagtirilarak 6rnek analit konsantrasyonu
belirlenir.

3.4.3.5 Orneklerin Hazrlams

FPIA yontemi igin Ks-EDTA igeren tiiplere kan
alind.

Ornekler santrifiij asamasina kadar buzda saklandi.
+4 °Cde, 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Plazma -70 °C’de analiz edilene kadar saklandu.

Analizlerde Abbott 83-7772/R1 model cihaz
kullanildi.

3.4.4 HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography)

3.4.4.1 Kromatografi Tanum

Kromatografi, bir karigimdaki iki veya daha fazla

bileseni, bu bilesenlerin birbirine karigmayan iki faz

arasindaki farkli dagilmlarindan yararlanarak ayirma
yontemidir (33).

Temel bilesenler:

Mobil faz (hareketli faz): Analitin tagindig ¢oziicii
ortam

Sabit faz (stasyoner faz): Ayirmanin gergeklestigi
sabit kolon ortami
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3.4.4.2 Kromatografik Analizlerin Aywim
Mekanizmalarima Gove Sumflandiriimas:

Kromatografi  teknikleri, maddelerin ayiriminda

kullanilan  temel mekanizmalara gore su sekilde
siniflandirilir:

3.

1

iyon Degisim Kromatografisi (Ion-Exchange): Ayir-
ma, bilesiklerin iyonik yiiklerinin tiiriine (+/-) ve sa-
yisina gore gergeklesir.

Sterik Diglama Kromatografisi (Steric-Exclusion):
Molekiillerin biiytikliik farkina gore ayirma yapilir.

Afinit Kromatografisi (Aftinity): Spesifik biyokimya-
sal etkilesimlere (enzim-substrat, antijen-antikor, hor-
mon-reseptor gibi) dayanir. Ozellikle biiyiik molekiil-
ler ve proteinlerin saflagtiriimasinda kullanilir.

Adsorpsiyon Kromatografisi: Molekiillerin kat1 des-
tek materyali (adsorban) ile elektrostatik ve hidrojen
bag gibi etkilegimleri temel alinur.

Partisyon Kromatografisi: Coziinen molekiillerin
mobil ve sabit fazlar arasinda farkli ¢oziiniirliiklerine
dayali bir ayirim saglar.

4.4.3 Kromatografi Tiivlerine Gove Simflandwma
. Planar (Yiizeysel) Kromatografi:

Kagit kromatogratisi

Ince tabaka kromatografisi (TLC)

. Kolon Kromatografisi:

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
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3.4.4.4 HPLC Prensibi ve Kullanwm Alam

HPLC, ozellikle biiyiik molekiillii bilegiklerin ayrimi ve
kantitasyonunun saglandigi, biyolojik 6rnek analizlerinde
yaygin kullanilan, yiiksek bagarimli bir tekniktir (33).
“High Performance” (yiiksek performans) ifadesi, cihaz
ve kolon teknolojisindeki gelismislige isaret eder. HPLC,
yiiksek hiz ve hassasiyetle kompleks bilegiklerin ayrimini
saglayarak, diger tekniklere gore iistiin rezoliisyon sunar.

Farkli kolon materyalleri  kullanilarak  gesitli
kromatografik mekanizmalarla analiz yapilabilir. HPLC
sisteminde analiz, siirekli akig halinde olan mobil fazin
kolondaki sabit faz (stasyoner faz) ile etkilegimi {izerinden
yuriitilir.

HPLC Cihazinin Bilegenleri

1. Solvent Rezervuari: Mobil fazin bulundugu cam
kaptir.

2. Pompa: Mobil fazi rezervuardan alarak kolona
ve dedektore iletir. Gelismis pompalar, sabit ve
pulsasyonsuz akis saglayarak dedektor hassasiyetini
artirir.

o Izokratik Ayirim: Mobil faz bilesimi sabittir.

o Gradient Ayirimi: Mobil faz bilesimi iglem
stiresince degisir. Birden fazla pompaile saglanir.

3. Enjektor: Ornek sisteme enjekte edilir. En sik
kullanilan “loop” enjektorlerdir.

4. Kolon: Celikten yapilmiganalitik kolonlar kullanilir.
Caplart genellikle 2-5 mm, uzunluklar1 50-300
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mm’dir. Kolonlar, mikropartikiil boyutundaki
silika bazl dolgu materyalleri ile doldurulur.

5. Dedektor: Eliie olan bilegenleri tespit eder. En
stk UV-Vis dedektorler kullanilir. Optik sinyaller
voltaj degisimlerine doniigtiiriilerek kromatogram
olugturulur.

Kolon Teknolojisi ve Ayirim Mekanizmasi

Ornek enjektorle sisteme verildikten sonra mobil
fazla birlikte kolondan gegirilir. Kolon i¢indeki sabit
faza kimyasal olarak baglanmig fonksiyonel gruplar ile
ornek bilegenleri arasinda hidrojen bagi, dipol-dipol
etkilesimleri ve elektrostatik kuvvetlerle ayirim saglanir.
Kolondan eliie olan bilegenler dedektor tarafindan tespit
edilir.

Dedektor Tipleri ve Ozellikleri

+ UV-Vis Dedektor: 190-750 nm araliginda galigir.
Protein, enzim (katalaz, iireaz, peroksidaz), hemog-
lobin, aminoasitler, fosfolipidler, steroid hormonlar
ve bu ¢aligmada kullanilan tokoferol ile A vitamini ta-
yininde uygundur.

« Floresan Dedektor: Ornek bileseni, UV 1g1g1n1 ab-
sorbe ettikten sonra emisyon yayar. Emisyon giddeti
photomultiplier tiip ile 6l¢iiliir. Optik dedektore gore
daha 6zgiil ve segicidir.

+ Refraktif Indeks Dedektorii: Ornek ve referans
hiicreler arasindaki refraktit indeks farkini olger.

* Elektrokimyasal Dedektor: Redoks reaksiyonlarina
dayali 6lgiim yapar.
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Kromatografik Verilerin Degerlendirilmesi

+ Retansiyon Zamant: Ornegin enjeksiyonundan pik
maksimumuna kadar gegen siiredir.

* Rezoliisyon: Ayirma derecesi olarak tanimlanir. Re-
tansiyon farklarinin ortalama bant genigligine oran
ile hesaplanir.

+ Kapasite Faktorii (K’): Duragan fazdaki soliit kitle-
sinin, mobil fazdakine oranidir. Optimal deger: 2-6

« Selektivite Faktorii (a): Iki bilesenin kapasite faktor-
leri orani ile belirlenir. Pik ayriminin goreli 6lgistidiir.

+ Kolon Performansini Etkileyen Faktorler:
o Dolgu materyalinin partikiil ¢ap1
o Mobil faz akis hizi
o Kolon sicaklig
o Solventin viskozitesi

Ornekler ve Analiz Ozellikleri

Apo B igeren lipoproteinlerin yapisinda bulunan E
ve A vitamini konsantrasyonlarinin analizinde HPLC
yontemi kullanilmigtir. Analizler Shimadzu LC-6A model
HPLC cihaz ile gergeklestirilmigtir.

Kullanilan analiz parametreleri ve kogullar agagidaki

gibidir:
* Mobil faz bilesimi:
o %70 asetonitril

o %20 diklorometan
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o %10 metanol

Mobil faz akis hizi:
o E vitamini i¢in: 1 mL/dk

o A vitamini i¢in: 0.5 mL/dk

Kolon ozellikleri:
o Uzunluk: 15 cm
o Cap: 4.6 mm
o Kolon tipi: C18
* Dalga boylar::
o a-tokoferol i¢in: 291 nm
o P-karoten i¢in: 325 nm
* Standart ¢ozeltiler:
o A vitamini: 2.5, 5, 10, 20 umol/L
o E vitamini: 0.875, 1.75, 3.5, 7.0 umol/L
Ekstraksiyon Basamaklari:

1. 200 uL ornek tizerine 200 uL etanol eklenip 5
saniye karigtirild.

2. Karisima 500 pL n-heksan eklenip 2 dakika vortex
ile karigtirildi.

3. 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatan alind: ve yeni tiipe aktarildi.
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5. Azot gaz1 altinda heksan uguruldu ve ¢okelek elde
edildi.

6. Cokelek igeren tiipe 200 uL etanol eklenerek 6rnek
¢oziildii ve ¢aliyma materyali hazirland.

3.4.5 Diger Analizler

3.4.5.1 Trigliserid Olgiim Yontemi

Trigliserid tayini, Hitachi 747-200 (Bochringer
Mannheim Co., Mannheim, Almanya) otoanalizorii ve
Sigma (St. Louis, ABD) kitikullanilarakgergeklestirilmistir.
Trigliseridlerin lipoprotein lipaz ile gliserol ve yag
asidine doniistiirtilmesini izleyen, gliserol kinaz, gliserol
tosfat oksidaz ve peroksidaz enzimlerinin katalizledigi
reaksiyonlarla ol¢lim enzimatik olarak yapilmugtir.

3.4.5.2 Kolesterol Olgiim Yontemi

Toplam kolesterol tayini yine Hitachi 747-200
otoanalizoriinde, Sigma kiti ile ger¢eklestirilmistir.
Olgiim;  kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz ve
peroksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlara dayal
enzimatik yontemle yapilmugtir.

3.4.5.3 HDL-K Olgiim Yintemi

HDL kolesterol diizeyi, Beta-lipoprotein antikorlar1
kullanilarak  LDL  kolesterol =~ ve  silomikronlarla
kompleks  olustuktan sonra  siipernatanda  kalan
HDL  kolesteroliin  belirlenmesiyle  Olgiilmiistiir.
Kolesterol esteraz (CHE), kolesterol oksidaz (CO)
ve peroksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar
kullanilmugtir. Olgiimler Hitachi 747-200 otoanalizoriinde
Sigma kaiti ile yapilmistir.
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3.4.5.4 LDL-K Olgiim Yintemi

LDL kolesterol diizeyi Friedewald formiilii ile
hesaplanmustur:

LDL kolesterol=Toplam kolesterol—
(HDL kolesterol) —Trigliserid5\text{LDL
kolesterol} = \text{Toplam kolesterol} -  (\
textt{HDL kolesterol}) - \frac{\text{Trigliserid}}
{5}LDL kolesterol=Toplam kolesterol —

(HDL kolesterol) —5Trigliserid

3.4.5.5 Apo Al, Apo B, Lp(a) Olgiim Yontemi

Apolipoprotein Al, Apo B ve Lp(a) diizeyleri,
Beckman Array Protein System (Beckman Instruments,
Galway, Irlanda) nefelometrik analiz cihazi ve Beckman
kitleri kullanilarak olgiilmiigtiir.

Nefelometrik Yontemin Prensipleri

Siispansiyon ve emiilsiyonlar, tek yonli g1k
kaynagindan gelen 151n  demetini dagitir. Dagilim
miktar1; kolloidal taneciklerin konsantrasyonu, ¢ap1
ve molekiil agirligr ile dogru, kullanilan dalga boyu ile
ters orantilidir. Dalga boyu azaldik¢a sagilan 151k miktar
dordiincii kuvvetle artar.

Yiiksek duyarliliga sahip olan bu yontemde, ornekteki
partikiillerin sagtig1 151k miktar1, gelis eksenine dik olarak
yerlestirilen fotosel yardimiyla olgiiliir (34).

3.5 Istatistiksel Analizler

Segilen gruplar arasinda farkl istatistiksel testler
uygulanmugtir:
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« Babalar ve ogullar grubu arasinda karsilagtirma-
lar igin eglestirilmig Ornekler t-testi (paired samples
t-test),

» Kontrol ve ogullar grubu arasinda kargilagtirmalar
i¢in bagimsiz orneklem t-testi (independent samples
t-test) uygulanmigtir.

Analizler, SPSS for MS Windows 6.0 programi
kullanilarak yapilmustir.

Baba, Ogullar ve Kontrol Gruplarinin Bulgularnin
Karsilagtirilmasi

Homosistein Degerlerinin Karsilagtirilmasi

Ogullar ve babalarin  homosistein  diizeyleri
kargilagtirlldiginda, babalarin homosistein diizeylerinin
anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmustir (p = 0.000).

Ogullar ile kontrol grubu kargilagtirildiginda
ise homosistein diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p = 0.689).

Lag Faz Siirelerinin Degerlendirilmesi

Babalar ve ogullar grubu arasinda lag faz siireleri
kargilagtirldiginda, ogullarin lag faz siiresinin daha uzun
oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (p = 0.005).

Ogullar ve kontrol grubu arasindaki lag faz siirelerinde
ise anlamli bir fark tespit edilmemigtir (p = 0.145).
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Maksimum Oksidasyon Oranlarinin
Karsilastirilmasi

Babalar ve ogullar grubu arasinda dakikadaki
maksimum  oksidasyon oranlar1  kargilagtirildiginda,
babalarin degerlerinin ogullardan anlamli olarak daha
yiksek oldugu gortlmiistir (p = 0.026). Ogullarin
maksimum oksidasyon degerleri, kontrol grubuyla
kargilagtinldiginda da ogullar lehine anlamli yiikseklik
tespit edilmigtir (p = 0.017).

Maksimum CD Konsantrasyon Degerlerinin
Kargilagtirilmasi

Babalar ve ogullar grubu arasinda maksimum
konjuge dien (CD) konsantrasyonlar: kargilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamugtir (p =
0.607).

Ancak, ogullar ve kontrol grubu arasinda
yapilan degerlendirmede, ogullarin  maksimum CD
konsantrasyonlarinin anlaml gekilde yiiksek oldugu
belirlenmistir (p = 0.023).

Gruplar Arast LDL E Vitamini Igeriginin
Karsilagtirilmasi

Babalar ve ogullar grubu arasinda LDL E
vitamini igerikleri karsilagtirildiginda, anlamli bir fark
bulunmamustir (p = 0.618).

Benzer sekilde, ogullar ve kontrol grubu arasinda
da LDL E vitamini igerigi agisindan anlamli fark tespit
edilmemigtir (p = 0.244).
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Gruplar Aras1 LDL A Vitamini Igeriginin
Karsilagtirilmasi

Babalar ve ogullar grubu arasinda LDL A vitamini
igerikleri agisindan yapilan kargilagtirmada, anlamh bir
tark saptanmamugtir (p = 0.500).

Ogullar ile kontrol grubu arasinda da anlaml fark
bulunmamigtir, ancak degerler smirda anlamlihga

yaklagmistir (p = 0.058).



BOLUM 4

4. Tartigma ve Sonug

Oksijen, yagamsal 6neme sahip bir molekiil olmasina
karsin, yapisinda eslesmemis elektron tagimasi nedeniyle
diradikal ozelligi gosterir. Bu Ozellik, bazilar1 serbest
radikal niteligi tagiyan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna neden olmaktadir. Olusan bu radikaller,
hiicre organellerinde lipid peroksidasyonuna yol agarak
hiicresel yapilarda ve fonksiyonlarda bozulmalara neden
olur.Organizmada hem endojen hem de eksojen kaynakl
olarak olusan serbest radikallere karsi, ¢esitli antioksidan
savunma sistemleri geligmistir. Fizyolojik kogullarda
oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bir denge s6z
konusudur. Bu dengenin bozulmast, 6zellikle koroner kalp
hastahigina (KKH) neden olan ateroskleroz gibi kronik
hastaliklarin geligimini kolaylastirir. Aterosklerozun temel
nedenlerinden biri, diigiik yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu, radikal
aracih bir zincir reaksiyon mekanizmasidir. Bu siireg,
doymamug yag asitlerinin peroksidasyonu ile ii¢ temel
agamada (baglatma, ilerleme ve sonlanma) ilerler ve

53
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sitotoksik bilegiklerin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon
triinleri biyolojik membranlarda yaygin hale geldiginde,
hiicre biitiinligii ve fonksiyonlari bozulur (1). Serbest
radikallerin bu etkisi LDL partikiilleri {izerinde de
gozlenir. LDL’nin yapisinda bulunan ¢oklu doymamug
yag asitleri, benzer gekilde oksidasyona ugrar. Okside
LDL’nin ateroskleroz gelisiminde 6nemli rol oynadigy,
hem klinik hem de deneysel ¢aligmalarla gosterilmigtir
(1,3,4).

Aterosklerozun erken evrelerinde, koptik hiicre
olusumu ve yagh ¢izgilerin geligimi siirecine dair yapilan
in vitro ve in vivo g¢aliymalarda ortak goriig birligine
ulagilmigtir (26). Daniel Steinberg ve arkadaglari, bu
stirete meydana gelen olaylar1 sirastyla su  sekilde
tanimlamuglardir: hiicre biiyiimesi, ekstraseliiler matriks
degisiklikleri, hiicre migrasyonu, hiicre Olimii ve
nekroz. Bu patolojik siiregler sonunda olugan kompleks
yapi, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilegimleriyle
gesitli sitokin ve biiylime faktorlerinin salinimina neden
olur. Bu olaylar zincirini tetikleyen temel unsur, native
LDL’nin oksidatit modifikasyona ugramasidir. Okside
LDL, makrofajlarda bulunan spesifik reseptorlere
(scavenger reseptorler) baglanarak hiicre ig¢ine alinir.
Bu siiregte, hiicre i¢i LDL, lizozomlarda pargalanarak
serbest kolesterol formuna doniigiir ve kolesterol
esteri halinde hiicre igerisinde birikerek kopiik hiicre
formasyonuna neden olur.Normal kogullarda, asetil-KoA
asetil transferaz (ACAT) enzimi, kolesteroliin esterleserek
hiicrede depolanmasini saglar. Patolojik durumlarda ise
bu enzim, 6zellikle aterosklerotik lezyonlardaki makrofaj
kokenli kopiik hiicrelerde kolesterol birikimini artirir.
Yapilan immunokimyasal ¢aligmalar, insan aterosklerotik
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lezyonlarinda ACAT ekspresyonunun belirgin bi¢imde
arttigini gostermistir (8,13).

Makrofaj yiizeyinde okside LDL’yi taniyan spesifik
reseptorlerin - varligi  gosterilmis ve bu  reseptorler
“scavenger” ya da “asetii LDL reseptorleri” olarak
adlandinlmigtir.  Okside LDL’nin  damar duvarinda
artmast, kolesterol birikimini ve makrofaj infiltrasyonunu
artirarak aterosklerotik siiregte belirgin bir ilerlemeye
neden olmaktadir. Dolayisiyla LDL kolesterol ile kopiik
hiicre olusumu arasindaki iligki netlesmis; endotel ve
makrofaj kaynakli sitokinler ile bu siirecin hizlandig:
ortaya konmustur (35,36).

Steinberg ve arkadaglari, deneysel modellerde in vivo
LDL oksidasyonuna dair ti¢ temel kanit 6ne stirmiiglerdir:

* Aterosklerotik lezyonlarda okside LDL varliginin
gosterilmesi,

+ Immunohistokimyasal yontemlerle okside LDL’ye
kars: gelisen antikorlarin gosterilmesi,

+ Dolagimda okside LDL antikorlarinin tespiti.

Bu in vivo ve in vitro veriler, aterosklerozun—ve
dolayisiyla  KKH’nin—olugumuna 11k tutan  6nemli
kanitlardir (4,8,15,20).

American College of Cardiology, 1995 yilinda
gerceklestirdigi  toplantida, yiiksek riskli  bireylerde
kardiyovaskiiler risk diizeylerine gore tedavi planlamasina
dayanan bir strateji olusturmustur. Bu kapsamda,
degistirilmesi miimkiin olmayan risk faktorleri arasinda
yer alan erken yagta KKH Oykiisii bulunan bireyler,
caliymamizin hedef grubunu olugturmustur (16).
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Ailevi kalp hastalign oykiisii, 55 yag alti baba veya
birinci derece erkek akrabada, ya da 65 yag alt1 anne
veya birinci derece kadin akrabada miyokard enfarktiisii
ya da ani kardiyak oliim varlig: olarak tanimlanmustir.
Bu tanim dogrultusunda olugturulan babalar grubu,
koroner anjiyografi ile KKH tanisi almig bireylerden
secilmigtir. Ogullar grubu, bu hastalarin birinci derece
erkek akrabalarindan olugurken; kontrol grubu, ogullar
grubu ile benzer yag araligindaki saglikli erkek bireylerden
olugturulmugstur (37).

Giiniimiize kadar koroner kalp hastalig (KKH)
olan hasta gruplarinda LDL oksidasyonu ile ilgili ¢ok
sayida caliyma yapilmustir. Bu ¢aligmalar, farkli LDL
oksidasyon ol¢tim yontemlerinin geligtirilmesine katki
saglamistir  (8,15,20). LDL oksidasyonu sirasinda
lipoprotein  partikiillerinin  hiicre disgt kompozisyonu
stirekli degisim halindedir. Bu nedenle, oksidasyon
stirecinin kinetigini degerlendirmek igin siirekli izlemeli
(kinetik) ol¢timler veya farkli zaman araliklarinda yapilan
analizler gereklidir. Esterbauer ve arkadaslari, LDL
oksidasyonunu degerlendiren in vitro yontemler arasinda
konjuge dien (CD) olglim yonteminin, oksidasyona
duyarlihigr yansitma agisindan in vivo kogullara en uygun
ve uygulanmasi en pratik yontem oldugunu belirtmistir
(23,25). CD olusumu, oksidasyon stirecinin kinetik
degisimlerini  degerlendirmede ve antioksidanlarin
koruyucu etkilerini belirlemede degerli bilgiler sunar.

Bu ¢aliymada, LDL’nin oksidasyona duyarhliginin
degerlendirilmesi amaciyla apo B igeren lipoproteinler
izole edilmig; in vitro kosullarda bakir stilfat (50 wmol/L
CuSO0.) ile inkiibe edilerek konjuge dien olusumu takip
edilmistir. Literatiirde, apo B igeren lipoproteinlerle
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yapilan  ¢aligmalarin  saf LDL  fraksiyonlariyla
kargilagtirldiginda, oksidasyon paternlerinin  oldukga
benzer oldugu gosterilmigtir. Bu nedenle, yontem siiresi
ve laboratuvar kosullarina uygunlugu agisindan bu
yaklagim tercih edilmistir.

Cahiymamizda, LDL’nin oksidasyona duyarliligin
degerlendiren lag faz siiresi, maksimum oksidasyon
orant ve maksimum CD konsantrasyonu parametreleri
incelenmigtir. KKH olan bireylerde bu parametreler
agisindan  farkli sonuglarin  elde edildigi ¢aligmalar
mevcuttur. Bunun olast nedenleri arasinda ¢aligma
gruplarinin heterojenligi ve yontem farkliliklar: sayilabilir.

Bu c¢aliymada babalar grubu ile ogullar grubu
kargilastirldiginda, babalarda lag faz siiresi daha kisa,
maksimum oksidasyon orani daha yiiksek bulunmustur.
Maksimum CD konsantrasyonu agisindan ise anlaml
fark gozlenmemigtir. Bu bulgular, yas ortalamasi
yiksek ve belirgin koroner hastaligi bulunan babalar
grubunda LDL’nin oksidasyona duyarhliginin arttigini
gostermektedir. Erken yagta miyokard infarktiisi gegirmig
35 birey tizerinde yapilan bir ¢aligmada da benzer gekilde,
koroner ateroskleroz derecesi ile lag faz siiresi arasinda
ve vag ile lag faz siiresi arasinda negatif korelasyon
saptanmugtir.  Ancak Karmansky ve arkadaglarinin
caliymasinda, benzer hasta grubunda kontrol grubuna
gore bu parametrelerde anlamli fark bulunmamugtir
(1). Bu ¢eliski, ¢aliygma gruplarnin heterojenligi,
ila¢ kullaniminin kontrol edilmemesi ve metodolojik
tarkliliklarla agiklanabilir.

Caliymamizda benzersiz olarak incelenen grup,
erken yagta KKH riski tagiyan bireylerin birinci derece
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erkek akrabalaridir. Ogullar grubu ile kontrol grubu
kargilagtirildiginda, lagfazsiireleribenzer,ancakmaksimum
oksidasyon orami ve maksimum CD konsantrasyonu
ogullarda anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu
durum, bu bireylerde LDL’nin oksidasyona karsi daha
duyarli oldugunu disiindiirmektedir. Her iki grupta
da LDL’nin E vitamini igerigi agisindan anlamli fark
saptanmamugtir. Bu bulgu, E vitamininin LDI’deki
konsantrasyonunun diger yagda ¢oziinen vitaminlere
gore oldukga yliksek olmasindan kaynaklanabilir (yaklagik
6:1 oraninda). E vitamini, A vitamini ve ubikinon ile
birlikte lag fazin olugumunda 6nemli rol oynar, radikalleri
temizleyerek LDL’nin okside olmasini geciktirir. Ancak
lag faz sonunda bu antioksidanlar tiiketildiginde, ilerleme
taz1 baglar ve LDL hizla okside olur (23,27,28).

The Cambridge Heart Antioxidant Study (CHAOS)
adli genis ol¢ekli bir ¢alismada, anjiyograti ile KKH tanisi
almig 2000°den fazla hastaya 400-800 IU/giin E vitamini
verilmis ve nonfatal miyokard infarktiisii oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmigtir. Ancak
bu ¢aligmada, LDL igerisindeki E vitamini diizeyinin
koruyucu faktor olarak 6nemli oldugu, fakat tek bagina
yeterli olmadig1 ve antioksidan etkinin bireyler arasinda
degiskenlik gosterebilecegi vurgulanmistir. 36 kisilik bir
alt grupta, bazal LDL E vitamini diizeyleri ile lag faz
stireleri arasindaki korelasyon katsayis1 diigiik (r = 0.145)
bulunmustur. Ayni bireylerde vitamin E replasmanindan
sonra bu korelasyon katsayisi r = 0.51% yiikselmis,
A vitamini ile birlikte verildiginde r = 0.60 diizeyine
ulagmugtir (23).

Caliymamizda ogullar ile kontrol grubu arasinda
LDL’nin E vitamini ve A vitamini igerikleri agisindan
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anlamh fark bulunmamustir. Bu, lag faz siirelerinin
benzerligini agiklayabilir. Ayrica her iki grupta Apo
B/LDL-K oranlart da benzer bulunmustur; bu
da LDL partikil biyiikligiiniin - benzer oldugunu
diisindiirmektedir. Ancak, lag faz sonrasi donemde
ogullar grubunda LDL daha hizli okside olmakta ve CD
diizeyleri kontrol grubuna gore belirgin sekilde daha
yiksek saptanmaktadir.

LDL’nin oksidasyona duyarliligini etkileyen faktorler
hilen netlik kazanmamugtir. Her ne kadar E vitamini
LDL igindeki temel antioksidan olarak bilinse de, bazi
caliymalarda lag faz siiresi ile E vitamini diizeyi arasinda
korelasyon gosterilememesi, bagka biyokimyasal ve yapisal
faktorlerin de etkili olabilecegini diigtindiirmektedir.
Bunlar arasinda:

« LDL’nin yag asidi igerigi ve kompozisyonu,

* Apo B proteinindeki yapisal ve konformasyonel
varyasyonlar,

* Apo B iizerindeki Cu?" baglayici alanlarin sayist ve
afinitesi gibi 6zellikler sayilabilir. Bu baglayici bolge-
lerdeki genetik farkliliklar, LDL’nin oksidasyona yat-
kinligini artirabilir.

Son yillarda aterosklerozun geligiminde bagimsiz
bir risk faktorii olarak homosistein de yogun sekilde
aragtirlmistir.  Homosisteinin, nitrik  oksit  (NO«)
yapisini - bozarak arteriyel tonusun diizenlenmesini
engelledigi, antikoagiilan ve antiplatelet etkileri
azalttig1 ve bu yolla endotel hasarina neden oldugu ileri
stirilmektedir. Bu durum, trombosit agregasyonu ve
damar duvar biitiinliigliniin bozulmas: ile sonuglanir.
Ayrica homosistein diizeyindeki artigin  yagsa bagh



60 | Erken Yas Kovoner Kalp Hastalypn Tams: Olan Hastalarda LDL Oksidasyon...

olarak da yiikseldigi goéz Oniinde bulundurularak,
degerlendirmelerin  yag uyumlu yapilmasi gerektigi
belirtilmektedir (5,7,19).

Caliygmamizda ii¢ grup arasinda plazma homosistein
diizeyleri kargilastirldiginda, babalar grubunda anlamh
sekilde yiiksek diizeyler saptanmugtir. Ogullar ile kontrol
grubu arasinda ise anlamli fark bulunmamugtir. Bu durum,
aterosklerotik siirece ek olarak, homosistein diizeyindeki
artigin yagla iligkili olabilecegini de gostermektedir (7,19).

Sonug

Erken yasta koroner kalp hastaligi oykiisii bulunan
bireylerin olusturdugu yiiksek risk grubunda yapilan bu
¢aliymada; maksimum oksidasyon orani ve maksimum
konjuge dien konsantrasyonu, kontrol grubuna kiyasla
anlamh gekilde yiiksek bulunmugtur. Bu bulgular, bu
bireylerde LDL’nin oksidasyona karg1 artmug duyarliligina
isaret etmektedir.

Bu bireyler, genel popiilasyona gore daha yiiksek
KKH riski tagimaktadir. Bu nedenle, bu bireylerin
erken yagta taranmasi, yagam tarzi degisiklikleri ve
koruyucu 6nlemlerle izlenmesi; koroner arter hastaliginin
ilerlemesini yavaglatabilir, hatta 6nlenebilir. Bu yaklagim,
hem birey sagligi hem de saglik sistemine olan ekonomik
yikiin azaltilmasi agisindan 6nemlidir.
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