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: ABC casette transporter reseptor protein 1
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kolesterol, trigliserit, kolesterol esteri ve fosfolipidler

2.1.Lipoproteinler

2. GENEL BILGILER

Lipidlerin sulu ortamdaki ¢oziiniirliikleri son derece diisiik oldugundan plazmadaki

lipoproteinler tarafindan taginr.

Elektrofotretik hareketliliklerine, lipid ve apoliporotein igeriklerine ve yogunluklarina gére
smiflandirmada 6 lipoprotein tammlanmgtir.
e Silomikronlar ($M)
e (Cok diigiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL)
e Diigiik yogunluklu lipoproteinler (LDL)

e Ara yogunluklu lipoproteinler (IDL)

¢ Yiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) ve
e Lipoprotein (a) [Lp(a)]

Lipoproteinlerin protein igerigini baglica apolipoproteinler (apoprotein) ve enzimler

meydana getirir, Apolipoproteinler genis bir simf olusturmaktadirlar ve reseptor ligandindan
enzim aktivatorliigline kadar cesitli gorevlerden sorumludurlar. Genel bir lipoprotein
molekiiliiniin yapisi, digta bir fosfolipid tabakasi, bu tabaka arasinda yerlesmis serbest
kolesterol, ve bu tabakayr g¢evreleyen apoporoteinlerden ibarettir. Kiiresel yapinin
¢ekirdeginde ise apolar lipidler yani trigliseritler ve kolesterol esterleri bulunur.

Tablo 1 : Lipoproteinler ve Genel Ozellikleri

Lipid ve protein (p)
Simfi fg(/)iglugu Cap: (nm) i‘ll:lta?sm:)n %g:erign SZ? TG FL Apolipoproteinleri
SM <0.95 75-200(0) <400 1-2 4 18 |8 B438,ALAIV,
VLDL | 0.95-1.006 30-80(prep) | 20-400 8 23 |55 |15 B100,E,CLCILCII
IDL 1.006-1.019 | 25-35(B) 12-20 10 35 |28 |26 B100, E
LDL 1.019-1.063 | 18-25 (B) 0-12 18 65 {8 |13 B160
HDL 1.063-1.210 | 5-12 (o) 50 25 |5 |20 ALAILCLCILCIL E
Lp(a) 1.055-1.085 | 15-20 21 66 {8 |26 apo(a), B100

TK :Total kolesterol, TG : Trigliserit, FL : fosfolipid




2.1.1. Silomikronlar (SM) :

Cap1 en biiyiik ve trigliserit igerigi en fazla olan lipoproteindir. Genel olarak kisa
Omiirliidiirler. Lipoprotein lipazin (LPL) trigliseritleri hidrolizine bagh olarak meydana gelen
SM kalintilar, kolesterol esteri igerigi bakimmdan daha zengindir. Lenf dolagim {izerinden
sistemik dolagima ve Kkaracifere gelerek katabolize edilir. Barsaklarda sentez edilen $M’lar
12 saatlik bir aghiktan sonra dolagimda bulunmazlar.

2.1.2. Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL) :

Karacigerde sentezlenerek dolagima verilen VLDL’nin trigliserit igerifi, dolasgimda
LPL, ve hepatik lipaz (HTGL) enzimlerince hidrolize edilerek kolesterol esterlerinden zengin
VLDL kalintilar1 olusur. VLDL bu enzimatik reaksiyonlar sonucunda ara yogunluklu
lipoproteinlere (IDL) doniigiir.

2.1.3. Ara Yogunluklu Lipoproteinler (IDL) :

VLDL’nin %50 veya daha fazlas: lipolitik enzimlerce IDL’ye doniistiiriiliir. Normal
kosullarda plazmada diiglik konsantrasyonlarda bulunur. Lipoliz sonucu trigliserit bakimindan
fakirlesir.

2.1.4. Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDL) :

Plazmanin baglica kolesterol tagiyici molekiiliidiir. Plazma kolesteroliiniin yaklagik
%60-70’i LDL’de bulunmaktadir. Eser miktarda apoE diginda protein igeriginin %95°ni
apoB100 olugturur. LDL’nin hemen hemen tlimii VLDL’nin lipolizi sonucunda olusur.
Yapisindaki fosfolipid ve ¢oklu doymamus yag asidi igerigi bakimindan oksidasyona
duyarhdir. En kii¢iik ve en yogun LDL oksidasyona kargi en hassas tiirlidiir ve aterojenik bir
molekiil olarak bilinir.

2.1.5. Lipoprotein(a) :

Lipid bilegimi bakimmndan LDL’ye benzeyen Lp(a), apo(a) denen 514 kD agirhginda
yiiksek glikolize bir protein igerir. Serum Lp(a) diizeyinin yasa bagh olarak degigmedigi tespit
edilmigtir. Aterojenik bir lipoprotein olup intimada aterosklerotik plak olusumunda rolii
oldugu bilinmektedir.

2.1.6.Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL) :

Yitksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) benzer molekiill yogunluklar
(1.063<d<1.21g/mL) ve hacimleri (5-17 nm ¢ap) ile karakterize edilen serum lipoprotein
fraksiyonlaridir. Igerigindeki baglica protein Apo Al’dir. Apo Al ilk tanimlanan ve karakterize
edilen apolipoproteinlerden biridir. Protein igeriginin yaklagik %70°ni olusturan Apo A I'i
%20 oraninda apoA II izler. Bunlara ek olarak apo AIV, apo J (clusterin), paraoksonaz
(PON), haptoglobulin, lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT) gibi gesitli proteinler de HDL



ile iliskilidir. HDL’nin ateroskleroza karg1 koruyucu role sahip oldugu bilinmektedir ve bu
proteinlerin HDL nin fonksiyonlarmda 6nemli rolleri vardir (5 )

HDL’nin bashca sentezi karaciger ve barsak kaynaklhidir. Bununla birlikte dolasimda
da apo AI kaynakh sentezi gerceklesebilir. Yeni sentezlenen HDL , apo Al proteini ve bunun
etrafin1 cevreledigi az miktardaki fosfolipitten ibarettir. Disk bigimli bu yap1 pref HDL
olarak adlandirilir. Yeni sentezlenen HDL nin kolesterol afinitesi yiiksektir.

Sekil 1 : HDL’nin 6ncil yapisinda Apo
Al ile fosfolipid ikili tabakasin
durumunu  gosteren iki model. ikili
Fosfolipid tabakasi tarafindan
bigimlendirilen diskte (kemer modeli),
3 \ Apo AT'in amfipatik o helikal domainleri
E- fosfolipid  agil  zincirlerine  paralel
LJ yerlesimlidir Kugiik diskoidal yapida tim
1 heliksler bu yerlesimi gostermez ve buna
bagli olarak lipid etkilesimleri zayif
olurken (A), daha genis disklerde Apo
Al’in tim domainleri lipidlerle etkilesim
halindedir(6 ).

HDL dolagimda ekstrahepatik dokulardan serbest kolesterol ve fosfolipid alir disk
bigimli yapidan kiiresellegen bir yapiya doniisiir. Almis oldugu kolesterol, lesitin kolesterol
acil transferaz (LCAT) enzimince esterlestirilir. Dolagimdaki etkilesim sirasinda kolesterolii
ihtiyac1 olan diger dokulara gotiiriir. Ters yonde kolesterol tasiimi denen bu yolda ayni
zamanda apo CI, CII, CIII, ve apoE’nin de diger lipoproteinlere dagitimim yapar. Hepatik
lipaz, LPL kolesterol ester transfer protein (CETP), fosfolipid transfer protein (PLPT) gibi
enzimlerce lipid ve protein igerigi stirekli degistirilir. Bu igerik degisimi HDL alt simflarinin
olugmasina yol acar.

Yeni sentezlenen oncti HDL (pref HDL), fosfolipid, ester kolesterolii ve
apolipoprotein AIl katihimi ile HDL3’e doniigir. Enzimlerin etkisi ve lipid ve protein
ahgverisi ile HDL, olugur. Olgun HDL ise («HDL) kolesterol ester ve fosfolipid igerigi
zengin olup HDL’nin son basamagim olusturur ve zayif kolesterol alicisidir. Hidrofobik
kolesterol esteri ve trigliseridler gekirdekte yer alirken fosfolipidler ve serbest kolesterol
molekiiliin dig tarafinda agirlikli olarak bulunur (sekil 2).



Kolesterol esteri

Fosfolipid

tabakasi Apo Al

Seibest kolesterol

Sekil 2 : Olgun HDL (o HDL)
Hidrofobik kolesterol esteri ve trigliseridler ¢ekirdekte yer alirken fosfolipidler ve serbest

kolesterol molekiiliin dig tarafinda agirlikli olarak bulunur ( 7).

2.1.7. Apolipoproteinler (Apoproteinler)

Lipoproteinlerin ~ yapismnda bulunan apolipoproteinler, lipoproteinlerin yapisal
sekillerinin olusturulmasi, degisik hiicre yiizey respetorlerine veya enzimlere baglanmasini
saglayan reseptor ligandi, ve/veya enzim aktivatorii olarak fonksiyon goriirler. Molekiil
biiyiikliikleri gok farkli olabilir. Apo Al, A IV ve apo B 48 disinda diger tiim apoproteinler
karaciger kaynakhdir. Lipoproteinler birden fazla apoprotein igerebilirler.

Apo Al HDL ile birlikte anti aterojenik kabul edilir. Apo B100 LDL’nin yapisal
proteini olup LDL oksidasyonunda hedef molekiillerden biridir. Apo ATV HDL nin kolesterol
transportunda rol oynar. Apo C II LPL kofaktérii, apo E ise LDL ve $M kalint1 reseptor
ligand1 ve lokal lipid dagihminda fonksiyon yapar. Lipoprotein metabolizmas: sekil 3’°de
Ozetlenmistir.
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Sekil 3: Lipoprotein metabolizmasinin ozeti

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidan Sistemler

Okside ajanlarin baginda serbest radikal denen ve iizerinde eslenmemis elektron
tagtyan atom veya molekiiller gelmektedir. Bu tamma en fazla reaktif oksijen tiirleri
uymaktadir. Siiperoksid ( ‘O") ve hidroksi radikali (OH) en kuvvetli serbest radikaller olarak
bilinirler. Demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi bazi gegis metal iyonlar1 da serbest radikal olabilir.
Serbest radikaller yalnizca lipidleri okside etmekle kalmayip aym1 zamanda proteinler,
karbonhidratlar ve DNA {izerinde de hasara yol agarlar. Proteinlerin peptid baglarinin
hidrolizi, disiilfid bag1 olusumu ve ¢apraz baglanma ile ii¢ boyutlu yapisim boyutlu yapilarimni
ve dolayisi ile fonksiyonlarm degistirirler. DNA iizerindeki hasar1 ise mutasyon olugturmak
sureti ile gergeklesir .

Serbest radikallerin viicutta gok genis bir etki alami vardir . Akciger ve solunum
sistemi (kistik fibroz), kalp ve kardiyovaskiiler sistem ( ateroskleroz), barsaklar (Croh’n
hastali1), karaciger (hepatit, sentez bozukluklar1), pankreas (diabet), testisler (infertilite),
genel viicut sistemleri (immiin yetmezlik) serbest radikallerin rol aldig1 patolojik olaylardur.



Serbest radikallerin  koroner arter hastahindaki baglica etkileri lipid
peroksidasyonudur. Ozellikle goklu doymamus yag asitleri (PUFA) reaktif oksijen tiirlerinin
baglica hedefidir (8-10).

Tablo 2 : Baz1 Oksidan ve Antioksidanlar (10,11).
"OKSIDAN  ANTIOKSiDAN

Reaktif oksijen turevleri

" Intraseliler Antioksidanlar

Siiperoksit radikali (O') Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Hidroksil radikali ((OH) Glutatyon rediiktaz
Hidrojen peroksit (H,O,) Katalaz
Azot dioksit (NO?) Siiperoksit dismutaz(SOD)
Eiipakdnrexnst. (HIDCH Membran Antioksidanlar
Bazi gegis metal iyonlar Vit E (o tokoferol)
Cu"\,Cu"?, Fe™ Vit A ( karoten)
Serbest radikal kaynag1 bazi enzimler likopen
Monoamin okZindzgz Koenzim Q
Ksantin oksidaz Ekstraseliiler Antioksidanlar
Siklooksijenaz Transferrin
P . Albumin
Serbest radikal kaynag bazi proteinler e
Hemoglobin Askorbik asit
Flavoproteinler Glukoz
PAF- AH

2.2.1. Lipid Peroksidasyonu

Lipoproteinlerin ve biyolojik membranlarin yapisinda bulunan goklu doymamis yag
asitleri ve kolesterol, gogunlukla biyolojik sistemlerin iiriinii olarak meydana gelen oksitleyici
ajanlarin tesirine maruz kalarak dogal (biyolojik olarak fonksiyonel) yapilarini kaybederler
ve lipid peroksitlerine doniistirler. Lipid peroksidasyonu enzim gerektirmeyen ve ileri
safhalarinda yeni serbest radikal olusumunu ve/veya ara lipid hidroperoksit iiriinlerinin
meydana gelmesi ile karakterizedir.

Lipid peroksidasyonunun baslangig asamasi bir PUFA’nin metilen karbon hidrojeninin
bir serbest radikalin saldirisi ile baslar (sekil4).

RH + OH —— L + H,O Baglangig reaksiyonu (L' Lipid radikali)



Bu agamadan sonra lipid radikalinde oksijen molekiiliiniin de etkisi ile yap:
farklilagmas1 olur ve bir molekiiler diizenleme gergeklesir (konjuge dien olusumu). Bu
reaksiyonun ilerleme fazina karsilik gelir.

L+ O, — 5 LOO" Ilerleme reaksiyonu (LOO" Lipid peroksil radikali)

Bu hali ile oksidan 6zellik kazanan lipid molekiilii, diger yag asitlerine etki ederek

lipid peroksitlerin olusumunu saglar (12,13).

* OH

\‘/ >< Sethest radikal etkisi
Poliansatiite yag asidi J/g H

NN

Lipid radikali R, ‘L

Molekiiler (konjuge dient
Dizenleme

02

Peroksll 1adikali Baska bii yag asidine
ROO) radikal etki gisterh
RO, + RH — Hidioperoksid + R.

YavaUD PN

Endoperoksid
Malondialdehit (MDA}

Sekil 4 : Lipid peroksidasyonu
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Monohidroperoksitlerden gekillenen zincirlerin kesimi sonucunda baghca iki grup
molekiil meydana gelir:

Hidrokarbonlar ve kisa zincirli aldehitler.

Daha az karakterize olmakla beraber epoksi iiriinler, alkoller ve keton gruplar olugur.
Yine ara iiriin olarak hidroksi aldehitler, dikarboksilik asitler meydana gelir.

Lipid peroksidasyonunu sonunda yan {irlin olarak malondialdehit (MDA),
4-hidroksinonenal (4 HNE) gibi son derece toksik molekiiller meydana gelir. MDA,
sitotoksisite, mutajenite, membran yikimi ve enzim modifikasyonuna yol agar. Son derece
reaktif bir aldehit olup proteinlerin serbest amino gruplari, dzellikle fosfolipidler ve niikleik
asidler ile reaksiyona girerek bu etkilerini gosterir. Doku hasarinn iyi bir belirteci olmasindan
dolay1 lipid peroksidasyonunun §lgiimiinde yaygin bigimde kullanlir (13, 14).

Yogun lipid peroksidasyonunun etkileri su sekilde siralanabilir:

- Membran akigkanliginda azalma olur

- Membran potansiyelinde azalma olur.

- Riiptiirden dolayz hiicre bilesenlerinin saliimi gergeklesir.

- Toksik peroksit son iiriinleri meydana gelir.

- Doku hasarindan dolay1 antioksidanlar hiicre digina sizar (15 ).

2.2.2.0ksidan Antioksidan Denge

Oksijenli solunum yapan organizmalarda metabolizmanin bir sonucu olarak serbest
radikaller denen reaktif atom veya bilesikler meydana gelir. Normal metabolizmada
cogunlukla yikic1 etkilere sahip olan bu radikallerin bertaraf edilmesi igin antioksidan
savunma sistemleri mevcuttur. Hiicre iginde olusan detoksifikasyon islemleri genellikle
enzimler tarafindan gerceklestirilir. Siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz (GSH) bu enzimlerden bazilaridir. Antioksidan sistemin enzimatik olmayan
kismuni ise bazi vitaminler (Vit E, Vit C ), ferritin, transferin ve haptoglobulin gibi spesifik
proteinler olusturur. Normal sartlarda antioksidan ve oksidan sistem arasinda bir denge vardur.
Bazi durumlarda oksidatif stresin artmasi dengenin oksidan tarafa kaymasma yol agar. Bu
durum antioksidan sistemin yetersiz olmasi ya da oksidan Ozelligin artmasi sebebiyle
meydana gelebilir (14).



11

2.2.3. LDL Oksidasyonu

LDL oksidasyonunun, LDL’nin yapisinda bulunan PUFA’larin serbest radikaller
tarafindan oksidasyona ugratilmasi ile meydana gelmektedir. Antioksidan sistemin etkin
olmasmdan dolay1 dolasimda LDL oksidasyonunun ¢ok az olustugu ve derhal ortamdan
uzaklastirildig1 kabul edilir. Oksidasyon sonucunda meydana gelen okside LDL (oLDL),
farkli molekiiler yapiya ve fizyolojik 6zelliklere sahiptir.

LDL oksidasyonun baglamas ile ilgili gesitli mekanizmalar ortaya konmugtur. Bunlar

-Hiicrelerden serbest radikal saliimi

-Hiicre membraninda olugan lipid peroksidlerin LDL’ye transferi

-Metal iyonlarinin katalizledigi lipid peroksidasyonu

-Membrana bagh enzimlerin LDL’ye dogrudan etkisi seklinde siralanabilir.

LDL oksidasyonunda etkili olan bazi faktérler vardwr. Substrat ozelligi, ortamun
antioksidan igerigi ve partikiil bilyiikligii LDL’nin ozelliklerine bagh faktorlerdir.
Fosfolipidler PUFA bakimindan zengin olup oksidasyona hassastirlar. LDL’nin fosfolipid
igerigi 6zellikle fosfatidilkolin (PC) bakimindan zengindir. PC’de daha ¢ok palmitat (18:1),
linoleat (18:2) ve aragidonat (20:4) bulunmaktadir. PUFA’larin  oksidasyona yatkinligi
LDL’nin de oksidasyonunu kolaylagtirmaktadir (14-16).

LDL’nin antioksidan igeriginin azalmasi oksidan etkiye zaafi arttirrr. Cogunlukla,
o tokoferol, likopen, ubiginol-10 gibi antioksidanlarin oksidan g¢evrede ¢abuk big¢imde
tiiketilmesi ile lipid peroksidasyonu baslar. Kiigiik ve yogun LDL alt simiflarinin oksidasyona
daha duyarl olduklar1 gosterilmigtir.

LDL’nin oksidasyonunda kendi ozellikleri diginda etkili olan diger faktorler arasinda,
hiicresel prooksidan kapasitede degisiklikler, ekstraseliiler ortamda artmig metal iyonlar:
konsantrasyonu, ekstraseliiler antioksidan konsantrasyonu, HDL konsantrasyonu ve LDL’nin

subendotelyal blgede bulunma siiresi olarak siralanabilir.

2.2.3.1. LDL’nin Oksidasyon Mekanizmas:

LDL’nin antioksidansiz kalmas: ve serbest radikal saldirisina ugramasi ile oksidasyon
baglar. Lipid igerigindeki PUFA’lar  peroksidasyona ugrar. Meydana gelen lipid radikali
konjuge dien olugumu ile molekiiler degigim gdsterir. Oksijen molekiilii ile reaksiyona girerek

lipid peroksil radikali meydana gelir. Bunu lipid hidropreksidlerinin olusumu takip eder ve



12

sonugta aldehitler, hidrokarbonlar ve hidroperoksitler meydana gelir. LDL’nin yapisindaki
ApoB100 ise 6zellikle MDA’ nin etkisi ile ii¢ boyutlu yapisim kaybeder ve kiigiik pargalara
ayrilir. MDA apoB100’iin lizin molekiilleri ile hizh bir sekilde reaksiyona girer. Pozitif yiiklii
lizin molekiilleri, negatif yiiklii MDA ile schiff bazi tepkimesini verir. ApoB100’iin bu lizin
kalintilar, dogal LDL’nin reseptor aracilikli endositozunda 6nemli role sahiptir. Modifiye
olmus LDL &zellikle makrofajlar tarafindan ¢opeii (scavenger) reseptorleri araciligi ile alinir.
Ancak oLDL bu sekli ile normal metabolizmasim gostermez ve makrofajlarca metabolize
edilemez. ( 16), (sekil 5).

Dogal LDL
Serbest radikaller

Sit p45¢

metal ivonlan >
siklook sijenaziar

endotel hiic tiriinleri /

Lipoperoksid olugumu

Konjuge dien olugumu

Bilegimin degismesi

Reakiif alidehit ve keton olusumu

l

Aldehitlerin fosfolipid ve apoB100
iizetine etkisi

LDL reseptorii yetine scavengel
reseptérce taninma

Sekil 5 : LDL oksidasyonunun basamaklari (17)
2.2.3.2. oLDL Sekilleri
LDL’nin oksidasyon derecesine bagl olarak tiplendirmeleri yapilmugtir.

Dogal LDL, yapisinda lipid peroksit ve aldehit icermez. LDL reseptorleri araciligi ile

temizlenir.
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Hafif Modifive LDL (MM LDL), biyolojik olarak fonksiyoneldir ancak PUFA ve
antioksidan igerigi azalmugtir. Lipid hidroperoksit olusumunun baglangi¢ evresindedir.

Orta derecede okside LDL 'de PUFA ve antioksidan miktarlari iyice azalmig, apoB100
parcalanmis ve lizolesitinler olusmaya baglamugtir.

Ileri derecede oLDL’de ise antioksidanlar tikkenmis, aldehit ve ketonlar olugmustur.
LDL reseptorleri yerine Makrofajlar tarafindan ¢opeii reseptorlerce tammr ve dahil edilir.

oLDL yapisal oldugu kadar normal fizyolojik ozellikleri de degisir. Pek ¢ok hiicre
igin sitotoksik ozellik kazanmstir. Endotel hiicreleri ile etkilesimi sonunda Mitojenik
kemotaktik protein 1 (MCP-1), adhezyon molekiilleri monosit biiyiime faktorleri
aterosklerozda rol oynayan gibi pek gok biyoaktif faktoriin salimimini uyarir. Ayni zamanda
antijenik dzellik gosterir. Yapisindaki modifiye apoB100, lipid peroksidasyonu sonucu olusan
MDA ve 4-HNE hiimoral immun cevaba neden olur. Yapilan gesitli ¢alismalarda bu
molekiillerin epitoplarina karg: giiglii cevaplar veren antikorlar tespit edilmistir (18,19).

2.2.3.3. oLDL’nin Ateroskleroz’daki Rolii

Endotel disfonksiyonunun ateroskleroz baslangicinda 6nemli bir etken oldugu kabul
edilmektedir. Subendotelyal alanda LDL, endotel, diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin etkisi ile
oksidasyona ugrar. Endotel hiicrelerinin gesitli kemotaktik ve bilyiime faktdrlerini
salgilamasi, diiz kas hiicrelerinin tiyol oto oksidasyonu sonucu serbest radikaller iiretmesi ve
makrofajlarin interlokin salgilamasi ve intimada birikmesi LDL oksidasyonunu arttirir.
Okside LDL’nin intimada birikimi ve lipid peroksid iriinleri endotelden LDL alnimini
arttirr. oLDL makrofajlarin ¢opgii reseptorleri tarafindan aliir ancak metabolize edilemez ve
serbest ve ester kolesterolii birikir. Sonugta lipid igerigi zengin biiyiikk kopiik hiicreleri
olugmaya baglar. Arter duvar1 kalinlagir ve kolesterol seviyeleri patolojik degere ulagarak
aterom plaklar1 meydana gelir. Damar liimeni tikanir. Hidrolitik enzimlerin etkisi ile tromboz
geligebilir (20).
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2.3. Koroner Arter Hastahgi (KAH)

Koroner Arter Hastalig1 (sinonimleri, Koroner Kalp Hastaligi [KKH], Aterosklerotik
Kalp Hastahg: [ASKH]) biyiikk ve orta biiyiikliikteki miiskiiler arterleri tutan, yaygin bir
hastaliktir. Diinya’da 6liim nedenleri arasinda en 6nde gelmektedir. KAH Avrupa’da, 45 yas
tistii erkeklerde ve 65 yas iistii kadinlarda 6liim nedeni olarak birinci sirada yer almaktadir.
Son zamanlarda Bat1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde KAH mortalitesinde azalma
olmakla beraber mutlak 6liim oraninda bir azalma goériilmemistir.

Bu hastalik, baslica endotel disfonksiyonu, vaskiiler inflamasyon, ve damar duvarinin
intimas1 iginde lipid, kalsiyum ve  kolesteroliin yapilanmasi ile karakterizedir. Bu
yapilanmanin sonucunda lipid plaklarimin bigimlenmesi, vaskiiler remodeling, akut ve kronik
luminal obstruksiyon, kan akisinda anormallikler ve hedef organlarin oksijen miktarinda
azalma meydana gelebilir.

Konnektif doku
Elastik doku

Arter limeni
l Tunika intima
/ Endotel hiicreler

Tunika media ;

Tunika adventisiya
a W i

Sekil 6: Miiskiiler bir arterin yapisi. Liimeni gevreleyen en i¢ tabaka intimadir. Burada endotel
hiicreleri ve hemen altinda konnektif ve elastik doku elemanlar: uzamir. Daha altta tonustan
sorumlu diiz kas hiicreleri gelir (21).
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2.3.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz kardiyovaskiiler hastaliklarin baglica sebebidir. Arter duvarinda baslayip
liimenin bazen tamamen tikanmasi ile sonuglanabilen bir siireci igerir.  Aterosklerotik
hastaliklarin altinda yatan asil neden aterom plaginin olusumudur. Aterom plaklar, genel
olarak yagl fibroz lezyonlar: ile es tutulur. Bu lezyonlarn olusumunda pek ¢ok risk
faktoriiniin etkili oldugu bilinmektedir. Hiperkolesterolemi, hipertansiyon, diabetes mellitus
ve sigara igimi bu risk faktorlerinin baginda gelmektedir. Yas ve cinsiyet gibi bireysel
ozelliklerin de aterosklerozda belirgin etkileri oldugu gosterilmistir.

Son zamanlarda yapilan galigmalar, aterom plaklarinin sadece yag ve fibr6z doku
kaynakli olup, zaman iginde yavag bigimde ilerleyerek liimende degisikler yaptig1 goriisiiniin
gegersiz oldugunu ortaya koymugtur. Aterom plak olusumunun son derece karmagik ve
birbirleri ile iligkili olabilen mekanizmalara sahip oldugu gdsterilmistir (22).

2.3.1.1. Etyopatogenez :

Aterogenezde rol oynayan hiicreler endotel, diiz kas hiicreleri ve makrofajlar olarak
siralamir. Etyopatogenezi agiklamaya yonelik hipotezlerin hepsinde bu ii¢ hiicrenin rolii
goriiliir.

Vaskiiler endotel hiicreleri yapisal olarak basit, ancak fonksiyonel olarak olduk¢a
islevseldir. Hemostaz igerisinde fibrinoliz, kan basincinin ayarlanmasi, inflamasyon,
lipoprotein metabolizmas: ve anjiogenez gibi biyolojik siireglerin belirli dengeler igerisinde
gergeklesmesini saglar. Arter duvarmin ilk tabakasim teskil eder. Tek kath ince bir tabaka
halinde bulunur. Endotel hiicreleri ayn1 zamanda aterogenezde rol oynadig: diisiiniilen ¢ok
sayida maddenin ve bag doku elemaninin sentezini de gergeklestirir. Prostaglandin I, (PGL),
pletelet tiirevli biiylime faktorii (PDGF), interlokin 1(IL-I), tiimor nekrozan faktor alfa
( TNF-o), mitojenik kemotaktikl protein 1 (MCP1) bunlardan bazilaridir.

Diiz kas hiicreleri damarin orta tabakasinda yer alir ve asil rolleri tonusu saglamaktir.
Aterosklerozda intimaya kadar uzanabilirler ve normal fizyolojik davramiglarinin digma
¢ikarak PDGF gibi mitojenlere cevap verirler.

Makrofajlar fagositoz yetenegi olup ve monositlerden tiirevlenirler. Endotel hasarin
ve/veya oLDL’nin etkisi ile endotel tarafindan salinan kemotaktik maddelerin etkisi ile
intimaya gekilir. Monosit koloni stimiilen edici fakt6riin etkisi ile makrofaja doniisiir.



16

oLDL’nin degisime ugramis apoB100 proteinini taniyan ¢6pgii reseptorleri ile oLDL’yi alir
ve ileri agamada kopiik hiicrelere doniisiir. Bu ii¢ hiicre diginda T-lenfositleri gibi baz1 immiin
sistem hiicrelerinin de aterogenezde rolii olabilecegine ydnelik bulgular mevcuttur. Ozellikle
oLDL’nin antijenik etki gdstermesi ve bunlara karsi otoankikor olusumu bu bulgular:
desteklemektedir.

Aterosklerozu baglatan esas olayin ne oldugu kesin olarak ortaya konmus degildir.
Ancak aterosklerozun etyopatogenezi ile ilgili kabul goren iki hipotez vardur:

- Hasara yamt hipotezi

- Modifiye lipoprotein hipotezi (22,23).

Hasara yamit hipotezinde aterosklerozu baslatan sebep endotel disfonksiyonudur. KAH ile
ilgili risk faktorlerinin hemen hepsi (sigara, diabet, hipertansiyon yaslanma....) endotel
fonkisyon bozukluguna sebep olabilir. Segici gegirgenlik ve antitrombotik 6zellik kaybolur ve
inflamasyon ve bunu takiben proliferasyon aterom plak olusumuna dek uzanan zincirleme
reaksiyonlar1 baglatir.

Modifiye lipoprotein hipotezinde ise LDL oksidasyonu aterogenezi baglatan faktordiir.
LDL’nin intimada kalis siiresi ve oksidasyona uygun ortam bulunmas belirleyici etmenlerdir.
Artmug oksidatif stres, endotel, diiz kas ve makrofajlarmn etkisi, serbest radikal iireten sistemler
LDL oksidasyonunu baglatir. Bu hipotezde de sonugta kopiik hiicre ve aterom plak meydana
gelir(23) ,(sekil 7).

_Antar duvannda
.

makrata) hicras)

kelesterel depolan
endotel tabak

alyuvarlar

—inakrefe) Kopus nucres

Sekil 7 : Aterosklerotik bir lezyon(24).
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Aterogenezin temel basamaklari:
1- Endotel disfonksiyonu
e Vazodilatasyonun bozulmasi, NO sentezinin azalmasi
e Endotelin diizeyinin artisi, vazokonstriksiyon gelisimi
e Endotel bariyerinin bozulmasi ve gegirgenligin artmasi
e Yiiksek kolesterol diizeyinin serbest radikal salgilanmasim arttirmasi
2- LDL oksidasyonu
e Oksidan — antioksidan dengenin oksidan tarafa kaymasi
e LDL’nin intimaya ge¢isginin ve burada kalig siiresinin artmasi
e Endotel diiz kas ve makrofaj hiicrelerinin oksidatif etkisi
e Mediatérlerin salmimi, adhezyon molekiillerinin/ICAM, VCAM) iiretiminin
artmas: bilyiime faktorleri ve sitokin salinimimin uyarilmasi
e Monosit go¢iiniin ve makrofaj olusumunun artmasi
3- Kopiik hiicre olusumu
e Malondialdehitin apoB100’iin yapisin degistirmesi
e Bu haliyle oLDL’nin makrofaj ¢opgii reseptérlerince tanmmasi
e oLDL’nin fagositozu. Kolesterol ¢opeii reseptorlerde down regiilasyona neden
olmaz. Kolesterol birikmeye baglar
e Kopiik hiicrelerinin olusumu
4- Lipid ¢ekirdeginin olusumu
e Artmus lipid icerigi kopiik hiicresinin digina tagmaya baslar.
o Intima tabakasmimn bag dokusu iginde kolesterol, esterol kolesterol ve hiicre
yikim iiriinleri ile dolu bosluklar meydana gelir.
5- Fibr6z kapsiil olusumu
e Kas hiicreleri ve bag dokusu, olgunlasan aterom plagin lipi ¢ekirdeginin
lizerini 6rtmesi.
e Biiyiime faktorlerinin uyarisi1 ile medyadan diiz kas hiicre gogii ve
proliferasyonun ger¢eklesmesi (25-27).

2.3.2. HDL ve Ateroskleroz

HDL, plazmada LDL’den sonra en fazla kolesterol tastyan ikinci lipoproteindir. Diger
lipoproteinlerin aksine kolesterol , kolesterol esterleri, fosfolipid ve trigliseritlerin dokular ve
lipoproteinler arasinda aligverigini saglayarak ters yonde kolesterol taginimi denen bir yolla
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dokularda lipid birikimini engeller. Ayn1 zamanda yapisinda bulunan platelet aktive edici
faktor asetil hidrolaz (PAF-AH), paraoksonaz, likopen, vit E, gibi antioksidanlar sayesinde
oksidasyona karg1 koruyucu rolii oldugu bilinmektedir. HDL endotel tizerinde genis etkilere
sahip olup endotel hasarinin olusmasini engeller. Biitiin bu 6zellikleri HDL nin &nemli bir
anti aterojenik molekiil olmasini miimkiin kilar. Koroner arter hastalig1 risk faktorleri arasinda
HDL kolesteroliiniin (HDL-K) diigiikliigii en 6nemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda HDL-K diisiikliigii ile KAH arasinda giiglii bir iliski ortaya konmugstur
(28,29).

2.3.2.1. Ters Yonde Kolesterol Tagimimi

HDL lipid ve protein igerigi bakimindan alt tiplere ayrilir. Yeni sentezlenen HDL
(prep; HDL), 2 yada 3 adet apoAl ve bunlarm etrafin1 ¢evrelemis oldugu ince bir fosfolipid
tabakasindan ibarettir ve bu HDL tipi milkemmel bir kolesterol alicisidir. HDL nin ekstra
hepatik dokularda lipid aligverisini saglayan iki 6nemli reseptdr vardir. Bunlar ATP binding
casette transporter protein 1 (ABCA1) ve ¢dpeii reseptorii siuf B tip I (SR-BI)’dir. HDL
ABCALI vasitas1 ile ekstrahepatik hiicrelerden serbest kolesterol, fosfolipid ve hatta
sfingolipid alir. ABCA1 reseptériine baglanmasinda apoAl rol oynar. SR-BI makrofaj ve
makrofaj olmayan periferal hiicrelerden HDL’ye serbest kolesterol transferini saglar. Kaveola
gibi bazi Ozellesmis membran yapilarinin bu reseptdrler bakimindan zengin oldugu
gosterilmistir.

HDL’nin almig oldugu serbest kolesterol, LCAT tarafindan derhal esterlestirilir.
Bununla beraber HDL, ester kolesteroliiniin bir kismin1 ve bazi apoliporpoteinlerini apoB
iceren lipoproteinlere aktarir ve onlardan trigliserit alir. Bu aligveriste kolesterol ester transfer
protein (CETP) rol oynar. Bu aligverisler HDL alt tiplerinin birbirine doniigiimleri de s6z
konusudur. Bu durum HDL’nin plazma Smriinii uzattig1 gibi kolesterol akiginin devamu igin
gereklidir.  Ornegin serbest kolesterolin LCAT tarafindan esterlestirilmesi dokulardan
plazmaya kolesterol akigim arttirr. CETP tarafindan HDL kolesterol esterinin diger
lipoproteinlere aktarilmasi1 HDL nin yiiksek kolesterol alicist oldugu alt tiplere geri
doniigtimiinii saglar.
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2.3.2.2. HDL ve Endotel Fonksiyonlar:

NO (Nitrik oksid) endotel hiicre kaynakli nitrik oksid sentaz (eNOS) enzimince gesitli
uyarilara karsi iiretilir. Cok kisa Omiirlii olmasina ragmen diiz kaslarda guanilat siklaz
aktivasyonu yoluyla gii¢lii vazodilatatif etkiye sahiptir. NO aym zamanda endotele trombosit
agregasyonunu ve l6kosit adhezyonunu engeller. Endotel hiicresinin LDL gibi aterojenik
ajanlarla karsilagmas: disfonksiyona neden olur. HDL zengin antioksidan igerigi ile bu
ajanlarin endotel hiicresine etkilerini smirlar. NO’nun antioksidan o6zellik kazanmasini
engeller ( 28,29).

PAF (Platelet aktive edici faktér) platelet agregasyonuna ve diiz kas kontraksiyonuna
neden olur. HDL PAF’1n sentezini inhibe eder. Bunu PAF-AH’tan bagimsiz bir mekanizma
ile yaptig1 diigiiniilmektedir.

Prostasiklin (PGI;) NO gibi diiz kas dilatasyonuna neden olur. HDL endotelin PGI>
sentezini diizenler.

Doku plazminojen aktivator (tPA) ve Doku plazminojen aktivator inhibitor 1(PAI-1)
endotel tarafindan fibrinolizisin regiilasyonunu saglamak amaci ile sentezlenir. oLDL
birbirlerine oran1 6nemli olan bu maddelerin konsantrasyonlarini degistirir. HDL ise tersi bir
etki gostererek koruyucu rol oynar.

Kolesterol Dengesinin saglanmas: endotel hiicrelerinin fonksiyonunu siirdiirebilmesi
ve yapisal biitiinliigliniin korunmas: bakimindan gereklidir. Artmus kolesterol igerigi LDL
iizerinde ve intimal alanda oksidatif etki yapacaktir. HDL ters yonde kolesterol taginim ile
fazla kolesteroliin endotelde birikmesini engeller (30,31) ,(Sekil 8).

Ho 1AM
PGI2 VCAM
tPA E-Selektin
endotelin 1 Tromboksan A2
Yiizey hepatantan PAK1

PAF

@

Apopitazis
apesaskidonn :-:';ﬁgI:‘::asyomu
Proliferasyon s
migl asyon Sfingozin 1 fosfat

Sekil 8 : HDL ve Endotel tizerine etkileri(30).
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2.4. Paraoksonaz (PON1) :

Paraoksonaz (E.C. 3.1.8.1.) ilk kez 1953 yilinda Aldridge tarafindan tammlanan ve
enzim smiflamasina dahil edilen bu enzimin, organofosfat insektisidlerinin hidrolizinde
gorev yaptig1 tespit edilmistir. 1961°de Uriel, paraoksonazin insandaki varligmi ortaya
koymustur. Ismini memeli mikrozomlarda P450 sistemi tarafindan paratiyonun
biyotransformasyona ugratilmasi ile meydana gelen paraoksonu hidroliz edebilmesinden
almugtir (32). Paraokson stabil bir bilesik olup kolinesterazlara baglanmak sureti ile onlar1
giicli bir sekilde inhibe eder. Paraokson bir grup arilesteraz ve/veya paraoksonaz
enzimlerince hidrolize edilir. Bu enzimler plazma ve karacigerde bulunur ve fosfoester
anhidrid baglarim kesmek sureti ile hidrolize eder. Ca™ bagimh olmasi bakimindan diger aril
esteraz enzimlerinden farklilik gosterir (sekil 9, 10).

I
(EtO). PO @Noz o) H( @N& + (Et0): PO -
plazma

paraoksonaz

paraokson p-nitrophenol dietil fosfat

Sekil 9. PON1’in paraoksonu hidrolizi (paraoksonaz aktivitesi)

OH
(0] (H-0) [0}
o — b
HsC plazma HO CHs
|)£ll'(l0]'( sonaz
fenilasetat fenol asetat

Sekil 10 . PON7'in fenilasetati hidrolizi (arilesteraz aktivitesi)

Paraoksonaz bir multigen ailesi iiyesidir ve PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere iig
gen tammlanmugtir. Bu ii¢ gen 7. kromozomda birbirlerine bitigik olarak yerlesmislerdir.
Bunlardan sadece PON1 plazmada bulunurken diger ikisinin iiriinleri hiicreseldir. PON1
genetik polimorfizm gostermektedir ve bu da enzimin aktivitesine trimodal bir etki olarak
yansimaktadir. Yapilan ¢aliymalar sonucunda polimorfizmin enzim aktivitesinde substrat
bagimli oldugu ve etnik farkliliklara gére degiskenlik gosterdigi tespit edilmigtir ( 32-35).
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Paraoksonazin organofosfat insektisidlerinin detoksifikasyonundaki roliiniin yam sira
daha sonralar: antioksidan bir etkiye sahip olabilecegi ileri siiriilmiis ve bu konuda ¢aligmalar
yapilmigtir. Mackness ve arkadaglar1 paraoksonazin plazmada HDL ve apoAl ile iligkili
oldugunu ortaya koydular. HDL’nin ters yonde kolesterol tasimmindaki rolii ve antiaterojenik
6zelligi dikkate alarak paraoksonazin koroner arter hastahiginda muhtemel
7p223

bir rolii olabilecegi diisiiniilmiis ve bu alanda genis ¢alismalar yapilmigtir.

2.4.1.Paraoksonaz Geni :

7p11.2
Paraoksonaz gen familyas: ii¢ genden olugsmaktadir. PON1, PON2 ve

PON3. Her ii¢ gen de 7. kromozom iizerinde lokalizedir. PON1 7.

7q11.22
kromozomun uzun kolunda, 21. gen bblgesinde ( 7q21.3) yerlesmistir )

(sekil 11). -

79363

Sekil 11: 7.
kromozomda PON geni

2.4.2.Paraoksonaz Proteini :

PONI1, 355 amino asid igeren 43 kDa agirliginda bir proteindir. Yapisinda 16sin
ierigi fazladir. Sahip oldugu ii¢ sistein kalintisindan 42 ve 352. pozisyonda bulunanlar
arasinda bir disiilfid bagi varken diZeri serbest haldedir ve bu iigiincii sistein rezidiisiiniin
substrat oryantasyonu ve baglanmas: i¢in gerekli oldugu ifade edilmektedir (sekil 13). PON1
259, 270. ve 324. pozisyonlardaki aminoasidler iizerinden glikozilasyona ugrar (GlcNAc).
Total agirhgmin %15.8’ini karbonhidrat igerigi olugturur. Izoelektrik noktast 5.1 olan
paraoksonazin ii¢ boyutlu yapilanmasi heniiz tam olarak aydmnlatilmig degildir. Enzim iki adet
kalsiyum baglama bolgesine sahiptir ve hidroliz aktivitesi i¢in bunlara gerek duyar. Yine
sahip oldugu 5 histidin rezidiisii ile 281. pozisyondaki triptofanin enzim aktivitesi i¢in gerekli
oldugu diigiiniilmektedir (33).



22

PON1 , PON2 ve PON3’iin kodladiklar1 aminoasid igeriginin %65’i benzerdir. PON1
ve PON3 baglica karacigerde sentezlenirken PON2 beyin, karaciger, bobrek ve testislerde
ekspresse edilir. PON1 ve PON3’iin HDL ile iliskili olduklar: belirtilirken bu ilisgki PON2°de

bulunamamustir (33).
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Sekil 12 : Paraoksonazin aminoasid dizilimi
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Sekil 13 : PONI’in yapist ve HDL ile yapisal iliskisi

2.4.3. Paraoksonazin Fonksiyonlan

PON1’in tespit edilen ilk fonksiyonlar: toksik organofosfatl bilesiklerin hidrolizidir.

Ornegin sitokrom p450 sisteminde normal metabolizma sonucu olarak meydana gelen
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paratiyon, paraoksonaz aktivitesi ile paranitrofenol ve dietil fosfata hidroliz olur. Bazi lakton
ve aromatik karbonat esterlerinin, statin tiirti ilaglarm hidrolizini de gergeklestirir(36).
PON1’in LDL’nin oksidasyonunu enzimatik olarak engelledigi ve anti aterojenik &zellik
gosterdigine dair ¢aligmalar da mevcuttur (37). oLDL’nin lipid peroksidlerinin hidrolizi ve
lizofosfotidil kolinin ortamdan uzaklagtiriimasmda rol oynadigina dair sonuglar gésterilmigtir.

2.4.4. Paraoksonazin Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Serum paraoksonaz aktivitesini belirleyen en 6nemli unsur, Q192R polimorfizmdir.
Bundan bagka yas, cinsiyet, fiziksel aktivite, sigara i¢imi, viicut kitle indeksi (BMI), enerji
durumu besin igerigi ( total lipidler, doymus ya§ asitleri, § karotenler, vitamin C gibi) ve
serum lipid konsantrasyonlar1 PON 1 aktivitesi tizerinde etki gosterirler. Tip II diyabette ve
ailesel hiperkolesterolemide PON1 aktivitesi diiglik bulunmugtur (37).

2.4.5. Paraoksonaz ve Klinik Onemi

Insanda hem paraoksonaz hem de arilesteraz aktivitesine sahip tek enzim olan
paraoksonazin biiylik bir kismu Apo Al ve ApoJ iceren HDL’ye bagh olarak bulunmaktadir,
HDL’nin KAH’na kars1 koruyucu role sahip olmasi ve diisiik HDL kolesterol diizeylerinin
KAH igin en Onemli risk fakt6rii sayilmasi, HDL ile iligkili PON’un da KAH’da rolii
olabilecegini diistindiirmiistiir. PON1’in KAH’da koruyucu rolii olabilecegi ve bunun LDL
oksidasyonunu engelleyerek gergeklestirebilecegi diisiincesine dayamlarak ilk c¢aligmalar
Mackness tarafindan gergeklestirilmigtir.

Paraoksonazin HDL ve LDL oksidasyonuna karsi koruyucu rolii gdsteren gesitli
¢alismalar yapilmigtir. In vitro gartlarda ortama HDL veya saflagtirilmis serum paraoksonazi
ilave edildiginde Cu+” ile indiiklenmis lipoprotein oksidasyonunun inhibe oldugu go6rillmiis
(38 ); PON1’e spesifik yarismasiz inhibitorler varhgmda Cu+* veya serbest radikal iireten
sistemler tarafindan indiiklenen HDL oksidasyonunun arttif1 gézlenmistir. influenza A ile
enfekte edilmis farelerde HDL kolesterol ve apoAl diizeyleri ile paraoksonaz aktivitesinin
beraber arttig1 gorillmiistiir. Inflamasyonun KAH igin onemli bir risk faktérli oldugu
bilinmektedir.

Bununla birlikte LDL oksidasyonuna kars: paraoksonazin koruyucu mekanizmasimnin
nasil isledigi agik degildir. Paraoksonaz peroksidatif role ve fosfatidilkolin izoprostan ve 2.
pozisyonlarinda (sn-2) C9 ve C5 gekirdek aldehitleri veya asitleri igeren fosfatidilkolinleri
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hidroliz yetenegine sahiptir. Bu gekilde serbest aldehit veya asitlerin ve lizofosfolipidlerin
olusumuna yardimci olur. Bununla birlikte bunlarm linoleat veya aragidonat prekiirsSrlerinin
yada hidroperoksi veya hidroksi tiirevlerinin serbestlesmesini saglamaz. PON1 aym: zamanda
fosfolipaz A2 aktivitesine sahipmiy gibi goriinmektedir ki bu makrofajlardan g¢oklu
doymamig yag asitlerinin ve lizofosfatidilkolinin ayrilmas: ile sonuglanir. Bu kopiik hiicre
olusumunu geciktirir veya engeller (38-40).

PONT1’in okside LDL ve bu LDL’nin yapisindaki okside lipidler tizerine antioksidatif
etkisinin dolayh bigimde gergeklesebilecegini agiklayan galigmalar da vardir. Ornegin
PON1’in endotel hiicrelerine monosit adhezyonunu endotelden sentezlenen mitojenik
kemotaktik protein 1 (MCP 1) sentezini inhibe ederek durdurdugu gosterilmigtir (41 ),
(sekill4).
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Sekil 14 : Aterosklerozda HDL ve Paraoksonazm Koruyucu Roli. Kan dolagmundaki
antioksidan sistemler varliginda LDL nin oksidasyonun ger¢eklesmedigi ya da kalici olmadig
belirtilmektedir. Oksidatif stresin arttifi ve oksidan-antioksidan dengenin oksidant tarafa
kaydi1 durumlarda LDL ve monositler arter duvarim gegerler. LDL ekstraseliiler matriks
proteoglikanlarma baglanir ve ortamdaki oksidan ajanlar tarafindan okside
edilir.oksidasyonun uzunlugu vit E, B karoten , likopen ve flavinoidler ile LDLlipidleri
arasindaki dengeye baghdir. Yine, makrofajlardaki oksidatif durum hiicresel oksijenazlar ile
(NADPH oksidaz gibi) antioksidanlar ( glutatyon sistem {GSH]) arasindaki dengeye baghdr.
LDL oksidasyonu geri dOniiglimsiiz noktaya geldiginde makrofajlarin scavenger
reseptdrlerince taninir. Ancak LDL igerigi normal yollardan metabolize edilemez ve bu da
kopiik hiicre olusumuna yol agar. HDL ile iligkili PON oLDL’deki spesifik lipid peroksidleri
hidrolize ederek LDL’yi aterojenik olmayan forma doOnfistiirlir (1). Yiksek oLDL
konsantrasyonu PON’u ve diger antioksidanlari inhibe edebilir. Dolayis1 ile azalmig oLDL
PON aktivitesinin korunmasim1 saglar. Artmug oksidatif kosullar makrofajlarin da
oksidasyonuna sebep olabilir. HDL iligkili PON lipid peroksidlerin hidrolizi ile makrofaj
aterojenitesini 6nler (2). Ters ydnde kolesterol tagmmm saglanarak dolagimda okside olmayan
dogal (nativ) HDL’nin varli1 devam ettirilir ve (3) kopiik hiicrelerinden HDL aracilikli
kolesterol akis: saglanir (42).
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2.4.6. PON Polimorfizmi ve KAH ile iliskisi

PON1 gen polimorfizmi ve bunun PON aktivitesi tizerine etkisi ile ilgili ilk ¢galigmalar
Humbert ve arkadaglar tarafindan gergeklestirilmigtir (35 ) . Bu aragtrmacilar galigmalarinda
GIn192Arg ve Met155Leu polimorfizminin PON aktivite polimorfizmine sebep oldugunu ve
ortaya birbirinden farkh aktiviteye sahip 3 genotipin ¢iktimi gOstermiglerdir. Gln192Arg
polimorfizminde iki allelin kombinasyonu ile olugan bu genotipler

QQ homozigot (Gln/Gln)

OR heterozigot (Gln/Arg)

RR homozigot (Arg/Arg) olarak tanimlanmistir.

Yapilan ¢aliymalarda en diisik PON aktivitesinin QQ genotipinde, en yiiksek
aktiviteninse RR genotipinde oldufu tespit edilmis, QR genotipinde ise ortalarinda bir
aktivite goriilmiigtiir (43,44). Aym sekilde Met55Leu polimorfizminde en diiglik aktivitenin
MM genotipinde, en yiiksek aktiviteninse LL genotipinde oldugu belirlenmistir.

PON gen ve aktivite polimorfizmlerinin KAH ile iliskisine yonelik gesitli tilkelerde
degisik wklar ve populasyonlar iizerinde pek ¢ok ¢aligma yapilmustir. Bu caligmalarin
bazilarinda gen polimorfizmi ile KAH arasinda anlamh bir iligki tespit edilmis (42,43.) ancak
gofunda bdyle bir iligkiye rastlanmamstir (43-48). PON aktivitesinin KAH ile iligkisine
yonelik ¢cahigmalarm sonuglar: ise geligkilidir. PON aktivitesi bireyler arasinda 40 kata varan
farkhililar g6sterebilmektedir. Mackness ve arkadaglarinin yaptig: bir galigmada koroner arter
hastalarma kiyasla saghkh grupta PON aktivitesi %20 daha diistik bulunmustur. In vitro
ortamda okside edilmig LDL tizerine 192R ve 192Q allelli iceren PON ilave edilmesi ile
oksidasyona karg: allellerin aktivitelerinin karsilagtirildig: bir caliymada R allelinin aktivitesi
yiiksek bulunmugtur. Yiiksek aktiviteli R allelinin KAH ile iligkili olduguna dair ¢ahgmalar
mevcuttur. Bazi aragtirmacilar (Mackness , Aviram) PON gen polimorfizminden ziyade
aktivite polimorfizminin KAH ile iligkisinin belirlenmesinde daha etkili olabilecegini
belirtmektedirler (42). Caligmamizda baglica d6rt nokta amaglanmistir. Bunlar :

1- Insan paraoksonaz geninde (HUMPONA) Q192R gen polimorfizminin ve dolayisi
ile allel dagilim ve frekanslarinin tayini
Q192R gen polimorfizmi ile enzim aktivitesi arasindaki iligkinin tespiti
Q192R gen polimorfizmi ile enzim aktivitesinin KAH ile iligkili olup olmadiinn
tespiti
LDL oksidasyonuna kargi PON1’in koruyucu rolii olup olmadigm belirlemektir.
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3.1. Materyal

3. MATERYAL ve METOD

3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Buz Dolab1

Buz makinesi

Cam malzemeler
Deiyonize Su Cihaz
Derin Dondurucu
Elektrofez tanki (yatay)
Elektroforez taraklari
Eppendorf Tiipleri
Etiiv

Gii¢ kaynag1

Hassas terazi
Havalandirma kabini
Mikrodalga Firmn

Karigtiric
Kuartz kiivetler

Magnetik karigtiric
Nefelometre

Otoanalizdr

Otoklav

Otomatik kan saymm cihazi
Paloroid Kamera

pH metre

Santrifiij

Sicaklik ayarlayicisi
Spektrofotometre
Thermocycler
Transilliminatdr

Yar1 Otomatik Mikropipetler

(Argelik)

(Scotsman AF-10)

(Corniks)

(Barnstead)

(-85 °C Ultra /sw Freezer, Naure)
(Orange Scientific GYNODISC)
(Orange Scientific GYNODISC)
(0.2, 0.6, 1.5 mL. Oxygene )
Memmert

Thermo (EC 240-90)

(MP-300, Elektronik Balance, CHYO)
(Heraus )

(BEKO)

(Autovortex Mixer SA2)
(SIGMA)

(IKA Labortechnik)

(Behring Nephelometer; BN IT)
(HITACHI, modiler sistem, )
(Medexport)

(Coulter, STKS)

(Gel Cam)

(HANNA Instruments 8416)
(Labofuge 200, HERAUS)
(CPS-Controller, SHIMADZU)

(UV-1601,UV Visible Spectrophotometer, SHIMADZU)

(T-Personal BIOMETRA)
Wilbert
(fFinn pipet, Scorex)



3.1.2. Kimyasal Maddeler

Alw I Restriksiyon Endoniikleaz

Alw I Enzim Tamponu

Amonyum asetat

Borik asit

Deoksi Niikleotid Trifosfatlar
(dATP,dCTP,dGTP,dTTP)

DNA ¢174 Hinf I Marker

Etanol (%98 ve %70°lik)

Etidyum bromdir

Etilendiamin Tetra Asetik Asit
(disodyum tuzu [Na,EDTAY})

Fenil Asetat

Kalsiyum Klortir

Magnezyum Kloriir

Nusieve(GTG) Agaroz

Paraokson

Primer I (forward)

Primer II (reverse)

Proteinaz K

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Sodyum Hidroksit

Taq DNA Polimeraz

Taq DNA Tamponu

Tris Base

Tris HCI

28

NEB
NEB
Sigma
Merck

Promega
Promega

Applichem

AppliChem
Sigma
Merck
Promega
Cambrex
Sigma
Sentez
Sentez
Sigma
Merck
Merck
Promega
Promega
Merck
Ambressco
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3.2. Metotlar
3.2.1. Deneyin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmas

Bu ¢alisma KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Kardiyoloji Anabilim Dallarmm ortak
caligmasidir. Hasta grubu (KAH), Kardiyoloji Anabilim Dal’na 2000-2003 yillar: arasinda
bagvuran ve anjiyolar: sonucunda koroner arter hastalif1 teshisi konan 101 hastadan (76 erkek,
25 kadm) olusturuldu. Hastalarin obezite, diabet, hipertansiyon, pozitif aile hikayesi, yas,
cins, boy, kilo, anjio ve eko bulgularini igeren bir hasta takip ve bilgi formu olusturuldu.
Hastalarda, yaygm tutulum gosteren 3 damardan en az birinin %50 stenoz gostermesi KAH
i¢in pozitif vaka olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu Trabzon ili ve gevresinde yapilan taramalar ile KTU Tip Fakiiltesi
Ofrencileri ve ¢alisanlarindan ve saglikh kisi poliklinifine bagvuranlar arasmdan toplam 254
kigiden (152 erkek, 102 kadin) olugturuldu. Koroner arter hastali1, hipertansiyon veya diabeti
olanlar, sistemik hastalif1 olanlar ve bu nedenle stirekli ilag kullananlar, kontrolier sirasinda
yitksek tansiyon bulgusu gosterenler, obezler, bu gruba dahil edilmedi. Saglikh grup
olugturulurken, baza KAH risk faktorlerinin yagla iligkisini tespit edebilmek igin genis bir yas
aralign olusturuidu (14 — 80 yag). Bireylere ait bir takip formu olusturularak kan alimmindan
dnce bireylerin hikayeleri alind, tansiyon, bel/kalga, boy ve kilo dlglimleri yapildi Bireylere
calisma hakkinda bilgi verilerek izinleri alindi. 18 yagn altinda olanlarin velilerinden yazili
izin alindi. Demogtafik dzellikler dikkate alinarak saglikli grup iginden KAH grubuna es bir
kontrol grubu olugturuldu (90 erkek, 24 kadin).

Bir gecelik (10-12 saatlik) bir aghktan sonra hasta ve kontrol grubundaki bireylerden
biyokimya parametreleri, PON aktivitesi ve oLDL antikor tayini igin antikoagiilansiz, DNA
izolasyonu igin EDTA’L tiiplere brakial venden yaklagik 20 mL vendz kan alndi . DNA
izolasyonu igin alinan téipler harig diger tiipler oda sicakhgmda 3000 rpm’de santriflij edilerek
serum ve plazma elde edildi Giinlik analizler diginda kullamlacak numuneler ependorf
tiiplere pipetlenerek — 70 °C’de saklands.

3.2.2.0toanalizorlerde Tayini Yapilan Parametreler

Serum total kolesterol (TK), trigiserit (TG), HDL-kolesterol (HDL-K), LDL-kolesterol
(LDL-K), alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), glukoz, kan iire azotu
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(BUN), ve kreatin, tayinleri Hitachi otoanalizdriinde orjinal Roche kitleri kullamlarak
gergeklestirildi.

Apolipoprotein A I (ApoA I), apolipoprotein B (ApoB), lipoprotein (a) [Lp(a)]
tayinleri Dade Behring Nefalometre ( BN II Germany) cihaza ile monoklonal
immiinopresipitasyon prensibine dayamilarak yapiidi

Tiim otoanalizdr ¢aliymalar: gilinliik kalite kontrol uygulamalarinin ardindan yapildi.

3.2.3.Paraoksonaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Prensip : Serum paraoksonazi, paraoksonu (O,0-dietil-O-p-nitrofenol fosfat)
hidrolize ederek dietil fosfat ve p-nitrofenole ayirrr. p-nitrofenoliin 405 nm’deki absorbansi
PON aktivitesi ile orantihidir.

Substratin Hazirlanmasi

100mM Tris HCI (pH : 8: 00)

1 mM CaCl,

1 mM Paraokson

15,7 g Tris HCL bir miktar distile suda ¢6zildi. pH : 8.00 ‘a ayarlandiktan sonra
distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden bir miktar alinarak iginde 0.027 g CaCl, ve
75 pL paraokson ¢dzildii ve aym tamponla 250 mL’ye tamamlandi.Bu ¢6zelti numuneler
cahsilacad: zaman taze olarak hazirlands.

Silika kiivetler igine 45 pL serum {izerine 855 uL substrat ilave edilerek 25 °C’de 405
nanometre dalga boyunda spektrofotometrede 1., 2., 3. ve 4. dakikalarda kinetik okumalar1
yapildL Delta absorbans alinarak agagidaki formiilde yerine kondu ve enzim aktiviteleri
hesaplandi.

AA Vt x 10°
Enzim Aktivitesi (U/L) = X
Dk ex[xVs

Vt : Toplam reaksiyon hacmi (mL)

Vs: Numune hacmi (mL)

¢ : Molar absorptivite katsayisi (405 nm igin 18053 M cm™)
[ :151k yolunun uzunlugu (cm)
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3.2.4.0kside LDL: Antikoru (oLAb) Tayini

oLADb tayini ELISA ySntemi ile ticari kit kullamlarak yapild:1 (Biomedica Avusturya
Kat. No BI 20032). Bu metotda oksitleyici ajan olarak Cu*? kullanilmustir. ELISA pleytindeki
mikro kuyucuklar Cu+’ ile oksidlenmis LDL ile kaplanmistir ve ortama seyreltilmis serum
Ornekleri ilave edilir. Eger serumda antikor varsa antijenine 6zgiil olarak baglanacaktir.
Yikama adimindan sonra spesifik bir peroksidazla konjuge olmus anti insan IgG antikoru,
baglanmig otoantikorlar: tespit edecek ve ikinci bir yikama fazindan sonra bu antikorlar
digindaki konjugatlar ortamdan uzaklagtirilacaktr. Kromojenik substratin ortama ilave
edilmesi ile olugan renk siddeti numunedeki antikor konsantrasyonu ile dogru orantihdir. Bu
renk siddeti bir ELISA okuyucusu tarafindan okunur ve konsantrasyon hesaplanir.

3.2.4.1.ELISA Uygulamasi

1. Igine 200 pL assay tamponu pipetlenmis diliisyon pleytinde (pleyt 1), kendileri i¢in
belirlenmis kuyucuklara 50°ser pl. sandart, kontrol ve numuneler pipetlendi (6n
dilisyon). Iik iki kuyucuk kér olarak isaretlendi.

2. Bu pleytten 6n diliisyonu yapilan k&r, standart, kontrol ve numunelerden 20 ‘ser uL
almarak antijen kapl pleytlerin i¢ine 200 pL assay tamponu pipetlenir.

3. Pleyt 2’nin {izeri 6rtiilerek 90 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

4. Pleyt yikayicida 4 kez 300 pL yikama tamponu ile yikanda,

5. Biitlin kuyucuklara 100 uL. HRP isaretli konjugat eklendi. 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakild1

6. Seyreltik yikama tamponu ile 4 kez yikama iglemi yapildi Biitiin kuyucuklara
substrat (tetrametil benzidin [TMB]) eklendi. 15 dakika oda sicakhfinda ve karanlikta
ink{ibasyona birakildi.

7. Reaksiyon durdurma ¢ozeltisi (H,SO,) ilave edildi.

8. Elisa okuyucusunda 450 nm dalgaboyunda 650 nm referans filtreye kar;t optik
dansiteleri okundu.

Sonuglarin Hesaplanmas: :

Elde edilen standart grafik yardim ile (sekil 15) oLAb miktars mU/mL cinsinden tayin

edildi.
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Sekil 15 : oLAb standart Grafigi

PON aktivite ve OLDL tavininde elde edilen varvasvon katsavilar1 tablo 3’de
oOsterilmistir.

Tablo 3 : Kullanilan metotlarin varvasvon katsavilart

Parametre Seriim

PON aktivitesi (nmol/ml./dk) 6.7 n=10
oLAb (mU/mL) 7.8 n=5

3.2.5.PON1 GIn192Arg Gen Polimorfizminin Tespiti

3.2.5.1.DNA izolasvonu

DNA izolasvonunda Kullamlan Cdzeltiler

1. Niiklei Lizis Tamponu (pH 8.2)
10 mM Tric Racee

400 mM NaCl
2 mM EDTA (disodium tuziu)
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Hazirlanisi:
1.21 g Tris base
23.4 g NaCl
0.74 ¢ Na;EDTA 800 mL deivonize suda ¢6ziildii. pH 8.20’ye ayarland1 ve deiyonize su ile
1000 mL’ye tamamlandi. 121 °C’de 1 atm basincta 30 dakika otoklavlanarak steril edildi.

2. Amonyum asetat (9M)

70 g amonyum asetat bir miktar distile suda ¢Szildiikten sonra 100 ml.’ye
tamamland1. +4 °C’de sakland1

3. Proteinaz K Seyreltme Tamponu (pH 8.0)
0.05 M Tris HCI
1 mM CaCl,
Hazirlamg :
0,788 g Tris HCI
0,011 g CaCl, 80 mL deiyonize suda ¢bziildii, pH : 8.00’a ayarland1. Deiyonize su ile
100 mL’ye tamamandi. 121 °C’de 1 atm basingta 30 dakika otokalvlandi. Cozelti +4
°C’de sakland1.

4. Proteinaz K cozeltisi (10 mg/mL)

Buz flizerinde 100 mg proteinaz K, 10 mL Proteinaz K seyreltme tamponunda
¢ozillerek hazirlandi. 1.5 mL’lik ependorf tliplerine 600’er uL pipetlenerek -20 °Cye
kaldinidi

5. Tris- EDTA (TE) Tamponu :
10 mM Tris
1 mM EDTA (disodyum tuzlu)
Hazirlams1 :
1 M Tris HCI (pH 7.40)
0.1 M NaEDTA (pH 8.00) ayr1 hazirland.
Hazirlanan ¢bzeltilerden 5’er mL alind1 ve son hacim 500 mL’ye tamamlandi. 121
°C’de 1 atm basingta otoklavianarak sterilize edildi ve +4 °C’de sakland1



34

6. % 10’luk(w/v) Sodyum dodesil siilfat (SDS) gizeltisi
10 g sodyum dodesil siilfat deiyonize su ile 100 mL’ye tamamland. 70 °C’de
wsitilarak ¢8ziildii ve oda sicakh@inda saklandi.

7. Absolu (%96) ve %70’lik Etanol

Tam Kandan DNA Izolasyonu :

Soguk deiyonize su ile patlatilmig kan hiicrelerinin DNA digindaki diger bilesenlerinin ve
diger kan elemanlarmin yiiksek tuz konsantrasyonunda (salting out) ve denatfiran ajanlarin
varhginda ortamdan uzaklagtiriimas: prensibine dayanmaktadir.

Yontem

1. 8 mL’lik EDTA’l tiipteki tam kan 50 ml’lik Falkon tiipline aktarildi ve tizerine 45
mL.’ye tamamlanacak gekilde soguk distile su ilave edildi.

2. Falkon tiipleri iyice calkalanarak eritrosit ve 15kositlerin pargalanmasi saglandi.

3. 2500 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Tekrar su eklenerek islem tekrar
edildi (berrak bir goriintii elde edilene dek islem tekrarlandi).

4. Pellet tizerine 3 mL niiklei lizis tamponu ilave edildi. 150 pL proteinaz K (10mg/mL)
¢Ozeltisi eklendikten sonra 10 saniye vortekslendi.

5. 200 pL SDS(%10’uk) ilave edildi ve yavasga ters diiz edilerek karigmas sagland1.

6. 1 gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilda.

7. Inkiibe edilen 5rnek tizerine 1.2 mL amonyum asetat kondu ve birkag saniye
kuvvetlice ¢alkalandi. Burada numunedeki vizkozite ve goriinfim Snemlidir. Gerekirse
daha fazla amonyum asetat ilave edilebilir.

8. Oda sicaklipinda 20 dakika bekletildi ve 9000 rpm’de santrifiij edildi.

9. Stipernatant bagka bir steril falkon tiipline aktarild: ve tizerine siipernatantin 3 kat1
kadar -20°C’de bekletilmis absolu etanol eklendi.

10. Falkon tilpii yavagga ters diiz edilerek DNA’nim presipite olmas: sagland.

11. Presipite DNA alindi1 falkon tiipiiniin kapag iginde bir pipet yardimyla %70’lik
etanolle yikandiktan sonra 1.5 mL’lik steril ependorfa alnd1.

12. Yiiksek devirde quick run edildikten sonra kalan alkol bir pipetle alind.

13. DNA numunesinin {izerine duruma gdre 500 veya 600 uL. TE tamponu ilave edildi.

Oda sicakhgnda ters diiz edildikten sonra 65 °C’de ¢ozillmesi sagland1 ve dondurucuya

kaldirildi.
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3.2.5.2. DNA Konsantrasyonunun Spektrofotometre ile Tayini :

izole DNA &rneklerinden 10 pL alindi ve tizerlerine 990 pl. distile su kondu (1:100
oraninda sulandirildi). Spektrofotometrik olarak cam kuvetlerde 260 ve 280 nm dalga
boylarinda absorbanslar: lgtilda.

pg/mL DNA konsantrasyonu = ODyg x sulandirma katsayisi(100) x 50*
OD = optik dansite. 50* : 50 ng/uL’lik konsantrasyon igin.
DNA’nin 260 ve 280 nm’deki optik dansitelerinin birbirine oram1 (OD»60/OD;50), DNA
kalitesini gostermektedir. Bu oranin 1,8 olmasi safligin iyi oldugunu, 1,8’den biiyitk olmasi
RNA kontaminasyonunu, kii¢iik olmas: ise protein kontaminasyonunu gosterir.
Stok DNA ¢ozeltileri 50 ng/uL olacak sekilde sulandirildi.

3.2.5.3 Paraoksonaz Gen Bélgesinin PCR (Polimeraz Zincir reaksiyonu) ile
Amplifikasyonu

In vitro ortamda sentetik primerler ile simrlandirtimis DNA’min hedef gen bdlgesinin,
hiicre ici ortamu taklit ederek, taq polimeraz, MgCl,, dNTP, taq DNA tamponu ve deiyonize
su varliginda, degisen sicakliklarda tekrarlanan dongiler ile cogaltilmasi prensibine
dayanmaktadir. Bu sekilde hedef gen bSigesi milyonlarca kez gogaltilabilir.

Primerler
PrimerI : OD=58.8nmol Mu= 6,812 g/mol
PrimerII: OD=77.7nmol MA =6.905 g/mol

Sense : 5° TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G 3° (toplam 22 baz)
Antisense : 5° CAC GCT AAA CCC AAA TAC ATC TC 3’ (toplam 23baz)

PCR Kangmmnin Hazirlanmasi

Bu islem laminair flow kabin i¢inde yapildi. Buz igine yerlestirilmis bir ependorf tiip
icinde asagidaki reaksiyon karigim hazirlands.
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Madde Hacim* inal ko on
Taq DNA Tamponu** (10x) 2.5 pL 1x tag DNA tamponu
MgCh (25 mM) 1.5 pL 1.5 mM

dNTP (2.5 mM) 2 L 200 pM

PON Primer 1+2 (10pM) 1.25 pL 0.5 uM

Tag DNA Polimeraz(5 U/uL) 0.2 pL 1 U

Deiyonize su 15.55 uL

DNA (50 ng/uL) 2 uL

Toplam Reaksiyon hacmi 25 uL
* Bir tek numune igindir.
** 10x taq DNA tamponu igerigi : 100 mM Tris (pH: 9.00), 500 mM KCl, %1 triton X-100

PCR kanigimi, igerisine énceden 2 pL (100 ng/ul) DNA konmug 0.2 ml’lik PCR
tiiplerine pipetlendi. Tiplerin kapaklar1 dikkatli bir sekilde kapatilarak termocycler (T
Personel) cihazina kondu.,

PCR Program

Literatiir programlar1 agagidaki sekilde optimize edildi.
1. 95°C 5dk  Ondenatiirasyon
2. 94°C’de 1dk  Denatiirasyon
3. 61°Cde 1dk Yapisma (Annealing)
4. 72°Cde 1dk Uzama (extension)
toplam 47 dongil

72°C’de 5dk zincir polimerizasyonunun tamamlanmas .

6. 4°Cde

Meydana gelen PON geninin PCR {iriinii 99 bp bilytikliigtindedir. Enzim ile kesimden
dnce PCR {irlinlerinin olusup olugmadigini kontrol etmek i¢in PCR firiinlerinin %3’liikk agaroz
jelde, 90 voltta 25 dakika stire ile elektroforezi yapilda.
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3.2.54. RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism) Yéntemi ile PON
GIn192Arg Gen Polimorfizminin Tespiti

Prensip : PCR ile ¢ogaltilmig hedef DNA bolgesi lizerinde restriksiyon endoniikleazlar
tarafindan taninabilen 8zgiin alanlar bulunur. Bu durumda DNA bu enzimlerce kesilerek
pargalara ayrilir. Restriksiyon enzimlerinin bu 6zelliginden yararlanarak polimorfik 6zellik
gosteren gen bolgelerinin  farkli 6rneklerde ayrmm yapilabilmektedir. Enzimin DNA
fragmentini kesip kesmemesine bagh olarak fragmentin polimorfizmi tamimlanabilmektedir.

Alw I Restriksiyon Endoniikleaz :

Bu ¢ahsmada GIn192Arg polimorfizminin tespiti igin Alw I enzimi kullanilds.
Acinetobacter Iwoffii ‘den klonlanmms Alw I geni tagiyan E coli straininden elde edilmis
enzim, 50 mM KCl, 10 mM Tris HCI (pH 7.40), 0.1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol,
200 pg/mL BSA ve %50 gliserol ile takviye edilmistir. Enzim reaksiyonunda ayrica 10x NEB
tamponu da kullanilr.

Alw I’in tanima bdlgesi :

5. GrGATC(N).;l ..... 3
3’..... CCTAG(N)s.....5’

PCR Uriinlerinin Alw I ile Kesimi
Bu islem laminair flow kabinde yapildi Bir ependorf tiip i¢inde asagidaki reaksiyon

kansimi hazirlandi.
Madde Hacim* Final konsantrasyon
NEB enzim tamponu**(10x) 2 uL 1x tampon
Alw I (5 U/uL) 1.2 uL 6U
Deiyonize su 1.8 uL
PCR {iriinti _15 pL
Toplam Hacim 20 pL

* Bir tek numune igindir.
* NEB tamponunun igerigi : 50 mM Potasyum asetat, 20 mM Tris asetat, 10 mM Magnezyum
asetat, 1 mM dithiothreitol (pH 7.40 )
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PCR iirtinleri enzim ile bu sekilde muamele edilerek bir gece boyunca (12-16 saat) etiivde
37 °C’de inkiibasyona brrakildi. Bu siire sonunda 6rnekler tizerine 4 pL yiikleme tamponu
(loading buffer) pipetlendi ve 65 °C’de 15 dakika inkiibe edilerek reaksiyon durduruldu,
Numunelerin kisa bir santrifiijlemenin ardindan elektroforezi yapildi Alw I enzimin tamyip
kestigi DNA fragmentleri 66 ve 33 bp’lik iki pargaya ayrildi. Bu R fenotipi olarak belirlendi.
Enzimin kesmedigi fragment ise Q fenotipi olarak kaydedildi.

3.2.5.5.Elektroforez

IXTBE tamponu kullanilarak %3 ’liik NuSieve (GTG) Agaroz jel hazirlands.
Elektroforezde kullanilan ¢zeltiler gunlardir.
10xTBE Tamponu (pH 8. 00)
Hazirlamg :
27 g Trisbaz
13,75 g Borik asit
10 mL 0,5 M Na;EDTA 200 mL deiyonize suda ¢oziildii. pH 8.00°a ayarland1 ve
deiyonize su ile 250 mL’ye tamamland1

Yiikleme Tamponu (Denatiire edici olmayan)
Hazirlamsg: :

% 50 (w(v) Siikroz

% 0.1 (w/v) Bromfenol mavisi

%0.1 (w/v) Xylene cyanole

50 mM NaEDTA (pH: 8.00)

Etidyum Bromiir
10 mg/mL olacak gekilde stok ¢dzelti olarak hazirlandi %3’liik nusieve agaroz igindeki
konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde sulandirilda.

Jelin Hazirlamigi:
NuSieve agaroz %3’likk 1.5g
1X TBE tamponu 50 mL
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1.5 g nusieve agaroz 50 mL TBE tamponuna eklendi. Iyice ¢alkalandiktan sonra
mikrodalga firinda kaynatildi. Yaklagik 60 °C’ye gelince 2 pL etidyum bromiir eklendi.
Taraklar1 yerlestirilmis elektroforez tankina dokiilerek polimerizasyonu beklendi.

Elektroforez Sartlamn :

Tampon : 1XTBE
Toplam jel uzunlugu : 10 cm
Ornek hacmi : 20puL
Voltaj : 90 volt
Akim siddeti : ~50mA
Siire : 35 dakika

Elektroforez Bulgularmimn Degerlendirilmesi

QR QQ QR QQ QQ QR QR
H HH MH H H K

P ; /—) 99 bp’lik parga

> 66 bp’lik par¢a

\-) Primer 23 bp

Alw I R allelini tantyarak kesmektedir. R
alleli (ya da B alleli) arginini, Q alleli (ya da
A aleli) glutamini ifade etmektedir.

K K M K K N
RR QQ QR QQ

Sekil 16: Enzim kesimini takiben uygulanan elektroforezin jel g6riintiisti
H : Hasta ; K : kontrol ; M :DNA marker; N :negatif kontrol
Marker : phix174 DNA/Hinf1 promega Kat No: G1751
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Basglangig
726 bp

son parga
24 bp

Sekil 17: Marker’in fragment dagilimi

3.3, istatistiksel Analizler :

Tiim gruplardaki degerler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi.
Gruplardaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Simirnov testi ile
degerlendirildi. Normal dagilima uyanlar Student t testi ile uymayanlar ise Mann Whitney U
testi ile ortalamalar arasindaki farkin 6nemliligi belirlendi. Grup i¢i parametreler arasi iligki
ise Sperman veya Pearson Korelasyon testi ile incelendi. p<0.05 degerleri istatiksel olarak
anlamli kabul edildi. Birden fazla ortalamalar arasi fark: belirlemek i¢in, parametrik olanlar
arasmnda ANOV A, nonparametrik olanlar igin Kruskal Wallis testi uygulandi. Allel frekanslar:
Hardy-Weinberg esitligine gore hesaplandi.

X : Aritmetik ortalama
SD : standart Sapma
%CV : Varyasyon Katsayis1 =(SD/X)x100

Hardy-Weinberg esitligi : p*+2pq+q” =1



4. BULGULAR

4.1. Saghkh Grupta Ortalama Degerler ve Cinsiyetlere Gére Dagihmlan ve
Anlamhhklan

Saglikli gruba ait demografik veriler tablo 4’de gosterilmistir. Erkek ve kadmlar
arasmda yas bakimindan bir farklilik gézlenmedi. BMI , sistolik ve diyastolik kan basinglari
ile bel/kalga oranlar1 erkeklerde kadnlara gore anlamli derecede yiiksek bulundu.

Tablo 4 : Saglikli Grupta Demografik Verilerin Cinsiyetlere Gore Dagilimt

Erkek Kadin
n= 152 n= 102
9 ~ Ortalama+SD Ortalama+SD

Yas (yil) 419+ 14.1 38.6+12.7
BMI (kg/m?) 25 £2.8° 23+2.8
SKB (mmHg) 115 £11* 109+ 9
DKB (mmHg) 76 £7* 71+8
Bel/kalga (cm) 0.89+0.05" 0.82+0.07

a: p<0.05 : Student t testine gore
SKB : Sistolik Kan Basinci
DKB :Diyastolik Kan Basinci
BMI : Index (Viicut Kiitle Oran1)
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Tablo 5 : Saglikli Grupta Biyokimya Parametrelerinin Cinsiyetlere Gore Dagilim

Erkek Kadin
n= 152 o= 102
x ~ Ortalama+SD Ortalama+SD
Glukoz (mg/dL) 85 %11 83 £ 10
ALT (mg/dL) 233+9.7° 16+ 6.9
AST (mg/dL) 21.9+6.1 8.6 +4.8
BUN (mg/dL) 152+3.7° 11.9+ 3.6
Kreatinin (mg/dL) 0.88 +0.15" 0.65+0.11

a: p<0.05 : Mann Whitney U testine gore.

Saglikli grupta biyokimya parametrelerinin cinsiyetlere gore agilimi tablo 5°de

verilmistir. Her iki cinsiyet grubunda da biyokimya parametreleri normal degerler iginde
¢ikmugtir. ALT, BUN ve Kreatinin erkeklerde kadnlara gore anlamli derecede yiiksek
bulunurken, glukoz ve AST verileri bakimmdan cinsiyetler arasinda bir anlamli bir fark

goriilmedi.

_Tablo 6 : Saglikl Grupta Lipid Parametrelerinin C insiyetlere Gore Dagilimi

n= 152 Referans araligy n= 102 Referans arahigt

. Ortalama+SD (%3-95) rtalama+SD  (%5-95)
TK (mg/dL) 187+38 116-245 181 +32 128-239
HDL-K (mg/dL) 47+£9* 32.6-66 59.4+13 38-85
LDL-K (mg/dL) 124+36° 64-180 115431 66-179
TG (mg/dL) 107 + 52° 45-217 81 +30 37-138
Apo Al (mg/dL) 135 £22° 101-177 153 +23 116-198
Apo B (mg/dL) 93 +25° 53-131 85+22 48-128
Lp(a) (mg/dL) 19.2+15 9-55 223+183 9-69
TK/HDL-K 40+1° 2.5-6 32408 2.1-4.5
ApoA/ApoB 1.540:5 0.94-2.56 1.9+0.7 1.1-3.1

a: p<0.05 :(Mann Whitney U testine gore)
b: p<0.05 : (student t testine gore)

Saghkhi grupta lipid parametrelerinin cinsiyetlere gore dagilim tablo 6°da

gosterilmisti. TK ve Lp(a)

degerleri cinsiyetler arasinda anlamh derecede farklilik

gostermezken, HDL-K, LDL-K, TG, ApoAl, ApoB, TK/HDL-K, ve apoAl/ApoB degerleri
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cinsiyetler arasinda anlamli derecede farkliik gostermektedir. HDL-K, ApoAl ve
ApoAl/ApoB orani kadinlarda erkeklere gore daha yiiksek bulundu.

Tablo 7: Saglikli Grupta PON aktivitesi, HDL-K, oLAb ve PON/HDL-K’nin Cinsiyetlere
_Gore Dagilimi

Erkek Kadin
n=152 n=102
Referans araligt Referans araligt
e Ortalama+SD (%3-95) ~ Ortalama+SD ~ (%3-95)
PON aktivite (nmol/mL/dk) 40.6 + 26 14.4-97 449 +28 15-110
HDL-K (mg/dL) 47+9* 32.6-66 59.4+13 38-85
oLAb (mU/mL) 175:&113 35-425 182+ 113 40-425
PON/HDL-K 0.88+0.5 0.3-2 0.77+ 0.4 0.2-1.8

a: p<0.05 : Mann Whitney U testine gore

Saghkli grupta PON1 aktivitesi, HDL-K, okside LDL antikoru (oLAb) ve PON
aktivitesinin HDL-K’e oram1 (PON/HDL-K) tablo 7’te gosterilmigtir. HDL-K, erkek ve
kadmlar arasinda anlamli derecede farklilik gosterirken diger parametrelerin
kargilagtiriimasinda anlaml bir fark bulunmad.

Tablo 8: Saglikli Grupta Genotipik Dagilima gore PON aktivite, HDL-K, PON/HDL-K
ve oLAD Diizeyleri

QQ QR RR P*
n= 144 ) n=88 n=2

(3]

PON aktivite (nmol/mL/dk) 28.8 + 14.7 59.2+28.2 64.1+37.4 0.001

HDL-K (mg/dL) 50.7 £12.2 544+13 50.5+13.7 AD
PON/HDL-K 0.59+0.34 1.13£0.5 1.24 £ 0.6 0.001
oLAb (mU/mL) 185+ 114 177 £111 131 £ 105 0.045

* Kruskal Wallis testine gore
AD : Anlamli Degil

PON aktivitesi, HDL-K, PON/HDL-K orami ve oLAb degerlerinin PON1 Q192R
polimorfizmine ait allelere gore dagilimlar tablo 8’de gosterilmistir. PON aktivitesinin
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genotipler arasindaki dagilimlarmm anlaml derecede farklilik gosterdigi bulundu. PON
aktivitesinin QQ genotipinde diigiik, QR’de yilksek ve RR’de ise en yiiksek aktiviteye sahip
oldugu goriildii. HDL-K diizeyleri genotiplere gore farklilik gostermemektedir. PON/HDL-K
oram RR genotipinde QR ve QQ genotiplerine gore anlamh yiiksek bulundu. oLAb diizeyleri
ise tam tersi bir dagilim gostermektedir (QQ’da en yiiksek, QR’de yiiksek ve RR’de diisiik).
QQ genotipinde en diisik PON aktivitesine kargilik en yiiksek oLab diizeyi elde edildi. Diger

genotipler arasinda ise bu iki parametrede ters bir seyir gozlendi.

Tablo 9 :Saglikli Grupta Genotiplerin Dagilimi ve Allel Frekansi (n= 254)

QQ QR RR Q¥ R*
. n®%) %) (%)
144(56.7)  88(34.6) 228.7) 073 027

* Hardy-Weinberg esitligine gore hesaplandi.
y:

Saglikli grupta Q192R polimorfizmine ait allelerin dagilimi ve allel frekansi tablo 9°de
verilmigtir.
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Saghkl: grupta lipid parametreleri, PON aktivitesi ve oLAb arasindaki korelasyonlar
Tablo 10°da gosterilmigtir. Tabloda, beklenildigi gibi baz: lipid parametreleri arasinda giicli
iligkiler mevcuttur. TK, LDL-K ve ApoB ile; HDL-K Apo Al ile; LDL-K Apo B ile giiglii bir
sekilde pozitif korelasyon gostermektedir. TK’iin HDL-K, TG ve Lp(a) ile daha zay:f
korelasyonlar1 gézlendi. TG’in HDL-K ve Apo Al negatif korelasyonu mevcuttur. Bununla
beraber PON aktivitesinin HDL-K ve PON/HDL-K oram ile pozitif korelasyon, TK/HDL-K
ile negatif korelasyon gosterdigi tespit edildi.

4.2. Kontrol ve KAH Gruplarinda Cinsiyetlere Godre Ortalama Degerler ve
Anlamhhklan

Demografik verilerin kontrol ve KAH grubunda cinsiyetlere gére kargilagtirmasi
tablo 11°de verilmigtir. Gruplarda cinsiyetlerin kendi aralarinda ve diger gruplardaki
hemcinsleri ile kargilagtirmalarinda anlamh bir farklilik goriilmedi.

Table 11: Kontrol ve KAH grubunda Demografik Verilerin Kargilagtirdmast

Kontrol Grubu KAH Grubu
Erkek Kadin Erkek Kadin
=90 n=24 n=176 n=25

Ortalama+SD Ortalama+ SD Ortalama+SD Ortalama+SD

Yas (yil) 51+9 54+8 51+8 59+ 8
BMI(kg/m®)  26+2 25+2 26+4 27+3

BMI : Body Mass Indeks (viicut kiitle orani)
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Kontrol ve KAH gruplarinda lipid parametrelerinin kargilagtemasi tablo 12°de
verilmistir. TG, Apo B, TK/HDL-K diizeyleri kontrol grubu erkeklerinde kadmlara gore
anlamh yiiksek bulundu. Buna karsilik HDL-K, Apo Al ve ApoAl/ApoB diizeyleri kadinlarda
erkeklere gbre anlamli derecede yikksekti. TK ve Lp(a) diizeyleri kadinlarda daha yiiksek
olmasma karsin anlamh degildi. Kontrol grubu erkekleri ile KAH grubu erkekleri
kargilastimldiginda TG, Apo B ve TK/HDL-K seviyeleri KAH grubu erkeklerinde anlamh
derecede daha yiiksekti. Buna karsilik Apo AI ve Apo Al/Apo B seviyeleri kontrol grubu
erkeklerinde anlamli bigimde yiiksek bulundu. Kontrol ve KAH grubu kadinlar1 arasinda
yapilan karsilagtirmada TG, TK/HDL-K seviyeleri KAH grubu kadinlarinda anlamh bigimde
yiiksekti. Kontrol grubu kadnlarinda ise Apo Al ve ApoAl/ApoB diizeyleri anlamli derecede
daha yiiksekti KAH grubunda kadin ve erkekler arasindaki karsilagtrmada ise ApoAl
seviyesi kadinlarda erkeklere gére anlamli derecede daha yiiksekti.
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Kontrol ve KAH gruplarinda lipid parametrelerinin genotiplere gbre dagilimi tablo
13°de verilmistir. Kontrol grubu QQ genotipi ile KAH grubu genotipi arasinda TG, HDL-K,
Apo Al, TK/HDL-K ve Apo AI/ApoB parametreleri arasinda anlamh farkhiliklar bulundu.
HDL-K, LDL-K, Apo Al ve Apo AI/ApoB oram kontrol QQ genotipinde anlamli yiiksekti.
Kontrol grubu QR genotipi ile KAH grubu QR genotipi arasinda TG, ApoAl, TK/HDL-K ve
Apo Al/ApoB parametreleri arasinda anlamhi derecede farklihk vard. Apo Al ve
Apo Al/Apo B degerleri kontrol grubu QR genotipinde KAH grubu QR genotipine gére
yliksek, TG ve TK/HDL-K degerleri ise diigiiktii. Kontrol grubu RR genotipi ile KAH grubu
RR genotipi arasinda TG, Apo Al, TK/HDL-K ve Apo Al/ApoB degerleri arasinda anlaml
farkhlik goriildi. Apo Al ve Apo Al/Apo B degerleri kontrol grubu RR genotipinde yiiksek
TG ve TK/HDL-K diizeyleri ise diisilikt.
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Kontrol ve KAH gruplar1 arasinda cinsiyetlere gore PON aktivitesLHDL-K,
PONaktivitesi/HDL-K ve oLDL ’nin karsilagtiriimasma ait sonuglar tablo 14’te gsterilmigtir.
PON aktivitesi kontrol ve KAH gruplar: arasinda anlamh bir farklilik gostermemektedir.
Kontrol grubunda HDL-K ve oLADb erkeklerde kadnlara gore anlamh derecede diisiik
bulundu. HDL-K, KAH grubu erkeklerine gére anlamli derecede yiiksek, oLAb diizeyi ise
diigiiktii. Kontrol grubu kadmnlarinda ise HDL-K diizeyleri KAH grubu kadmlarma gore
anlaml yiiksek, PONaktivite/HDL-K ve oLAb diizeyleri anlamli derecede diisikti. KAH
grubunda PON aktivitesi erkeklerde kadinlara gére anlamh yiiksek bulundu.
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Kontrol ve KAH gruplarinda PON aktivitesi, HDL-K, oLLAb ve PONaktivite/HDL-K
oranlar1 tablo 15°te verilmigtir. Kontrol grubu QQ, QR-RR genotipleri arasinda PON
aktivitesi bakimmdan anlamh bir fark goriildii. Aktivite QQ genotipinde diBerlerine gore
anlamli derecede diigiiktli. Buna kargihk KAH ve kontrol gruplar1 arasinda PON aktivitesi
bakimindan yalmzca QR genotipleri arasmda anlaml bir fark bulundu. HDL-K diizeyleri
kontrol grubunun QQ ve QR genotipleri ile KAH gurubunun QQ ve QR genotiplei arasinda
anlamh derecede farkliydi oLAD ise kontrol grubunun RR genotipi ile QQ-QR genotipleri
arasinda anlamli farkhlik gdsterirken, her bir genotip KAH grubunun kendilerine kargilik
gelen genotiplerinden anlamli derecede diigiiktii. PON/HDL-K oram kontrol grubu QQ
genotipinde KAH gurubu QQ genotipine gore anlamli digiiktli. KAH grubunda PON
aktivitesi her bir genotip i¢in anlaml derecede farkliydi. PON/HDL-K oram QQ genotipinde
digerleine gbre anlamh diigtiktii.

Tablo 16 : Kontrol ve KAH Gruplarinda Genotiplerin Dagilimi ve Allel Frekans:

Oranlar1
Kontrol Grubu (n=114) KAH Grubu (n=101) P
n (%) n (%)
QQ 72 (63) 55 (55) AD
QR 31(27) 37 (36) AD
RR 11 (10) 9(9) AD
QR 0.76/0.24 0.73/0.27 AD

AD : Anlaml degil

Kontrol ve KAH gruplar1 arasinda genotipik dagilm ve allel frekansi bakimindan
anlamh bir fark gortilmedi.
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KAH grubunda lipid, lipoprotein ve apolipoprotein parametreleri PON aktivitesi ve
oLAb arasindaki korelasyonlar: tablo 17°de verilmistir. Beklenildigi gibi lipid, lipoprotein ve
apolipoprotein parametreleri arasinda gliclii korelasyonlar goriildii. Total kolesterol ile TG,
LDL-Kve Apo B arasinda giiglii korelasyonlar bulundu. HDL-K ile TG arasinda negatif
korelasyon goriildii. LDL-K ile L(a) ve Apo B arasinda korelasyonlar bulundu. oLAb ile TG
ve Apo B arasinda pozitif korelasyon, PON aktivitesi ile LDL-K ve Apo B arasinda negatif
korelasyon tespit edildi.



5. TARTISMA

5.1. Metodlarin Tartismas:
5.1.1. Calisma Grubunun Olusturunlmasi

Calismamizda. saghikli calisma erubu (n= 254). bu salikh erup icinden KAH grubu
ile karsilastirilmak {izere bir kontrol grubu (n=118) ve KAH grubu (n=101) olmak {izere fic
grup olusturuldu. Yas ve cinsivetin koroner arter hastali¥inda 6nemli risk faktorleri olarak
tammmlanmas sebebi ile KAH ve kontrol grubu arasinda bu kategorilerde farkhilik olmamasina
dikkat edildi. Saglikhi erubun gecerliligini tevit amacivla klinik hikave. glukoz. kan fire azotu
(BUN) ve kreatin gibi bivokimva parametrelerinin tavini ve viicut kitle oram (BMI). sistolik
ve divastolik kan basinclari ve bel kalca oranlarinin 8lciimii vapilds

& 1 92 PON ALktivitecinin Relirlenmesi *

PON hem paraoksonaz hem de aril esteraz aktivitesi gdsteren tek enzimdir. PON1
paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri hemen hemen tiim calismalarda spesifik substratlar:
olan paraokson ve fenil asetat kullanilarak gerceklestirilmistir. Cahsmamizda literatirlerde
genel olarak kullanilan paraoksonaz aktivite tayin vontemi kullamlmistir. Bununla beraber
PON aktivitesinin belirlenmesinde kiitle tavini vapan calismalar mevcuttur ( 49.50). Kiitle
tayini aym zamanda PON miktarmin KAH grubu ile saglikhi grup arasinda farkh olup
olmadiginin karsilastirilmas: bakimindan da dnem tasr. Kiitle tavini icin gereken PON’a
spesifik antikorlarmn ticari olarak tavin kitleri satis1 bulunmadigindan bu analizler vapilamadi.

5.1.3.PON Gen Polimorfizminin Tavini

DNA izolasvonu Miller’in “salting out” prensibine davanarak gelistirdifi metoda gbre
vapild. Bu metodta, fenol ekstraksivon metodundaki gibi fenoliin ortamdan veterince
uzaklastirilamamasma bagh olarak gorillen DNA kavbi ¢ok daha az olup DNA’min saklanma
stiresi daha fazladir. Hazir DNA izolasyon kitleri ile vapilan izolasyonlarda elde edilen DNA
miktar1 vine az olup bu kitlere gore calismamizdaki metot son derece ucuzdur.
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PON1 QI192R gen polimortizmi nokta mutasyonudur. Nokta mutasyon tayininde pek
cok metod kullamlmaktadir, Onemli olan, nokta mutasyonunun daha dnceden tanimlanmis
olup olmadifidir. Metodun secimi buna gore vapilir. Bilinen nokta mutasyonlar1 tespit
metodlar: arasinda restriksiyon fragment analizi (RFLP), allel spesifik oligoniikleotid (ASO),
allel spesifik amplifikasyon (ASA), tek niikleotid primer uzamasi sayilabilir. Baz1 metodlarin
radyoaktif 6zellikte ve pahali olmast kullammlarm kisitlamaktadir. Restriksiyon fragment
analizi (RFLP) nokta mutasyonu tayinlerinde en yaygin kullamlan metodtur. Literatiirlerde,
Humbert ve arkadaslarmin kullanmis oldugu dot blot analizi disinda tamamen RFLP
kullanilmugtir. Cahsmamizda kolay ve kaliteli sonuclar1 agismndan RFLP ySntemini tercih
edildi. RFLP sonunda driinlerin degerlendirilmesi igin yapilan elektroforez igleminde,
kullanilan jel tipleri literatiirlerde farklilik gdstermekteydi. Literatlirde agaroz ve
poliakrilamid jel elektroforez uygulamalari vardi. Enzim kesimi sonucunda RR genotipi, 66
ve 33 bp’lik iki pargaya ayrilmaktadir. Ozellikle 33 bp’lik parcanin agaroz jelde tespit
edilmesi giigtiir. Calismamizda ayrma giicii daba yliksek olan nusieve agaroz kullanmilarak bu
problem ¢6ziildi.

5.1.4.0kside LDL Antikoru (oL Ab) Tayini:

Literatlirde subendotelyal LDIL oksidasyonunun goOstergesi olarak en yaygin
kullanilan metod oLAb tayinidir. Calismamizda da oLAb tespiti ELISA ydntemi ile hazir kit
kullanilarak gerceklestirildi. LDL oksidasyonuna kargi olusan otoantikorlarm, IgG ile dolayl
olarak tayini prensibine dayanan bu metodta da LDL’yi okside edici ajan olarak Cu™
kullanilmugtir. Ticari olarak ELISA ile oLAb tayini igin pek fazla segenck yoktur.
Caligmamizda daha onceki galigmalarimizin biitiinligd ve devamhiligim saglamak amaciyla
BIOMEDICA (Avusturya) firmasma ait (katalog no:BI-20032) oLAb kiti kullamld.

5.2.Bulgularin Tartiymas:

Saglikli grupta lipid parametreleri :

Lipid parametrelerinin normal sinirlari ve KAH igin risk degerleri NCEP’in (National
Cholesterol Education Program) son agiklanan kritelerine(51) gére (NCEP III) tablo 18 ‘de

verildi. Saglikli ¢ahgma grubunun lipid parametrelerinin degerleri NCEP III kritelerinin
normal smirlan igindedir. Bununla beraber saglikl grupta kadin ve erkek arasinda anlamli
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farklilhiklar mevcuttur. Buldugumuz lipid parametreleri, benzer yas grubu dikkate alindiginda
Tiirk kardiyoloji vakfinin gergeklestirdigi ve Tiirkiye’nin 7 bolgesini kapsayan TEKHARF
¢aliymasmin Tirkiye geneli sonuglar1 ile uyumludur (1). Bununla beraber, TEKHARF
¢alismasinin Karadeniz Bolgesi’ne ait TK degeri (E:209 mg/dL, K:216 mg/dL) ¢alisgmamizda
buldugumuz TK degerine gore(E: 187 mg/dL, K:181 mg/dL) yiiksektir. HDL-K diizeyleri ise
¢alismamizda TEKHARF’in sonuglarma gore her iki cinsiyette de yiiksek bulunmugtur. Bu
fark saglikli ¢aliyma grubumuzun Trabzon ve gevresi agirlikli olmasi, TEKHARF’ 1 ise tiim
Karadeniz B&lgesi’ni kapsayan bir drnekleme gitmesi ile kismen agiklanabilir. Nitekim
saghkh grubumuza ait lipid parametrelerimiz ayni bSlgeyi kapsayan daha 6nceden yapilmig
diger ¢aliymalarn lipid verileri ile paralellik gostermektedir . Orem ve ark.’nin aym bglgedeki
benzer bir ¢aligma grubunda elde ettifi veriler ile saghkli grubumuzun verileri drtiigmektedir
(52,53).

Tablo18 : NCEP III kriterleri

Parametre Degerler Yorum
TK
mg/dL <200 Normal
200-239 Smirda yiiksek
=>240 Yiiksek
LDL-K
mg/dL <100 Normal
100-129 Normale yakin
130-159 Siirda yiiksek
160-189 Yiiksek
=>190 Cok yiiksek
TG
mg/dL <150 Normal
150-199 Smirda yiiksek
200-499 Yiiksek
=>500 Cok Yiiksek
HDL-K
mg/dL <40 Diisiik

>60 Yiiksek
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Kontrol ve KAH Grubunda Lipid Parametreleri :

TK ve LDL-K, yiiksek degerleri 6nemli KAH risk faktorleri olmasina kargihk KAH
grubunda NCEP III kriterlerine gore normal smurlar iginde ¢ikmmstir ve kontrol gurubu ile
farkhilik g6stermemektedir. Bununla beraber beklenildigi gibi diger risk faktorleri bakimindan
anlamli farkliiklar mevcuttur. TK/HDL-K oraninin 5.5°¢ egit veya yiksek olmasi, diisiik
HDL-K (<40 mg/dL), Apo Al/Apo B oranimn 1°e yakin olmasi, 6nemli KAH risk faktorleri
olup KAH grubumuzda mevcuttur. Yiiksek TG diizeylerinin 6zellikle diigtik HDL-K'niin eslik
ettigi durumlarda KAH i¢in 6nemli bir risk faktSrii oldugu son yillarda yapilan galismalarla
gosterilmistir. KAH grubunun kadin ve erkeklerindeki TG diizeyleri kontrol grubundaki
hemcinslerine gére oldukga yitksek bulunmugtur. Yas ve cinsiyetin lipidler izerinde etkili
faktorler oldugu bilinmektedir. Caliyma gruplarimizda yas bakimmndan kadin ve erkekler
arasinda bir farklilik yoktur. Erkek cinsiyetin daba yiiksek KAH riski tagidig belirtilmektedir.
Bu etki nisbi risk olarak degerlendirildiginde(54), lipid parametreleri normal smirlar i¢inde
¢ikmis olan saghkh galigma ve kontrol gruplarmin cinsleri arasinda gériilmektedir.

PON Aktivesi :

Saplikli caligma grubumuzda PON aktivitesi erkek ve kadmlar arasinda anlamh bir
farklilik gdstermemektedir. KAH grubunda ise erkek ve kadnlar arasinda PON aktivitesi
kadinlarda anlamli derecede yiiksekti. PON, batili devletlerde elde edilen ¢aligmalara ait
literatiirlerdeki PON1 aktivitelerine gére her iki cinsiyette de diisiik degerlerdeydi (48,50).
Azizi ve ark’nmn Iran’da yaptiklan galigmalarda(55), Azarsiz’m (56) ve Kural’m (57) Tiirk
populasyonu {izerindeki ¢aligmalarinda ise gahgmamzda buldugumuz PON aktivitesine
benzer diizeyde degerler bulunmugtur. Cinsiyetin PON aktivitesi tizerine etkisine ydnelik
cahsmalarda cinsler arasinda genel olarak anlamh bir farkhlik gorilmemistir . Natalia ve
arkadaglar’’mn PON aktivitesini etkileyen faktorleri belirlemek tizere yaptiklar: bir cahigmada
aktivite fizerinde en etkili faktérler olarak genetik polimorfizm, serum TK ve HDL-K
diizeyleri ile sigara gOsterilmigtir (58 ).

PON1 %90 oraninda HDL yapisinda bulunmaktadir. Dolayis: ile HDL konsantrasyonu
ile alt tiplerinin PON aktivitesi ile iligkili olabilecegi diigtiniilebilir. Seres ve arkadaglarimn
yaslanma-HDL-K ve PON aktivitesi ile ilgili galigmalarinda yas-PON aktivitesi, yas-HDL-K
konsantrasyonu ve yag-PON aktivite/HDL-K grafiklerinde benzer dagihimlar gézlemlenmigtir
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(59). Saglikhi galiyma grubumuzun genotipleri arasinda HDL-K bakimindan bir farklilik
yoktu. Buna karsilik, PON aktivitesi/HDL-K oran: genotiplerin PON aktiviteleri ile paralellik
gOstermektedir. KAH grubunda da genotiplerde HDL-K oranlar1 anlamh farkliik
gostermezken PONaktivite/HDL-K oram genotiplerin aktiviteleri ile paraleldi. Bu durum
HDL-K’niin tek bagmna ¢aligmamizda PON aktivitesinin belirlenmesinde 8nemli bir rolii
olmayabileceZini géstermektedir.

PON Aktivitesinin KAH ile Iligkisi :

Caligmamizda saglikli ¢aligma grubumuz, kontrol grubu ve KAH grubu arasinda
PON1 aktivitesi bakimindan anlamh bir farkhlik goriilmedi. Kontrol grubu ile KAH
grubundaki diger genotipiler karsilastirildifinda yalnizca kontrol grubunun QR genotipi,
KAH grubunun QR genotipine gére anlamli derecede yliksek PON aktivitesine sahipti. Bu iki
grup arasinda HDL-K seviyesi kontrol QR’de daha yiiksek, oLAb ise daha diisik seviyede
olup sadece bu genotipler arasinda Mackness’in bulgularina uyan bir sonug vardi(60). PON
aktivitesi ile KAH arasindaki iligkiyi agiklamaya yonelik ¢aligmalarda ¢ok farkli sonuglar
elde edilmigtir. Baglica Aviram, Mackness ve arkadaglari, paraoksonaz aktivitesinin koroner
arter hastalarinda anlamli derecede diisiik oldugunu belirtmigler ve hatta bunun bagimsiz bir
risk faktrii olabilecegini sdylemislerdir(41,42). Buna kargihk Azizi (55) ve Ruiz(61) ise PON
aktivitesi ile KAH arasinda anlaml bir iligki bulamamuglardir. Aviram, agagidaki Snemli
bulgulara dayanarak paraoksonazin antiaterojenik oldugunu sdylemektedir:

1-  In vitro kosullarda Cu*? indiiklii LDL oksidasyonunda ortama HDL veya saflagtmlms

PON igeren serum eklendiginde oksidasyon anlamh bigimde inhibe olmaktadir.

2- PON1’ e spesifik yarigmasiz inhibitdr varhginda HDL’nin oksdiasyonu artmaktadir
(42).

Hemen hemen biitiin ¢aligmalarda PON1’in KAH’a kars1 koruyucu roliinii belirlemek
i¢cin LDL'nin oksidasyonu tespit etmek esas abmmugtir. Okside LDL'nin son asamasmda en
Onemli gbstergesi oLDL'ye kars1 olusan otoantikorlardir. Caligmamizda da PON aktivitesini
degerlendirmek amaci ile oLAD tayini yapildi. oLAb diizeyleri ile saglkh galigma grubu,
kontrol ve KAH gruplarinda PON aktiviteleri kiyaslandiginda kontrol grubu ile KAH grubu
arasinda anlaml: farklilik tespit edildi. KAH grubunda cinsiyetler arasinda anlamh bir farklihik
yokken kontrol grubunda kadmlarda erkeklere gore anlamh bigimde yliksekti. Bu grupta
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enzim aktiviteleri erkeklerde kismen daha yiiksek ancak HDL-K oram daha diisiiktii. PON
aktivitesi/HDL-K oram ise erkeklerde anlamli derece yiiksekti. oLAb diizeyindeki bu farklilik
iki grup arasinda PON aktivite/HDL-K oranina ve birey sayisimn farkh olmasmna bagland.

oLAb diizeyleri saglikhi galisma ve kontrol gruplarmda genel literatiir verileri ile
uyumluydu. KAH grubundaki oLAb diizeyeleri ise literatlirdeki KAH gruplarinin oLAb
diizeylerine gore kismen diigik seviyede idi. Kural ve ark.’mmn dislipidemili bir grup
{izerindeki ¢aligmalarinda bulduklari oLAb diizeyleri ile uyusmaktayd:i. Bununla beraber
KAH gruplarindaki oLAb dﬁzeyleri oldukga farkh seviyelerde bulunmaktadir. Bunun sebebi
KAH’nin derecesi ile alakali olabilecegi gibi bu gruplardaki hastalarin bagka patolojik
tablolara sahip olup da oLAb seviyelerini etkileyebilir.

PON1 QI92R Polimorfizmi ve KAH ile Iligkisi :

PON1 polimorfizmi PON aktivitesini belirleyen en Snemli faktdrdiir. 192. pozisyonda
Q (glutamin : A alleli) ve R (arginin: B alleli) allellerinden birinin bulunmasi enzim
aktivitesinde 8 kata varan farklilifa neden olmaktadir. Caligmamizda saglikh caliyma
grubunda QQ ve RR genotipleri arasinda ii¢ kata varan farklibk gézlendi. Saghkl ¢aligma
grubumuzda genotiplere gore PON1 aktivitesi §yle swalanmaktadm: QQ en disiik
aktivite(28.8 nmol/mL/dk), QR yliksek aktivite(52.2 nmol/mL/dk) ve RR en yiksek
aktivite(64.1 nmol/mL/dk). Kontrol grubunda ise QR genotipi RR genotipinden hafif yiiksek
tespit edilmistir. KAH grubunda aktivitenin genotiplere gore degisimi ise safhklh ¢aligma
grubumuz ve genel literatiir ile uyumludur ( 35).

PON1Q ve PONIR alloenzimlerinin ikisinin de LDL’yi oksidasyona kars1 koruduklar1
in vitro ¢aligmalarla gdsterilmistir. Aviram PON1Q’nun Cu'? indtkli LDL oksidasyonunu
%60’a varan bir seviyede azalttigim, oysa PONIR alloenziminin aynm1 konsantrasyonunun
oksidasyonu %40 azalttifim tespit etmisti. PON1Q’nun LDL oksidasyonunun hemen
baslangicinda ortama eklendiinde oksidasyonu daha etkili blokladifim, oysa PONIR’nin
reaksiyon baglangicindan 1 saat sonra etki gosterdifini bulmustur. Bu verilere dayanarak bu
iki allelin farkh substratlar Gzerinde etkili oldugu ya da serbest radikallere ve dolayis1 ile LDL
oksidasyonuna farkh sekilde cevap verdiklerini ifade etmistir (42,62). Diistik aktiviteli Q
allelinin lipid peroksitleri metabolize etme aktivitesi ise R’ye gore daha yiiksektir (4) Buna
gore Q allelinin R alleline gore oksidasyona kars1 koruyucu roliintin daha yliksek oldugu ileri
stiriilmektedir. (63-65). Q alleli diigiik, R alleli ise yiiksek PON aktivitesine sahiptir . Biitiin
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bu verilere dayanarak QQ genotipinin KAH’na kars1 koruyucu roliiniin RR genotipine gore
daha yiiksek oldugu s8ylenebilir.

Bu calismada QQ, RR, ve QR genotiplerindeki oLAb diizeylerine bakildiginda,
kontrol grubunda en diigiik oLAb diizeyi RR polimorfizminde gdzlenirken, QQ ve QR'de
yaklagik %70-80 daha yiiksck oLAb diizeyleri gozlenmektedir. RR'deki diistik oL.Ab diizeyi
literattirle uygunluk gostermeyip tersine, yliksek PON aktivitesine ragmen disiik oLAb
diizeyine sahiptir. Ayn1 tablo KAH grubunda incelendiginde her grup polimorfizm arasinda
oLAD diizeyi bakimindan rakamsal bir farklilik gozikkmemektedir. Bu da PON'un HDL-K
disginda bagka faktorlerden de etkilenebilecegini gostermektedir. Buna dayanarak PON
aktivitesi, plazma HDL diizeyi ve oLAb diizeyleri arasinda polimorfizme bagh baska
faktorlerin de etkisi olabilecegi kanaatimiz olugmustur.

Paraoksonaz Q192R gen polimorfizminin KAH ile iligkisini agiklamaya yonelik pek
¢ok g¢alisma yapilmgtir. Bunlarin sonuglar: da oldukga farklhilik gdstermekle birlikte Aviram
ve Mackness’1n tersine sonuglarin bliylik ¢oguniugu Q192R polimorfizmi ile KAH arasinda
anlamh bir iligki olmadigim g6stermektedir

Tablo 19: KAH gruplarmda PON1 Q192R polimorfizmi iligkisine yonelik ¢aligmalar

Populasyon ~ KAH/Kontrol R Alleli (%) P Genotip Kaynak
kargilagtirmasi

ABD 223/247 44(31) 0.0001 RR/QR>QQ 44
Fransa 1717267 35(26) 0.0001 RR/QR>QQ 61
Finlandiya 380/169 26(26) AD 46
Ingiltere 440/527 30(30) AD 67
Italya 310/142 30(27) AD 47
Almanya 1000/1000 27(27) AD 43
Japonya 134/252 62(60) AD 68
Japonya 75/115 75(59) 0.002 RR>QR/QQ 69
Cin 218/218 64(65) AD 45
Hindistan 122/125 43(33) 0.014 RR/QR>QQ 45
Tirkiye* 96/105 38(31) AD 71
Tirkiye** 101/114 28(28) AD

* Aynacioglu ve ark.
**Bu ¢aligma
AD :Anlamh degil



Caliymamizda da saglikli galigma ve kontrol grubu ile KAH grubu arasinda
genotipik olarak anlamli bir farkhilik gériilmedi. Bu sonug bu konuda lilkemizde yapilmig
genotip ¢aligmalari ile uyumludur. Aynacioglu (70), ve Karakaya (71 ), Tiirk populasyonunda
PON1 Q192R polimorfizmi ile KAH arasinda anlaml bir iligki bulamamiglardir.

Bazi aragtirmacilar PON1 gen polimorfizminden ziyade PON aktivitesindeki
faklihigin KAH igin daha 6nemli 8nemli oldugunu ifade etmektedir (49 ). Sentez sonrasi post
translasyonel modifikasyonlarin enzim aktivitesini belirleyebilecegini ve bu asamadaki bir
defektin veya farkli bir uygulamanin enzimin substrata ilgisini degistirebilecegini
sOylemektedirler.

Genotiplerin dagilimi ve allel frekanslarn da toplumlar arasinda farkhihiklar
gostermektedir. Genel olarak QQ genotipi daha yiiksek bir orandadir. Bunu QR ve daha sonra
da RR genotipi takip eder. Caliymamizda da dagihm bliytkligt olarak QQ, QR ve RR
siralamasim tespit ettik. Allel frekanslar1 etnik grubun kendi i¢inde de oldukga farkh olabilir.
Ornegin Karakaya(71) , S6zman (4) ve Aynacioglu(70) yiksek Q ve diisik R allel
frekanslarini bulmuslardir. Caligmamizda bu ii¢ ¢aligmayla uyumlu olarak yliksek Q ve diisiik
R allel frekanslar tespit ettik (Tablo 9). Karakaya ve S8zmen PON enzim aktivitesi ve
genotiplere gére dagilimlari ile allel frekanslarm Aynacioglu ise  Q192R polimorfizminin
genotipik dagihimim ve Q ve R allel frekanslarim aragtirmigladir. Karakaya ayrica genotipik
dagilim1 tuz konsantrasyonundaki fenotipik farkhiliia dayanarak tespit etmis ve bunlarmn lipid
ve lipoprotein parametreleri ile arasindaki iliskiyi incelemistir. Azarsiz ise kontrol, KAH
hastalar1 ve KAH olmayan hastalar olmak {izere ti¢ grupta PON aktivitesini, lipid ve
lipoprotein parametrelerini ve TBARS ile MDA &lgiimii yontemi ile LDL oksidasyonunu
karsilagtirmugtir. Cahisma gruplarimiz, bu galigmalardaki gruplara gore daha fazla olup bu
¢alismalarin  kombinasyonunu igermektedir. Bu ¢aliymalarm hicbirinde oLAb tayini
yapiimamugtir.

Paraoksonaz polimorfizminin ¢alisma alanlan gittikge artmaktadir. Ornegin miyokard
infarktiisti ile iligkisi {izerine yapilan galigmalarda polimorfizm ile MI riski arasinda farkh
sonuglar elde edilmistir. (72,73)

Paraoksonazin promoter polimorfizmi tespit edilmis olup (74), polimorfimin bu tipinin
PON aktivitesi ve KAH ile iligkisini agiklayan yeterince ¢aligma yoktur.



b)

c)

6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar
1-Saglikl galigma grubunda :
Lipid parametrelerinden HDL-K, her iki cinste de, iilkemizde yapilmig en kapsamli
cahgmalardan olan TEKHARF c¢aligmasindaki HDL-K diizeylerinden yiiksek
bulundu.TG degerleri ise TEKHARF’daki degerlere gére daha diigiiktii. Diger lipid
parametreleri arasmda bir fark yoktu.
PON aktivitesinin saglikli caligma grubundaki genotiplere gore dagilinm, etnik gruplar
tizerinde yapilan galigmalarda elde edilen dagihmlara uygunluk géstermektedir. QQ
genotipi disiik, QR yiiksek, RR ise en yiiksek aktiviteye sahipti.
QQ genotip dagilim sikhii en fazlaydr (%56.7). Bunu QR (%34.6) ve RR
izlemekteydi (%8.7).
Q allel frekansi 0.73, R allel frekans1 0.27 olarak bulundu.
2- Kontrol ve KAH gruplarini kargilagtirmasinda :

Kontrol ve KAH gruplar: arasinda lipid profili klasik literatiir bilgileri ile uygunluk
gostermekteydi.

KAH ve kontrol gruplarinda aym genotipler arasinda PON aktivitesi bakimindan
anlamh bir farklihk yoktu.

Kontrol grubunda QR, KAH grubunda RR genotipleri en yiiksek PON aktivitesine
sahipti.

d) KAH ile PON aktivitesi ve Q192R gen polimorfizmi arasinda bir iligki goriilmedi.

€)

Her iki grupta da QQ genotip dagilimi en fazla idi. Bunun sirasi ile QR ve RR
genotipleri izledi.

Q/R allel frekanslar: kontrol ve KAH grubunda sirasi ile 0.76/0.24, 0.73/0.27 seklinde
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. Bu frekanslar Italyan, Alman, Fin ve {ilkkemizde
yapilmig diger iki caliymada elde edilmig frekanslarla benzerdi.

6.2. Oneriler :

Q ve R allellerinin PON aktivitesini nasil etkilediklerine dair yeterince galigma
bulunmamaktadir. PON’un farkl: genotiplere gére aktivitesini belirleyen faktorlerin
neler olabilecegi aragtirilabilir. Son zamanlarda kegfedilen PON1 promoter
polimorfizmi ile PON1’in diger polimorfizmleri arasinda allel kombinasyonlari
olugturarak PON1 aktivitesi {izerine etkileri incelebilir.



7. OZET

Koroner arter hastalifs tiim diinyada oldukga yaygm bir hastalik olup yliksek oranda
mortalite ve morbidite etkisine sahiptir. Ateroskleroz kardiyovaskiiler hastaliklarin baghca
sebebidir. Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL), antiaterosklerotik bir lipoprotein olup koroner
arter hastalig insidans ile giigli bigimde ters bir iligki igindedir. Paraoksonaz (EC:3.1.8.1.
arildialkilfosfataz) HDL’nin yapisinda bulunan bir enzim olup LDL oksidasyonunu
engelledigi belirtilmektedir. Paraoksonaz geni (PON1), 192. pozisyona 3 farkli (QQ, QR, RR)
genetik polimorfizm gdstermektedir. Cesitli ¢aligmalarda PON1 Q192R polimorfizmi ile
KAH arasinda iligki olduguna dair sonuglar elde edilmistir.

Caliymamizda paracksonaz gen polimorfizmi ile PON1 aktivitesi, serum lipid
parametreleri ve bunlarin KAH ile iligkisinin tespiti amaglandi. Saglikli gahgma grubu (152
erkek, 102 kadmn), kontrol grubu (90 erkek, 24 kadin) ve KAH grubu (76 erkek, 25 kadin)
olmak fizere {i¢ caligma grubu olusturuldu. Bu gruplarda PON aktivitesi, lipid ve lipoprotein
parametreleri (TK, TG, HDL-K, LDL,K, Apo Al, Apo B, Lp(a), Apo Al/ApoB) okside LDL
antikoru (0LAb) ve PON aktivite/HDL-K tayinleri yapildi . PON1 Q192R gen polimorfizmi
¢ahgmasinda genotiplerin dagilimm ve allel frekansi tespit edildi.

Cahsmamizda PON aktivitesi ve PON1 Q192R polimorfizmi ile KAH arasmda
anlamh bir iligki bulunamadi. Bununla beraber literatlirlerle uyumlu olarak QQ genotipinin
disiik , QR genotipinin yiiksek ve RR genotipinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriildii.
Q ve R allel frekanslar1 (siras1 ile 0.76, 0.24) Tiirk toplumunda daha 6nceden yapilan
caligmalarla paraleldi.

Elde edilen veriler dogrultusunda PON1 aktivitesi, Plazma HDL-K ve LDL
oksidasyonu arasinda dogrudan etki olmadifi, bunlarin diginda bagka faktdrlerin de rolii
olabilecegi kanaatine varildi



SUMMARY

Serum Paraoxonase (PON1) Activity and Its Relationship with PON1
Polymorphism and Seum HDL-C Levels

Coronary artery disease is a common disease and it has high motality and morbidity
effect. Atherosclerosis is major cause of cardivasculary diseases. High density lipoprotein
(HDL) an anti atherogenic lipoprotein, is strong inverse association with incidance of
coronary artery disease. Paraoxonase (PON), (EC: 3.1.8.1) enzyme binds to HDL structure,
and suggested that PON prevented low density lipoprotein from oxidation. PON has three
different genetic polymorphism (QQ, QR, RR) on the 192. positions. Several studies have
suggested that there are relationship between PON1 Q192 R polymorphism and coronary
artery disease.

It was aimed to investigate PON1 192 gene polymorphism, PON1 activity, antibody
against oxidized LDL, serum lipids parameters and their association with coronary artery
disease. Our studies groups included total healty group ( 152 men, 102 women), control group
that obtained from total healty group sex and age matched with CAD group ( 90 men, 24
women) and CAD group (76 men, 25 women). The levels of serum TC, TG, HDL-C, LDL-C,
Apo Al, Apo B, Lp(a), Apo Al/ApoB , antibody against oxidized LDL (oLAb) and
PON activity/HDL-C were determined. We also determined PON1 QI192R genetic
polymorphism and Q, R allel frequnecy.

It was not find association assay PON activity PON1 Q192R polymorphism and
CAD. However, It was found that QQ frequency has low PON activity, QR has more high
levels and RR genotyping has highest activity. The allel frequency was 0.76/0.24 (Q/R) and
this data same the outher studies on Turkis population.

There are multifactorial interaction among plasma HDL-C, PON activity and oLAb
levels and all these parameters may play important role on development of CAD.
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