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1. OZET

Deneysel Hiperlipidemide Kan Doku Faktorii, Lipid Peroksidasyon

Uriinleri ve Sialik Asid Iliskisinin Degerlendirilmesi

Aterosklerozun gelismesinde hiperlipidemi ve hiperkoagulasyon onemli
yer tutar. Ozellikle i¢inde bol miktarda Apo B-100 bulunduran LDL-C aterom
plaklar1 i¢inde goriilmektedir.Bu ¢alismada deneysel Apo B-100 konjugat1 ilaveli ve
ilavesiz deneysel hiperlipidemi yapildi. Calismada 24 adet C57BL/6 tirii fare
kullanildi. Deney hayvanlar1 her biri 8 adet olmak tizere 3 gruba ayrildi. 1-Kontrol
grubu (n=8), 2-Hiperlipidemi grubu (n=8), 3-Hiperlipidemi + Apo B grubu. 2 ay
sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin rutin lipid parametreleri, kanda ve karaciger
dokusunda doku faktorii (TF) miktar1 ve aktivitesi, Glutatyon (GSH),
Lipidperoksidaz (LPO) ve sialik asid degerleri dlgiildii. Lipid parametleri ticari kit
ile, kandaki TF Elisa yontemi ile, karaciger dokusunda tromboplastik aktivite Quick
metodu ile, Glutatyon (GSH), Lipidperoksidaz (LPO) ve sialik asid sirasiyla, Edman,
MDA-tiyobarbitiiriik asid, Waren yontemi ile dl¢tildii.

Total lipid, Kolesterol, LDL-C degerleri kontrol grubuna gore
hiperlipidemik grupta anlamli olarak artti, LDL-C degeri Apo-B konjugati ilave
edilen grubta azalirken, total lipid ve total kolesterol degerleri artti. Kandaki TF
degerleri anlamli bir artis gosterdi, Apo B konjugati verilen grupta kandaki TF
sonuglar1 degismedi. TF aktivitesi karaciger homojenatinda hiperlipidemik grupta
hizlandi, Apo B verilen grupta sonu¢ degismedi. Karaciger homojenatinda lipid
peroksidasyon iiriinleri hiperlipidemik grupta artti, Apo B konjugati ile GSH
artarken, LPO ‘da degismedi. Karaciger homojenatinda sialik asid hiperlipidemik
grupta artti, Apo B konjugati verilen grupta sonuclar degismedi.

Anahtar Kelimeler: Hiperlipidemi, doku faktorii, Apo B-100, lipid
peroksidasyonu, sialik asid.

Bu c¢alisma Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan SAG-C-YLP-310510-0176 No’lu proje ile desteklenmistir.



2.SUMMARY

Investigation of the blood tissue factor, lipid peroxidation products and

sialic acid in experimental hyperlipidemia.

Hyperlipidemi and hypercoagulation are the major risk factor in atherosclerotic
events. Low density lipoproteins (LDLs) are the main source of lipids in the
athresclerotic plaques within the foam cells. Apoprotein B-100 (Apo-B) is the main
protein in the LDL- cholesterol (LDL-C). 24 C57BL/6 mice were enrolled into the
study. Mice were divided into three groups. Control group (n=8), hyperlipidemic
group (n=8), hyperlipidemic + Apo-B group. Mice were sacrified at the end of two
months. Blood samples and liver tissues were taken for routine blood lipid
parameters, TF in the blood.and in the liver tissues, lipid peroxidation products and
sialic acid in the liver tissues. Serum lipid parameters were determined by using
commercial kits. Blood TF values were determined by Elisa. Liver TF activities were
measured by Quick method. Glutation (GSH), lipid peroxidation (LPO) and sialic
acid of the liver homogenates were determined by using EIman, MDA-tiobarbitiiriik

asid and Warren methods respectively.

Serum levels of total lipid, cholesterol, LDL-C were significantly increased in
hyperlipidemic group, LDL-C significantly decreased in both Apo-B and LDL
conjugate given hyperlipidemic groups. Serum TF increased significantly in short
term hyperlipidemia, TF activities in the liver homogenate also increased
significantly. There was no effect Apo - B conjugates on TF values in blood and
liver homogenate. Lipid peroxidation in short term hyperlipidemia significanly
increased in liver homogenates. Apo-B conjugates affected this increased differently
sialic acid values also increased in short term induced hyperlipidemia, there was no
effect of Apo-B conjugates on sialic acid values.

Key words: Hyperlipidemia, tissue factor, Apo B-100, lipid peroxidation, sialic

acid.

This study was supported by Marmara University Scientific Research Projects
Commission, Project No. SAG-YLP-310510-0176



1. GIRIS VE AMAC

Gegmisi antik caglara kadar uzanan aterosklerozla ilgili pek ¢ok hipotezler ileri
stiriilmistiir (1,2,3). Bu hipotezlerin i¢inde koagulasyon ve damar endotelindeki lipid
birikimleri hep yer almistir (4,5,6). Giinlimiizde arteryal tromboembolismin
gelisiminde inflamasyon 6n plana ¢ikarilmistir (7,8). Fakat koagulasyon inflamasyon
iliskisi nedeniyle hemostatik sistem, arteryal tromboembolismin patogenezinden hig

ayr1 disiiniillmemistir (9,10,11,12).

Koagulasyon mekanizmasi; negatif ve pozitif feedback reaksiyonlari,
multienzim sistemleri, humoral ve hiicresel prokoagulant ve antikoagulantlari i¢inde
barmdiran kompleks bir reaksiyon dizisidir. Giiniimiizde hayati organlar tehdit eden
arteryal tromboembolismin baglica sorumlusu olarak kabul edilen koagulasyon
inflamasyon olaylarinda, ekstrensek ve intrensek koagulasyon mekanizmasinin

tetikleyicisi durumunda olan doku faktorii 6nemli bir yer tutar (10,11,12).

Doku faktori ile ilgili calismalar 1800° 1l yillarda baglamis gilintimiizde ise, bu
membran proteinin pek ¢ok metabolik faaliyet i¢inde oldugu vurgulanmistir (13-16).
1886 yilinda Wooldridge kanda bulunmayan fakat dokuda bulunan bir maddenin
pihtilasmay1 hizlandirdigini bildirmis (3) ve bu doku homojenatlar1 ¢ok diliie olarak
dahi hayvanlara zerkedildiginde ani 6liimlerin goriilmesi (17), dokuda piht1 olusturan
¢ok giiclii bir ajan oldugu fikrinin ortaya atilmasina neden olmustur (18). Bu
diisiincelerden hareketle giiniimiize gelen calismalar CD142 olarak da isimlendirilen
doku faktoriiniin kanda da bulundugunu, c¢ok yonlii fonksiyon yaptigini, sitokinlerle
iliskili olduklar1 i¢in inflamasyonun da tetiklendigini, ya da artan sitokinlerin doku
faktoriinii  etkileyerek  trombus  olusumunu hizlandirdigini  bildirmektedir
(18,19,20,21).

Ateroskleroz ve kalp damar hastaliklarinin patogenezinde lipidler 6nemli bir risk
faktoridiir. Cilinki aterom plaklarindaki makrofajlarin  lipid yiikli oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bu hiicreler kopiik hiicreleri olarak anilir. Histokimyasal

boyalarla aterom plaklarinda doku faktoriiniin arttigi da giinlimiiziin bulgular

arasindadir (7,10).



Aterom plaklarinda proinflamatuar sitokinlerin varligi, gozleri ateroskleroz ve
inflamasyon konularina ¢evirmistir. Bu noktadan bakildiginda doku faktorii acaba bir
proinflamatuar ajan m1? sorusu giindeme gelmis ve arastiricilar doku faktoriiniin

proinflamatuar sitokinlerle iliskisini incelemeye baslamislardir (22).

Kanin i¢inde dolandigi endotel hiicreleri koagulasyon ve inflamasyon arasinda
ortak bir noktadir. Inflamasyon esnasinda hasar gérmiis endotel, hem koagulasyonla
hem de inflamasyonla ilgili proteinleri harekete gecirir. Doku faktorii, trombin,
trombositler, sitokinler, kemotaksisle ilgili proteinler, adezyon molekiilleri,
trombomodilin, protein C, hem koagulasyon hem de inflamasyonun i¢inde yer alan
molekiillerdir. Burada doku faktorii hem arteryal tromboemlism olusumunda, hem de

sinyal iletim sisteminde yer aldig1 i¢in baslica rolii oynar.

Yiiksek kolesterol igeren diyetle beslenen tavsanlarda gelisen aterosklerozun

erken sathalarindan itibaren T lenfositlere rastlanmigtir (23).

Burada 6nemli olan zincirin tigiincli halkasi olarak kabul edebilecegimiz lipid
birikiminin nasil meydana geldigi koagulasyon, inflamasyon ile iligkisinin nasil

oldugunun anlasilmasidir.

Dolasimda bulunan, ya da lokal olarak endotelde bulunan endotoksinlerin doku
faktorii ekspresyonunu arttirdii bildirilmistir (24). Bokarewa ve ark (22) doku
faktoriiniin giiglii bir inflamatojenik ajan oldugu bunu da, monosit ve igindeki
kemokinleri salgilatarak yaptigini bildirmislerdir. Damar endotelinde gerceklesen bu
olaylar endotel disfonksiyonuna neden olacaktir. Bu istenmeyen olaylar esnasinda
damar i¢inde oksidatif stresin de gelismesi miimkiindiir. Biitiin bu gelismeler kandaki
kolesteroliin oksidasyonuna ve oksidlenmis kolesteroliin de bozulmus endotelden
kolayca endotelin altina kagmasi ve aterosklerotik plagin olusumunun hizlanmasinin

miimkiin olacagi giiniimiiziin {izerinde durdugu konular1 arasindadir.

Lipid peroksidasyonu hiicre gelismesi esnasinda kaginilmaz bir siirectir (6,7,25).
Burada 6nemli olan oksidatif stresin artmamasi, arttifinda hiicrenin antioksidatif
savunma sisteminin iyi ¢aligmasi ya da calismasinin gesitli metabolik degisimlerle

engellenmesidir. Bu denge olumsuz yonde ilerlediginde, istenmeyen lipid



peroksidasyon Tlriinleri ve protein modifikasyonu meydana gelir (26).Bu iiriinler
ateroskleroz patogenezinde oOnemlidir. Cilinkii peroksidasyon iirlinlerinin neden
oldugu serbest radikaller doymamis yag asidleri ile reaksiyona girer. Bu etki en fazla
kolesterol tasiyan ve Apo B iceren LDL kolesterolde goriiliir. LDL icindeki yag
asidlerinin oksidasyonu ile reaktif aldehidler meydana gelir. Bu reaktif molekiiller
proteinlerin de modifiye olmasina neden olur. Oksidasyonu yapan iki Onemli
aldehidden biri malondialdehiddir (MDA). Bu aldehidler proteinlerle kovalent bag
olusturur. Hayvan hiicrelerinde T hiicrelerinin de MDA tarafindan aktiflestirildigi
goriilmiistiir (27). Bu bilgilerden T hiicre aracilig1 ile meydana gelen inflamasyon
reaksiyonlart i¢in antijenin oksidasyonla meydana gelen aldehidler oldugu
anlagilmaktadir. MDA’ nin olusturdugu antijenle aktiflesen T hiicreleri,
aterosklerotik lezyonda inflamasyona cevap olacak sekilde aktiflesir. Serbest
radikallerle kolayca okside olan LDL partikiilleri, normal LDL’ lerin aksine,
monosit/makrofajlardaki ¢opcii reseptorleri ile kontrolsuz bir sekilde toplanir,
endotelin altinda kopiik hiicrelerini olusturur. Aterom plagiin baslangicini teskil
eden, yagl ¢izgi olarak isimlendirilen, bu durum hiicre proliferasyonuna,
ekstraseliiler komponentlerin aciga ¢ikmasina, damar duvarinda inflamatuar cevabin
baslamasina neden olur. Daha ileri sathalarda stenoz baslar, kan akimi yavaslar,

bdyle bir durumda trombofili gelismesi ve infarktiis ka¢inilmaz olur (6,7,28,29,30).

Hayvanlar1  yiiksek dozda kolesterol ile besleyerek yapilan hiperlipidemi
insandaki aterosklerozu anlamak i¢in yapilan iyi bir modeldir. Kolesterol artisi ile

kalp damar hastaliklar1 riskinin arttig1 glinlimiizde artik iyi bilinen bir konudur.

Biz bu bilgilerden hareketle, kisa siireli hiperlipidemi yapilan ve ateroskleroza
meyilli oldugu bilinen C57BL/6 tipi farelerin kanlarinda kisa siire iginde TF miktar
ve aktivitesinde, lipid peroksidasyon fiirlinlerinde bir degisim olup olmayacagini,
aterosklerozdan sorumlu tutulan LDL kolesterolun i¢ini dolduran Apo B konjugatlari
enjekte edilen hayvanlarda, inceledigimiz parametrelerin bir degisim gosterip
gostermeyecegini inceledik. Son yillarda koroner arter hastaligi olanlarda 6nemli
oldugu bildirilen siyalik asidin bu siirece nasil etkileyecegini de c¢alismamiz

kapsamina alarak bu noktada literatiire katkida bulunmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. DOKU FAKTORU

2.1.1. Doku Faktériiniin Diinii Bugiinii

Doku homojenatlarinin kan pihtilasmasini hizlandirmasi arastiricilarin uzun
yillardan beri dikkatini ¢ekmeye baslamis ve dokulardaki bu etkin madde doku
faktorii olarak isimlendirilmistir. Doku faktérii hemostatik sistemin fizyolojik
tetikleyicisidir. Pihtilagma sisteminin bugiinkii akis semasi, 1960’ 11 yillarda
pihtilasma bozuklugu olan hastalar nedeniyle sekillendigi i¢in, 1900’ li yillarin
basindan itibaren pihtilasma sistemindeki gelismeler doku faktorii yani ekstrensek
sistem merkezli olmustur. Cilinkii Alexander Schmidt 1800 lii yillarin sonunda
kandaki pihtiyr (fibrin) olusturan maddenin dokudan kaynaklandigin1 hayvan
deneylerine dayanarak ileri siirmiistiir. Bu bilgilerden yararlanan Morawitz 1905
yilinda, doku faktoriiniin baglattigi fibrin olusumunu asagida gorildiigi sekilde iki
reaksiyonla gostermistir (3).

Doku faktori
Ca++
Protrombin ——— Trombin

Trombin
Fibrinojen —— > Fibrin

1935 yilinda Quick; doku faktoriinii kullanarak halen gilinlimiiziin en ¢ok

kullanilan, kendi ad1 ile anilan, protrombin zamani (PT) testini kesfetmistir (3).

Bu tarihsel gelisim icinde doku faktorii; trombokinaz, tromboplastik aktivite
olarak anilmistir (14). 1960’ I yillarda bugiinkii pihtilagma sisteminde yer alan
proteinler ve kofaktdrler bulunus sirasina goére numaralandirilmistir. Bu
numaralamada doku faktorii iiclincii sirada yer almis ve Faktor III olarak
isimlendirilmistir.

Emekli ve Ulutin (17) tavsan beyninden elde ettikleri doku faktori ile

olusturduklart yaygin damar i¢i pihtilasmasinda Protein C’ nin etkisini gosterdiler.



Tunali ve Yarat (15) cesitli dokulardan elde ettikleri doku faktorii ile

olusturduklart yaygin damar i¢i pihtilagsmasinda bazi ilaglarin etkisini incelediler.

Giliniimiiziin modern teknolojisi ile molekiil yapis1 ve fonksiyonlar1 daha iyi
tanimlanan doku faktorii CD 142 olarak da bilinir. Gegmis yillarda doku faktoriiniin
kanda bulunmasimi diisiinmek bile yanlis olurdu. Ciinkii beyin gibi doku faktorii
yoniinden zengin dokulardan elde edilen doku faktoriiniin ¢ok az miktarlar1 bile
yaygin damar i¢i pihtilasmasi i¢in yeterli olmaktaydi. Doku faktorii in vitro
calismalarda Quick yontemiyle PT olglimiinde kullanildigi i¢in ekstrensek sistemin
faktorii olarak bilinir. Guniimiizde doku faktortinin hem ekstrensek, hem de
intrensek pihtilasmay1 baglatan ve kanda 6lgiilebilen miktarlarda bulunan bir molekiil
oldugu, ayrica sinyal iletiminde etkin oldugu bildirilmistir. Asagida bu

ozelliklerinden s6z edilmektedir.

2.1.2. Doku Faktoriiniin Bulundugu Yerler ve Molekiiler Yapisi

Hiicrede transmembran protein olarak yer alan doku faktoriiniin bulunus yerleri
devamli ¢alisma ve tartisma konusu olmustur. Onceki yillarda doku faktoriiniin
sadece ekstravaskiiler dokularda makrofajlar, monositler ve fibroblastlar tarafindan
eksprese edildigi kabul edilmekteydi. Daha sonraki c¢alismalar dokularin farkli
bolgelerinde doku faktorii ekspresyonunun oldugunu gdstermistir. Drake ve ark (31)
tarafindan yaymnlanan bir ¢aligmaya gore, cesitli dokularin doku faktorii aktivitesi
dagilimlart tablodaki gibidir (Tablo 1). Saglikli kisilerin plazma ve serumunda
Olctilebilecek miktarlarda bulunan ve inaktif olan doku faktorii, cesitli ajanlarin
etkisi ile ve patolojik durumlarda degisim gosterir. Beyin, akciger, miyokardium,
plasenta ve uterusda doku faktoriiniin fazla olmasi bu organlardaki kanamanin ¢abuk
durdurulmasi anlamina gelir. Kanama doku faktoriiniin oldugu dokularda ekstrensek
yolla, olmadig1 dokularda ise intrensek pihtilagsma yolu ile kanama durdurulur. Bu

bilgilerden dokuya spesifik hemostazin oldugu anlasilmaktadir.



Tablo 1: Cesitli Dokularda TF Ekspresyonu (31)

Deri Epidermis (+++)
Dermis ()
Barsak Mukoza (+++)
Submukoza ()
Muscularis D(+)
Damarlar Intima ()
Media D(+)
Adventisya (++)
Kapiller ()
Kalp Miyokard (+++)
Endokard ()
Kardiak kapaklar ()
Akciger Brongial mukoza (++)
Bronsial submukoza )
Alveolar septae (+)
Alveolar epitel hiicresi (++)
Alveolar makrofaj D(+)
Beyin Meninges (+)
Serebral korteks (+++)
Bobrek Glomeriiller (+++)
Tubuller )
Interstiyum (-)
Dalak Kapsul (++)
Trabekul (+++)
Splenic cord ()
Limhoid yiizeyler (-)
Karaciger Hepatositler (+)
Kupfer hiicreleri ()
Safra yolu epiteli ()
Adrenal glands Korteks ()
Medulla (+)
Periferal sinir Schwan hiicreleri (++)
Aksonlar ()
Iskelet kasi Miyosit ()
Perimisyum ()

(+++): ¢ok yogun, (++): yogun, (+): normal degerde, D(+): degisebilir, (-): goériilmemekte




Hiicresel bir kofaktdr ve reseptor olan doku faktoriiniin molekiil yapist ve igerigi
elde edildigi kaynaga gore farklilik gosterir. Iceriginde degisik oranlarda fosfolipid,
protein ve karbohidrat olan doku faktoriiniin molekiil agirlig1 genis bir aralik iginde
degisir. Wintrobe Klinik Hematoloji de doku faktoriiniin molekiil agirliginin 53,000-
425,000 kDa arasinda degistigi, aktif protein agregatlarinin ise 1,500,000 kDa kadar
biiyiik olabilecegi bildirilmistir (32). Cok fonksiyonlu doku faktoriiniin molekiil

yapist 3 boliimde incelenir;
1-Amino terminalin bulundugu ekstraseliiler bolge,
2-Hiicre membraninin i¢inde kalan bolge,
3-Sinyal iletiminde gorev alan ve karboksi terminal ucunu igeren bolge.

Doku faktoriiniin toplam 263 amino asid icerdigi, 219 tanesinin ekstraseliiler
bolgede, 23 amino asidin transmembran bolgede ve 21 amino asidin intraseliiler

bolgede bulundugu bildirilmistir (33).

Molekiiliin ekstraseliiler kismi hidrofiliktir. Postranslasyonel modifikasyonla
proteine karbohidrat eklenir. Doku faktoriiniin ekstraseliiler bolgesinde FVII i¢in
baglanma noktas1 vardir. Molekiilde ayrica 3 glikozilasyon bolgesi mevcuttur. Doku
faktoriintin karboksi terminalinin bulundugu intraseliiler bolgedeki sistein kalintilar
palmitik ve stearik asid gibi yag asidlerine baglidir. Doku faktoriiniin lipid kismi;
kolesterol, serebrozid, gangliosid ve fosfolipidlerden olusur. Fosfolipid igerigi;
fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin, fosfotidilkolin, sfingomyelin, fosfotidilinositol
lizofosfotidin etanolaminden olusur. Protein kismi doku faktorii aktivitesine sahiptir,
ancak lipid bilesinin eklenmesiyle aktivitesi 950 kez artar. Doku faktoriinde bulunan
fosfolipilerin negatif yiikiiniin koagulan aktivite i¢in kritik rol oynadig
bilinmektedir. Doku faktoriiniin kofaktor fonksiyonunun tam olmasi i¢in yapisindaki
proteinler ve fosfolipidlerin bir arada olmas1 gereklidir. Doku faktdriiniin protein ve
lipid kisimlarinin organik c¢oziiciilerde birbirinden ayrildi§i ve bunun sonucunda

molekiilde aktivite kayb1 oldugu bildirilmistir (14,33,34).

Doku faktdriiniin amino terminal bdlgesinin bulundugu sitoplazmik bdlgenin
yapist tam aydinlatilmamis olmasina ragmen, bu bdlgede sinyal peptidi ihtiva eden
tek bir polipeptidin sentezlendigi daha sonra bu sinyal peptidin ayrildig: bildirilmistir
(35,36).



2.1.3. Doku Faktoriiniin Hemostazdaki Roli

Arter duvarindaki doku faktorii fizyolojik hemostazi baslatan hiicresel
elemandir. Doku faktoriiniin, yukarida anlatilan molekiilsel yapisi hemostazda yer
alan diger prokoagulanlardan ¢ok farklidir. Ekstraseliiler ve intraseliiler ortam ile
temasda olan membrana yerlesmis bir proteindir. Damar hasarini takiben doku
faktorii kan dolagimindaki fizyolojik gorevini yapar. Bir taraftan FVII ile diger
taraftan FIX ve FXI ile etkilesime girerek hem ekstrensek, hem de intrensek
pihtilasma mekanizmasini baslatir, trombin olusumunu saglar. Trombin bir taraftan
trombositleri etkileyerek primer hemostazin baslamasini diger taraftan fibrinojenden
fibrin olusumunu saglayarak sekonder hemostazi bagslatirken, diger taraftan da

inhibitor sistemleri etkileyerek hemostazdaki dengeyi saglar (4,14,37,38).

2.1.4. Doku Faktoriiniin Trombofilideki Rolii

Trombofili pihtiy1 yani trombusu seven anlaminda son giinlerde siklikla
kullanilan bir terimdir. Denge bozuldugunda trombus olusumunu tetikleyen doku
faktoriiniin kanda artmas1 trombofilinin baslica nedeni kabul edilir. Onceleri kanin
damar duvarindaki doku faktoriine maruz kalmasi trombus i¢in 6nemli bir risk kabul
edilirdi. Glinlimiizde kan veya plazma kokenli doku faktdriintin dolagimda bulunmasi
tromboza neden olan etken olarak kabul edilir. Doku faktoriiniin ekspresyonunun
artis lehine bozulmasi aterosklerozun baslica nedenleri arasindadir. Ciinkii koroner
kalp hastaliklarinda doku faktorii antijeni artmistir (16). Aterosklerozda doku faktori
aterosklerotik plaklardaki makrofajlardan tiireyen kopiik hiicrelerinde eksprese edilir.
Plak yirtilmasi sonucunda agiga ¢ikan doku faktorii miyokard infarktiisiiniin baglica
nedeni arasindadir. Dolagimdaki doku faktorii miktar1 ve aktivitesinin diyabet,
hiperlipidemi, ateroskleroz ve sigara igenlerde saglikli  kisilere gore arttig

bildirilmistir (7,10,38,40).
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2.1.5. Doku Faktorii inhibitorii

Doku faktorii yolu inhibitorii (TFPI) kilcal damarlarin endotel hiicrelerinde
sentezlenen bir proteaz inhibitérdiir. TF’ nin diizenleyicisidir. Bu inhibitor
trombositlerde % 3 oraninda, dolagimda lipoproteinlerle ilgili olarak % 10 oraninda
ve endotel hiicre ylizeylerinde % 85 oraninda bulunur. Molekiil agirligi 34.000 ile
42.000 arasinda degisen TFPI’ nin etki ettigi baslica molekiil Faktor Xa ve FVIla/TF
kompleksidir. Bu molekiiliin genetik eksikligi bildirilmemistir. TFPI eksikligi
hayvanlarda genetik miihendisligi teknikleri ile yapilmis ve kanamaya bagh
embriyolojik 6liim olmustur (41). Endotel hiicrelerinde sitokin ve endotoksinler doku
faktoriinii regiile etttigi halde, bu faktorlerin TFPI {izerine uyarici etkisi yoktur.
Olgunlasmis TFPI proteini daha 6nceleri, lipoprotein ile ilgili koagulasyon inhibitor
veya ekstrensek yol inhibitorii olarak bilinmekteydi. Plazmada bulunan TFPI 6nemli
bir trombin inhibitorii olarak da gérev yapar. Bu inhibitoriin diiz kas hiicrelerinde de
sentez edildigi gosterilmistir. Plazmadaki TFPI” nin lipoproteinlerle ve de 6zellikle
LDL ile ilgili oldugu ve heparin verildiginde 6nemli miktarlarda TFPI’ nin salindig
bildirilmigtir. Doku faktoriiniin asir1 uyarilmast yaygin damar ig¢i pihtilagmasi
sendromunda oldugu gibi yaygin trombotik tikanmalara neden olacagindan bu
sistemin kontrolii saglanmalidir. TFPI yasam i¢in elzemdir. TFPI geninin
olmamasinin farelerde 6liimciil oldugu bildirilmistir. TFPI; TF, Faktor VIIa ve Xa’ y1
dortliiv kompleks (TFPI, TF, VIla, Xa) olusturarak inhibe eder. Sekil 1’ de bu
kompleksler goriilmektedir. Bu kompleksin olusumu i¢in kalsiyum iyonlar1 ve
anyonik fosfolipid membran gereklidir. TFPI faktor Xa’ y1 fosfolipid ortamdan
bagimsiz direkt olarak da inhibe edebilir (42,43,44,45).
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Sekil 1: TF’ nin Pihtilasma Faktorleri Ile Etkilesimi ve TFPI Tarafindan Bu
Etkilerin Kontrol Altinda Tutulmasi (43)

2.1.6. Doku Faktorii inflamasyon ve Sitokin Tliskisi

Doku faktoriiniin ekstraseliiler bolgesi yapisal olarak sitokin reseptorlerine
benzer. Bu 6zelligine dayanarak doku faktorii sitokin ailesinin bir iiyesi olarak kabul
edilir. Lokosit ve damar hiicreleri sitokinlerin hem kaynagi hem de hedefleridir.
Hemostatik denge kan hiicreleri, endotel hiicreleri, koagulasyon, fibrinolitik sistem
ve sitokinlerle saglanir. Son yillarda yapilan caligmalar sitokinlerin hemostazin

fizyolojisine ve patolojisine dnemli katkilarda bulundugunu gostermistir (34,46).
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Sekil 2: Koagulasyonda TF ve Sitokin Iligkisi

Sekil 2’ de gorildiigi gibi, sitokinler bir taraftan TF ekspresyonunu arttirarak
prokoagulant aktivite saglarken diger taraftan da trombomodulin/Protein C antikoagulant
yolunu inhibe eder. Inflamasyon trombotik cevaplari, baslangicta, ilerlemis safhalarda ve
inhibisyon sathalarinda, hiicresel ve hiimoral diizeyde etkiler. Endotoksin ve TNF-a gibi
inflamasyon belirtegleri kan hiicreleri iizerindeki doku faktorii ekspresyonuna neden olur
(47). Normal sartlarda negatif yiiklii membran ylizeyi ile karsilasan aktiflesmis
koagulasyon faktorlerinin koagulant etkisi minimal diizeydedir. Eger komplement
aktivasyonu ya da trombin etkisi ile birlikte kollagen temasi varsa negatif yiikli
fosfolipid yiizeylerle karsilasma aninda giiclii bir koagulant etki ortaya ¢ikar. Bu noktada
dogal antikoagulant sistemi onemli bir smirlayicidir fakat sitokinler dogal antikoagulant

sistemini baskilar (39).

Normalde TF damar endotel dis1 dokularda bulunur ve yaralanmanin oldugu
bolgede kanamayr smirlar. Doku faktorii kan hiicrelerinde oOzellikle monositlerde
bulunur ve endotoksinlerle, komplement aktivasyonu ile, CRP ile, veya TNF-a gibi

enflamatuar sitokinlerin etkisi ile ortaya ¢ikar. Kanda mikropartikiil halinde dolagsan
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doku faktoriiniin de kaynag damar icindeki hiicreler 6zellikle monositlerdir. Ozellikle
inflamatuar sitokinler doku faktorii ekspresyonunu arttirarak kanda trombus olusumuna

zemin hazirlarlar (47,48,49).

Koagulasyon reaksiyonlarinin pek ¢ogu negatif yiiklii fosfolipid ylizeylerde
gerceklesir. Fosfotidilserin bu reaksiyonlarda anahtar rol oynar. Hiicre membraninda
negatif yiizli lipid ortamin agiga ¢ikmasi, Faktor X, VII ve VIII'in aktivasyonunu
kolaylastirir. Bir diger nokta da proenflamatuar sitokinlerden IL-1 ve TNF endotelden
salinan Onemli vazoaktif maddeleri uyarir. Bunlar; PGI2 , Nitrik oksit, PAF ve
endotelindir. Sitokinler endotel hiicrelerinde protrombotik ve proenflamatur sistemin
programlayicist gibi hareket ederler. Septisemi enflamasyon ve hemostatik sistem
arasindaki iliskiyi gosteren en iyi Ornektir. Buradaki hemostatik degisimler pek cok
organda mikrovaskiiler trombiis yapar. Sepsisde hemostatik anomalilerle ilgili sitokin

degisimlerini gosteren ¢esitli calismalar vardir (50).

Yukarida 6zetlenen sitokin inflamasyon iligkisinde en etkin rol TF’ nin iiretimine
neden oldugu trombindir. Hiicre ylizeylerinde bulunan ve cesitleri oldukg¢a fazla olan
PAR’ lar (proteazla aktiflesen reseptorler) trombinin koagulasyondan bagimsiz
gorevlerini yapmast i¢in gereklidir. Trombinin inflamasyonla ilgili fonksiyonlarinda
etkin rol oynayan PAR grubu reseptorlerin bir kisminin yapist ve fonksiyonu
aydinlatilmisgtir. PAR-1; 7 tane tane transmembran domaini olan G proteinleri ailesidir
(51,52). Trombinin ligandi olan multifonksiyonel reseptdr trombin tarafindan
aktivasyona ugrar. Bu noktadan hareketle trombinin inflamasyon esnasindaki

fonksiyonlarini sdyle siralayabiliriz:
*Vazodalasyonu ve PAR-1’ 1 uyarmak,
*PAR-1 aracilig1 ile hiicrede degraniilasyon yapmak,
«Sitokin/kemokin liretimini aktive etmek,
*Fibrin(ojen) aracilig ile makrofaj adezyonunu saglamak.

Yukaridaki 6zellikler dikkate alindiginda TF’ nin uyarisi ile meydana gelen trombin

inflamasyon olaylarinda fizyolojik mediyator gibi davranir.
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2.1.7. Doku Faktériiniin Sinyal iletiminde Rolii

Yapilan c¢aligmalar doku faktorii ekspresyonunun kanserli olgularda arttigi
yoniindedir. Doku faktdriiniin aktivasyonu ile meydana gelen trombin timor biiylimesi
ile de ilgilidir. Trombin sinyal iletiminde biitiin bu fonksiyonlar igin en Gnemli

proteazdir.

TF-FVIlla-FIXa koagulasyonun g¢esitli kademelerinde PAR1 ve PAR2’ i
aktiflestirir. Bu islemler TF’nin sitoplazmik bolgesinin fosforilasyona ugratilmasi ile
gerceklestirili. PAR 2’ nin disindaki PAR’ lar trombin tarafindan aktive edilir.
Trombosit aktivasyonu gibi hemostatik cevaplarda etkin olan PAR sistemi hemostazin
disinda da yani hemostaza bagli olmadan da islevini siirdiiriir. Trombin PAR’ lar
aracilig1 ile anjiogenezi hizlandirir, bu da tiimoér biiylimesi ve metastaz i¢in 6nemli bir
noktadir. Trombinin doku faktorii ve kanser iligkisi ile ilgili goriisler ve hipotezler
oOzellikle sinyal iletimi yoniinden dikkat ¢ekicidir. Sonug 6zellikle proanjiogenik faktor
olan VEGF’ nin (vaskiiler endotelyal growth faktor) artisina ve anjiogenezin artigina
baglanmaktadir. Doku faktorii VIIa kompleksi hiicre i¢indeki sinyalizasyonu ya trombin
tizerinden ya da dogrudan dogruya sinyalizasyonu hizlandirir. Jiand ve ark (51) TF-
FVIla kompleksinin meme kanserlerinde hiicre i¢i sinyallerini arttirdigini bildirmigler ve
bu mekanizmada PAR’ lar ve MAPK’ larin etkin oldugunu bildirmislerdir. Hiicrede
kanser gelismesi yoniinden de dnem tasiyan asagida siralanan reaksiyonlarin biiyiik
cogunlugunun doku faktorii ile indiiklenen PAR’ larm etkisi ile gerceklestigi
diistiniilmektedir (36,52,53,54).

* Hiicre i¢i sinyallerin hizlanmasi,

* Anjiogenezin diizenlenmesi,

*Timor biliylimesi ve metaztazin hizlanmasi,

*Kalsiyum ¢ikisi,

*Mitojenle aktiflesmis protein kinazlarin (MAPK) fosforilasyonu,
*Protein kinazlarin fosforilasyonu,

*Biiytime ilgili olan ¢esitli genlerin up regiilasyonu

*Bag dokusu biiylime faktorlerinin up regiilasyonu.
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2.1.8. Doku Faktoriiniin Genetigi

Doku faktorii geninin dizilisi tamamen aydmlatilmistir. Bu genin lokalizasyonu
kromozom fizerinde 1p21-p22 bolgesindedir. Doku faktoriinin DNA sekuensi tespit
edilmis 6 ekson ve 5 introndan olusmustur. Yaklasik 13 kb uzunlugundadir. Birinci
ekson sinyal peptidini kodlar. 2, 3, 4 ve 5. eksonlar ekstraseliiler kism1 kodlar, 6. ekson
trasmembran ve sitoplazmik kisminin kodlayicisidir. Ayrica 6. eksonun doku faktoriinde
3’-UTR olarak isimlendirilen tranlasyona ugramayan bolgeyi kodladig: bildirilmistir. Bu
genin promotor bolgesi -383 ve -121 baz ¢ifti (bp) arasindadir (55,56).

2.2. KORONER ARTER HASTALIGI VE DOKU FAKTORU

Doku faktorii, gliniimiizde akut koroner sendromunda 6nemli bir trombus ajani
olarak kabul edilir (50,58,59). TF, aterosklerotik plak ihtiva eden biitiin hiicresel
elementlerde ortaya c¢ikarilabilir. TF’ nin en bol bulundugu yerler, kopiik hiicreleri,
makrofajlar, diiz kas hiicreleri intimasi, plak i¢inde bulunan lipidden zengin nekrotik
merkezlerdir. TF antijeni ayn1 zamanda plak i¢inde yayilmis olan diiz kas hiicrelerinde
(SMC) ve endotel hiicrelerinde bulunur. Asagidaki sekilde aterosklerotik plak iginde
0zel boyast ile boyanan TF molekiilleri goriilmektedir (7).

Sekil 3: Doku Faktériiniin Aterosklerotik Plak icinde Gériiniisii (7)
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TF aktivitesi koroner aterektomi yapilan Orneklerin = %90’ ninda

bulunmustur (7) .

Normal sartlarda TF damarin mediasinda az miktarda eksprese edilir. Fakat
damar hasarim1 takiben indiiklenir ve artmaya baglar. Damar duvarindaki doku
faktorli ekspresyonu her zaman sabit degildir. Damar hasarinin diginda Tablo 2’ de
goriildiigli gibi TF ¢esitli uyaranlarla modiile edilir. Bunlar arasinda; bazi
interlokinler, endotoksinler, trombin, TNF, serbest oksijen radikalleri, forbol
esterleri, immun kompleksler ilerlemis glikozilasyon {iriinleri, CD40’ 1n ligantina
baglanmas1 gibi ¢esitli etkenler sayilabilir. Ayrica monosit, makrofaj gibi diger
hiicrelerden eksprese edilen TF bu ajanlarin disindaki indiikleyicilerden etkilenebilir.
Doku faktorii ekspresyonunun balon anjioplasti uygulamasi yapilan ratlarda arttigi
gosterilmistir. Diger taraftan PGI2 ve analoglarinin TF ekspresyonunu inhibe ettigi

bildirilmistir (7).
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Tablo 2: Bazi Hiicrelerde TF Sentezini Aktiflestiren ve Inhibe Eden Molekiiller (46)

Hiicre tipi

Aktivatorler

inhibitorler

endote! hiicrelen

diiz kas hiicreleni

monosit/makrofaj

fibroblastlar

TNF-a

Endotoksin lipopolisakkant
(LPS)

VEGF

TGE-B

Trombin

o-LDL

forbol esterleri

PDGF
Trombin
Angiotensin 11
MCP-1

Serum

Forbol esterleri

Endotoksin lipopolisakkarit
VEGF

Immiin kompleksler
o-LDL

T lenfositler ve iiriinlen
(6r:CD40)

Forbol esterleri

TGEB
Serum

PDGF

Heparin bagh bilytime faktorii
Artan cAMP (forskolin.dibutyryl
cAMP)

TGF-B
Artan cAMP
Salisilatlar

[L-4.10.13
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Andrea ve ark (10) endotel hasar1 yaptiklari tavsan karotid arterlerinde dairesel
akim degisimleri (CFVs) uygulayarak meydana getirdikleri stenozlarda TF
ekspresyonunu ve zamana bagl olarak meydana gelen TF ekspresyonu ile birlikte
trombus olugsumunu incelemisler ve daha 6nce hirudin uygulanan tavsanlarda CFVs’
ye bagli TF ekspresyonu ve trombus olusumunun kontrole benzer sekilde gelistigi
yani hirudinin TF olusumunu ve de trombus meydana gelisini Onledigini

bildirmislerdir.
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Sekil 4: Tavsan Karotid Arterlerinde TF Ekspresyonu, Trombus Olusumu ve
Hirudinin Trombus Olusumuna Etkisi (10)

Yukaridaki sekilde kontrol grubu olarak kullanilan endotel hasar
olusturulmamis karotid arterlerindeki ve CFV’ nin zamana bagli olarak uygulamasin
takip eden siirelerde TF ekspresyonu ve trombus olusumu goriilmektedir. Sekilde
gortldiigi gibi kontrol olarak kullanilan arterlerde intima ve mediada TF
gorilmemektedir. Sadece damarin adventisia bolgesinde ¢ok az pozitif reaksiyon
veren TF’ ler goriilmektedir (Sekil-4A). CFV’ yi takip eden 30. dakikada TF
damarin mediasinda, adventisiasina gore daha fazla eksprese edilir (Sekil-4B).
Liimende, sekilde T harfi ile gosterilen trombus goriilmeye baslanmistir. CFV’ yi

takip eden 2 saat sonunda damar liimeninde yogun TF ekspresyonu vardir ve
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trombus olusumu artmistir (Sekil-4C). CFV’ yi takip eden 4 saat sonunda damar
liimenindeki TF yogunlugu ve trombus olusumu daha da artmistir (Sekil-4D). CFV’
yi takip eden 8 saat sonunda daha yogun TF ve daha yogun trombus goriilmektedir
(Sekil-4E). Daha 6nce hirudin uygulamasi yapilan gruptaki damar liimeni kontrole
benzer sekildedir. TF ekspresyonu ve buna bagli olarak meydana gelen trombus

olusumu inhibe olmustur (Sekil-4F).

2.3. KORONER ARTER HASTALIKLARINDA RiSK FAKTORLERI
Genetik faktorler tarafindan belirlendigi genellikle kabul edilen koroner arter
hastaliklarinin risk faktorleri asagida siralanan risk faktorleri arasina doku faktorii de
girmistir (7).
Yiiksek LDL
Diistik HDL kolesterol
Yiiksek trigliserid
Artmis beden kitle indeksi
Hipertansiyon(sistolik basing>140 mmHg, diastolik basing >90mmHg)
Artmis lipoprotein (a)
Artmis homosistein
Tip 2 diabetes mellitus
Yiikselmis fibrinojen
Trombosit agregasyonunun artmasi
Artmig C-reaktif protein
Artmis doku faktorii
Cinsiyetin erkek olmast
Yas

Koroner arter hastaliginin ailesel hikayesi

vV VvV Vv ¥V ¥V V¥V V¥V ¥V ¥V V VYV ¥V V VYV V V

Sigara i¢imi
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> Diyet
» Egzersiz
> Infeksiyon

» Hava kirliligi (partikiiller)

2.4. KORONER ARTER HASTALIKLARINDA HEMOSTAZIN YERI

Koroner arter hastaliklarinin (KAH) trombusla ilgisi ilk defa 1912 yilinda
Herrick tarafindan bildirilmistir. Daha sonra koroner trombus ‘miyokard infarktiisii’
(MI) olarak isimlendirilmistir. 1966 yilinda MI’ den Olen bir hastada yapilan
otopside trombotik tikanmanin aterosklerotik plakla ilgili oldugu ve akut iskemik

sendromlarin (ani 6liimler) bu durumla ilgili oldugu bildirilmistir (1,4,7,58,59).

Son yillarda koroner anjiografisi ile trombus daha iyi tanindi ve tikanmis
damarlar agilmaya baglandi. Stabil olmayan anjinada aspirinin basarist ile trombosit
agregasyonunun kritik rol oynadigi anlasildi. Akut koroner sendromlart igin yeni
antiagregan ilaclar denendi. Trombusun olusum mekanizmasi ¢ok iyi anlagilmamakla
beraber, aterosklerotik plaktaki yirtilma ile olusan trombus ani Oliimlerin nedeni

olabilmektedir (7,69).

Koroner arter hastaligi (KAH)’ nin birincil nedeni olan ateroskleroz birgok farkl
hiicre tipini ve orgam etkiler. Ateroskleroz (AS) biiyiik, orta ve kii¢clik muskiiler
arterleri tutan, intimal damar duvarinda lipid, kolesterol, Ca++ ve hiicre kalintilarinin
mevcut oldugu, endotel disfonksiyonu ve vaskiiler inflamasyon ile seyreden bir
hastaliktir. Bu hastalik damar duvarmin inflamasyonu ve proliferasyonu ile
seyrederek, hemostatik parametreleri tetikleyerek trombus olusumuna neden olur.
Aterosklerotik plagin riiptiirii gerceklestiginde trombus 6n plana ¢ikar. Akut koroner
sendromlarinda trombus olusumu 6n planda oldugu i¢in ¢esitli antitrombotik ilaglar

gelistirilmistir (4,58).

Koroner tromboz olusumu icin plak riiptiirii ve endotel hasari, en Onemli
sebeplerdir. Plak riiptiiriinde doku faktdrii gibi protrombotik mediatdrlerin etkisi
oldugu biliniyor. Plak riiptiirii makrofaj ve immun hiicrelerin aktivasyonuyla, fibroz

kilifin ince oldugu bolgeden ger¢eklesmektedir (7).
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Aterosklerozun  baglangic  lezyonu damar endotelindeki sar1  yagh
cizgilenmelerdir ve bunlar c¢ocukluk ¢aginda olusmaya baslar. Ateroskleroz
gelisiminde ilk basamak endotel disfonksiyonudur ve damar endotelinde gevsetici ve

kasici faktorlerin dengesinin bozulmasiyla karakterizedir (61,62).

Koroner arter hastaligin son sathasinda hemostazin ¢esitki kademeleri 6zellikle
koagulasyon sistemi aktiflesir ve trombus kaginilmaz olur. Burada TF’ nin r6li 6n
plandadir. Koroner arterlerin tikanmasi anlamina da gelen akut koroner sendromu adi
verilen bu tabloda tedavi planlamasinda hekimler, hemostazin biitiin kademelerini

dikkate alarak tedavi planlamasi yapmaktadir.

2.5. HEMOSTATIK SiISTEM

Kan; endotel hiicreleri ile kapli damarlarda pihtilagmadan dolanir. Oysa kan
endotel disinda yabanci bir yiizeyle karsilastiginda, 6rnegin enjektorle alinip tiipe
konuldugunda hemen pihtilagir. Dolasan kanda mikro diizeylerde dahi bir piht1
olmasi, kilcal damarlar1 tikayarak ilgili organin oksijenlenmesini ve de beslenmesini
engelleyecegi icin hayati tehlike olusturur. Dolasan kanda pihtinin meydana
gelmemesi; hemostaz adi verilen sistemin gesitli boliimleri arasindaki biyokimyasal

dengenin iyi islemesine baglidir (4).

Damarlarin i¢ yiiziinii kaplayan endotel hiicrelerinden salinan pekg¢ok kimyasal
ve bu kimyasallar arasinda meydana gelen ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar dolasan
kanin pihtilagmasina engel olur. Kanmn sivi halde kalmasii saglayan fizyolojik
olayda damar yapis1 6nemlidir. Endotelin 6zel yapisi endotele tromborezistant

ozellik kazandirir. Sekil 5 * de endotelin bu 6zelligi gosterilmektedir.
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Fibrin

Trombosit \

Inhibitorleri Destroys Va + VIIla Plasmin
\ Inhibits Xa + thrombin
Travma ‘
Epinefrin Pl o
Trombln - Protein C Thrombin protein Ca + Plasmlnojen
_————’ I
Thrombomodulin Heparan /

(- f-f-f-¢C-f--

Sekil 5: Endotelin Tromborezistans Ozelliklerine Bazi Ornekler (4)

Endotelde meydana gelebilecek bir hasar ya da kesilme hemostatik sistemi
harekete geg¢irir. Yaralanmay1 takiben trombositler endotele ya da endotelin altinda
bulunan subendotel tabakaya adhere olur yani yapisir. Adezyon trombositlerin 6zel
bir fonksiyonudur. Bu esnada kanda dolasan pihtilasma faktorleri de subendotele
temas ettigi icin aktiflesir ve koagulasyon sistemindeki “kontakt faz” baglar. Bu
koagulasyonun intrensek sistemidir. Bu esnada subendotelde ve makrofajlarda
bulunan TF ekstrensek sistemi baglatir. Yine ayni anda subendotelde bulunan
kollagen aciga ¢ikmistir. Kollagen hem trombositler i¢in hem de kanda bulunan F
XII i¢in ciddi bir uyaricidir. Kollagen trombositlerde membran glukoproteinleri ile
temas edince trombosit agregasyonu igin hiicre iginde degisimler baslar. Hiicre ici
degisimleri ile ayn1 anda gerceklesen olay membran fosfolipidlerinden arasidonik
asid salinmasi ve bunu trombaksan A2’ nin takip etmesidir. Bu etkiler ile hiicre ici
kalsiyum serbestlesir ve trombosit graniillerinden agregasyonu baslatic1 ajanlar
salgilanmaya baglar. Hageman Faktor yani F XII’ nin de aktivasyonu ile bir taraftan
da koagulasyon kaskadi islemektedir. Sonugta fibrin olusur. F XIII ile fibrinolizise
resistans fibrin polimerler meydana gelir. Plazminojen yine endotelden salinan
aktivatorlerle plazmine doniislir. Bir taraftan yara iyilesirken diger taraftan da piht1
eritilerek o bolgedeki kan akimi fibrinolisis sayesinde normale doner. Bu olaylarda

rol oynayan sistemler, hiicreler ve proteinler sdyle siralanabilir:

» Damar sistemi

» Trombositler
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* Pihtilasma sistemi
* Fibrinolitik sistem

« Inhibitdr proteinler

2.5.1. Damar sistemi (60,65)

Kan damarlar {i¢ katmandan (tunika) olusmustur : intima, media ve adventisya.
Sekil 6’ da arter (A) ve venlerdeki (B) damar yapisi ve endotelin bulunus sekli

goriilmektedir.

Intima; damarin i¢ yiizeyini doseyen endotel hiicrelerinin olusturdugu Kkattir,
hiicreler bazal lamina iizerinde bulunurlar. Bu hiicrelerin her giin %1’ i yenilenir.
Endotelin altinda seyrek diiz kas hiicreleri iceren gevsek bag dokusunun olusturdugu
subendotel tabakasi bulunur. Arterlerde intima, mediadan elastik lamine interna ile
ayrilmistir. Bu kisim {izerinde madde gegisine izin veren ve hiicrelerin beslenmesini

saglayan pencereler (fenestralar) bulunur.

Media; baslica sarmal bigimde dizilmis diiz kas hiicrelerinin olusturdugu
tabakalardan meydana gelir. Bu kas hiicreleri arasinda elastik lifler ve lameller,
retikiiler lifler ile proteoglikan yapilar vardir. Diiz kas hiicreleri bu hiicre dis1
matriksin hiicresel kaynagidir. Daha biiyiik arterlerde media ile adventisya arasinda
ince bir eksternal elastik lamina mevcuttur. Kapiler ve post kapiler veniillerde media

tabakas1 perisit denilen hiicrelerden olusur.

Adventisya; kollajen ve elastik liflerden olusur. Adventisyadaki kollajen, tip I
kollajendir. Adventisya tabakasi, genellikle iginden gectigi organin etrafini saran bag

dokusu ile kaynasir.
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Internal Elastik Lamina

Endotel

Sekil 6: Arter (A) ve Ven (B) Kesitinde Damar Katmanlarinin Sematik Goriiniimii
(65).

2.5.1.1. Damar Endoteli ve Ozellikleri (4,60,62,65,66)

Vaskiiler endotel insan viicudundaki tiim kan damarlarinin yiizeyini kaplayan,
arter duvari ile kan elamanlar1 arasinda bariyer olusturmak ve damar permeabilitesini
kontrol etmek {lizere Ozellesmis tek sira dizilmis epitelyal hiicrelerden olusan
tabakadir. Endotel hiicresi, bariyer olusturmak ve kan-arter permeabilitesini kontrol
etmek tlizere Ozellesmis, ince uzun bir epitel hiicresidir. Kapiler limeni sadece

endotelden ibarettir.

Endotel hiicrelerinden c¢esitli reaksiyonlar icin farkli zamanlarda cesitli {iriinler

sentezlenir. Bu {iriinler kanin tromboregulasyonunu saglar.
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Sekil 7: Damar Endotelinden Salinan Baz1 Molekiiller (66)

PGI2 : prostasiklin ; NO: nitrik oksit ; ET: endotelin ; HS: heparan siilfat ; AT Ill: antitrombin;
uPA: iirokinaz plazminojen aktivator ; uPAR: uPA reseptor ; Ann II: annexin II; tPA: tissue plazminojen
aktivator ; Plg : plazminogen ; TM: trombomodulin ; PC: protein C ; TF: tissue faktor ; TFPI: doku faktorii yolu
inhibit6rii ; CAMs: hiicresel adhezyon molekiilleri.

Sekilde goriildiigli gibi endotel hiicreleri birgok madde sentezleme kabiliyetinde
oldugundan asagidaki 6zeliklere sahiptir.

*Non trombojeniktir. Yani tromborezistansdir. Biyokimyasal denge bozuldugunda

endotel artik tromboresistant degildir.
*Subendotel i¢in gerekli besin maddelerini saglar.
*Makromolekiiller i¢in bir bariyer olusturur ve endotelin altina gegmesini onler.

*Endotel hiicreleri PGI2, ¢esitli interlokinleri, IL-1, ¢esitli biiyiime faktorlerini,

cesitli vazodilatorleri salgilarlar.

Endotel hiicreleri bir taraftan makrofaj, bir taraftan trombosit ve diger taraftan
diiz kas hiicreleri ve endotelin bizzat kendisinin salgiladig1 ¢esitli biiyiime faktorleri

ve sitokinlerle kars1 karstyadir.
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Endotel hiicrelerinde immunglobulin birimleri tasiyan ve hiicreler arasi

baglantilarda rol oynayan g¢esitli proteinler de bulunmustur.

Endotel hiicrelerinin luminal ylizeyinde serotonin, histamin, anjiotensin,
epinefrin, norepinefrin, trombin i¢in reseptorler tespit edilmistir. Angiotensin I ve II

saliimini gergeklestirir.

Endotelin luminal yiizeyi bir proteoglikan olan glikokaliks ile kaplidir. Bu
kaplama materyali heparin sulfat ve diger glikozaminoglikanlar1 igerir. Bu
glukozaminoglikanlar koagulasyonda 6nemli bir inhibitér olan antitrombin III’ i
(AT 1) aktif hale getirirler. Endotel hiicreleri plazminojen aktivatorlerini sentez

ederler ve salgilarlar.

Endotel hiicreleri trombaksan A2 (TXA2)’ nin aksine gii¢clii bir antiagregan ve
vazodilator olan prostasiklini (PGI2)’ yi sentez eder. Bazi ilaglar endotelden PGI2
sentezini arttirirlar. Endotelden PGI2’ nin saliniminin azalmasi ateroskleroz ve
tromboembolism gelisimini hizlandirir. Aterosklerozda PGI2 azalirken, TXA2 de
artis gostermektedir. Endotelden sentezlenen trombomodulin protein C aktivasyonu

icin gereklidir.

Von Willebrand faktor (vVWF) trombositlerin subendotelyuma yapismasi igin
gereklidir, endotelden ve makrofajlardan salinir. Hiicre kiiltiirlerinde bazal

membran kollageninin de endotelde sentezlendigi goriilmiistiir.

Ayrica, endotel hiicreleri damar tonusunun, koagulasyonun, fibrinolizisin,
inflamasyonda 16kosit adezyonunun ve damar diiz kas hiicresinin ¢ogalmasinin

kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir.

2.5.1.2. Normal ve Aterosklerotik Endotel (4,66,67)

Endotel fonksiyonunun bozulmasi ateroskleroz gelisiminde ilk basamaklardan
biridir. Clinkii endotel disfoksiyonunda gegirgenlik artar. LDL’ nin bu gegcirgenlikten

yararlanarak endoteli gegmesine neden olan endotel disfonksiyonudur.
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Endotel insan viicudundaki en 6nemli organ sistemidir ve tek tabaka 6zellesmis
hiicrelerden olusur. Mekanik ve hormonal stimuluslar1 algilama ve bazi fonksiyonlari
goren vazoaktif maddeleri saliverme becerisi bulunmaktadir. Bu fonksiyonlar
arasinda vaskiiler tonusun idamesi, antitrombolitik ve antienflamatuar siirecler yer

almaktadir.

Endotel hiicre yiizeyinde belli bazi1 16kosit adezyon molekiillerinin ekspresyonu
monositler ve T-hiicrelerinin endotele adezyonunu diizenlemektedir. Iki genis 16kosit
adezyon kategorisi bulunmaktadir. Immiinglobulin iist ailesi iiyeleri vaskiiler hiicre
adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ve hiicrelerarast adezyon molekiilii-1 (ICAM-1)’
dir. Selektinler yaygin bir diger 16kosit adezyon kategorisini olusturmaktadir.
Selektinlerin prototipi olan E-selektinin erken donem aterogenezle ¢ok az ilgisi
vardir. E-selektin tercihen polimorfoniikleer 16kositleri bir araya toplamaktadir.
Nadiren erken donem ateromlarda saptanmaktadir. VCAM-1, ICAM-1 ve selektinler
dolasan inflamatuar hiicreleri c¢eker ve yakalar, bunlarin subendotelyal araliga
goclinli kolaylastirir. Normal endotelyal hiicreler, bu molekiilleri tagimazlar ama
anormal arteryal shear stresi, okside olmus subendotelyal lipid ve diyabetik
hastalarda arter duvarinda ileri glikolizasyon {iriinleri, bunlarin ortaya ¢ikmasini

uyarabilir.

Aterosklerozun gelismesinde selektinler ve adezyon molekiillerinin 6nemi
yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. VCAM-1 ve ICAM-1 endotel

disfonksiyonunu belirlemede kullanilan kan parametrelerinden biridir.

Damarlar normal sartlarda biiyiik 6lgiide endotelyal nitrik oksit sentezi ve
saliverilmesine bagh olarak vazodilatasyon durumundadir. NO, endotelde L-arjinin’
den NO sentaz ile {iiretilir. Endotel kaynakli NO bilinen en potent vazodilatordiir.
LDL oksidasyonunda etkindir. NO vazorelaksasyona neden olur, konstriktif
faktorlerin (ET-1 gibi) salinimini, diiz kas hiicre proliferasyonunu, inflamatuar
hiicrelerin farklilasmasini, l6kosit adezyonunu, platelet agregasyonunu ve doku
faktorii {iretimini inhibe eder. Bu vazoaktif, antibiiylime, antiinflamatuar,

antitrombotik etkiler saglam endotel gerektirmektedir.
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NO aktivitesindeki azalma media tabakasinda kalinlasmaya ve/veya myointimal
hiperplaziye neden olur, vaskiiler lezyonlarin gelisimi hizlanir ve bu da ateroskleroz

gelisimine katkida bulunur.

Saglikli bireylerde endotel uyarisinin baskin etkisi vazodilatasyondur. Ancak
hipertansiyon, DM, dislipidemi, sigara gibi risk faktorleri varliginda endotel kdkenli
konstriktif ve gevsetici faktorler arasindaki denge bozulur ve endotel disfonksiyonu
ile sonuglanir. Endotel disfonksiyonunun karekteristik ©zelligi antiaterosklerotik
molekiil olan NO' nun biyoaktivitesindeki azalmadir. Endotelyal disfonksiyonda
uygunsuz vazokonstriksiyon olusur. Endotelyal hasar genellikle yiiksek shear stres
ve ylksek oksidatif stresten kaynaklanir ve oksidatif stres diisiik dansiteli
lipoproteinlerin oksidasyonuna yol agar. Bu {irlinler anormal NO sentezine ve es
zamanl olarak vazokonstriksiyon, inflamasyon ve koagulasyonu arttiran maddelerin
saliverilmesine sebep olur. inflamatuar hiicreler okside LDL ile reaksiyon gdstererek

kopiik hiicreleri olustururlar.

Endotel disfonksiyonunda rol alan bir diger faktor ET-1" dir. ET-1, endotelin
polipeptit ailesine ait olan ve vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan sentez edilen

potent bir vazokonstriktor polipeptitdir.

Biitiin bunlar endotelyal hiicre 6liimii ve/veya disfonksiyonu, hiicre dis1 matriks
sindirimi vaskiiler diiz kas proliferasyonuna sebep olur. Endotelyal disfonksiyon
daha sonra subklinik ateroskleroza ve nihayetinde akut koroner ve vaskiiler
sendromlara ilerleyebilir. Tablo 3’ de normal ve fonksiyonu bozulmus endotelin

ozellikleri goriilmektedir.
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Normal endotelyum

Tablo 3: Normal ve Fonksiyonlar1 Bozulmus Damar Endotelinin Ozellikleri (66)

Disfonksiyonel endotelymm

Inflamatuar szellikler

Antikoagiilant dzellikler

Vazoregiilatir dzelliller

Likosit adezyon
moleldillerinin seviyeleri

azdir veya yoktur.

Inflamatuar sitolinlerin
seviyelen diigilk veya

vokiur.

Minimal platelet adezyonu
Prokoagiilant meleldiillerin
ekspresyom volour, (G
dolm faktdrii ve PAT-1)

Fibrolizis artmugtar.

NO, PGI? gibv vazodilatdrler
salimir,

Likeosit adezyon
moleldillerinin ekspresyom
artmugtir (Grm: VCAM-1,
ICAM-1)

Inflamatuar sitolinlerin
ekspresyomu (MCP-1)
artnmgtr.

Artomg platelet adezyonu
Prokoagiilant melekiillerin
ekspresyonu artnugtr.
Fibrinclizizin azaldif
duiginiiliir.

Endotelin gibi
vasokonstriltifler salimr. NO

sekresyonn azalmugtir.

SMC regiilatmar dzellilderi

SMC proliferasyonu ve
gociiniin inhibitérleri (TGE-
B)

SMC proliferasyonu ve
gociiniin altivatBrleri

(PDGF)

2.5.2. Hemostatik Sistemde Trombositler (4,68,69)

Trombositler, komplike aterosklerotik plaktaki en Onemli hiicreler olup,
icerdikleri graniillerde cesitli sitokin ve vazoaktif maddeler tasirlar. Hassas
aterosklerotik plagin biitiinliiglinlin  bozulmasiyla aktive olan trombositler,
salgiladiklar1 sitokinler ile yirtilarak (riiptiir) komplike olan aterosklerotik bolgede
toplanarak trombus olusumuna neden olurlar ve boylelikle akut koroner sendromlara

yol agarlar.
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Trombositler primer hemostaz yani pihtilagmanin ilk safhasini baslatan kan
hiicreleridir. Bu gorevlerini adezyon (yapisma), sekresyon (salgilama) ve agregasyon
(kiimelesme) fonksiyonlar1 ile yaparlar. Amaglar1 piht1 olusturarak kanayan bdélgeyi

tikamaktir.

Trombositler normal damar endoteline yapismazlar. Endotel hasar1 oldugunda,
kanda dolanan trombositler ve pihtilagsma faktorleri subendotelyal komponentleri ile
kars1 karsiya gelir. Trombositlerin adezyonunda, trombosit membranina yerlesmis
spesifik glikoproteinlerin hem fonksiyonel hem de diizenleyici rolleri vardir. vWF
ve kanin akis hizi trombosit adezyonunda rol oynayan diger etkenlerdir. Kollagen

fibrillerinin 6zel yapist trombositlerin adezyonunda rol oynar.

Trombositler endotel dis1 bir yiizeyle temas edip bir kere aktif hale geldikten
sonra, hemen sekil degisimi baslar. Disk seklinden oval sekle doner ve
psodopotlarini ¢ikarir. Sekil 8’ de goriildigli gibi aktif sekle gecen trombositler
kademeli olarak sekresyona ugrayarak agregasyon gorevini yerine getirmis olurlar.
Adezyonda trombositler yabanci yiizeye, agregasyonda ise birbirine yapisir.
Fibrinojen ve fibronektin trombositlerin birbirine yapismasi ve agregat meydana
getirmesi i¢in gereklidir. Bazi maddeler (agonistler) trombositlerin membraninda
bulunan glikoproteinlere yani reseptorlere baglanmak suretiyle agregasyonu ve

trombositlerin daha ileri aktivasyonunu gerceklestirirler. Bunlar:
-Kollagen
-ADP
-Adrenalin
-Seretonin
-Arasidonik asid
-Asid metabolitler

-Trombaksan A2

31



Sekresyon 1

Sekresyon 2

Aktif Trombosit

Sekil 8: Trombositlerin Aktivasyonun Sematik Gorliniimii (68).

Trombositlerde meydana gelen pekcok aktivitenin kalsiyuma bagli oldugu
goriilmiistiir. Ornek vermek gerekirse; miyozinin fosforilasyonu ve arasidonik asidin
salinmasidir. Disardan etkili olan agonistler ile trombositlerde meydana gelen
sekresyon i¢in en az dort farkli yol oldugu bildirilmistir. Bu sekresyonlar trombosit

membranina yerlesmis farkli reseptorler araciligi ile gergeklesmektedir.

Fosfolipaz A2’ nin aktivasyonu arasidonik asidin ag¢iga c¢ikmasi ile kendini
gosterir. Buradan da siklooksijenazlarin etkisi ile prostaglandinler endoperoksidler ve
giiclii bir agregasyon ajani olan tromboksan A2 meydana gelir. PGD2 gibi stabil
prostaglandinler de trombosit aktivasyonunu inhibe ederler. PGD2’ nin aym
zamanda sistemde diizenleyici rol oynadigi da bildirilmistir. TXA2 kalsiyumun hiicre
icinde c¢esitli kompartmanlarda hareketini saglayan bir iyonoforik bir aktivite de

gosterdigi bildirilmisgtir.

Sitoplazmik kalsiyum aktivitesini arttiran diger bir mekanizma da ADP
olusumudur. Sitoplazmik kalsiyum diizeyini arttiran iiglincii sistem PAF (platatelet

activating factor) dir. PAF l6kositlerden ve bazi tiirlerde trombositlerden salinan
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lipit tiirli bir maddedir ve in vitro sartlarda giiclii bir trombosit agregasyon yapici

ajandir.

Sitoplazmik kalsiyum diizeyini arttiran dordiincii sistem ise inositol trifosfattir.

Burada fosfolipaz C ve protein kinaz C enzimlerinin rolii vardir.

Sekil 8’ de goriildiigii gibi trombositler ¢esitli graniiller icermektedir. Bu

graniillerin igerikleri agagidaki gibidir:

-Yogun cisimler (dense body) serotonin, ATP, ADP, pirofosfat ve kalsiyum

igerir.

- a graniiller; fibrinojen, vWF, Faktor V, yiiksek molekiil agirlikli kininojen,
fibronektin, ai-antitiripsin, B-tromboglobulin, trombosit faktér 4 ve trombositten

tiireyen biiylime faktorii (PDGF).
- Lizozomlar asid hidrolazlari igerir.

Trombositler c¢esitli uyarilar ile uyarildiginda, sekil 8 de goriildigli gibi
graniiller merkeze toplanir ve kontraktil (kasilabilir) kanal sistemi ile membrana
baglanarak graniillerin i¢ini bosalmasi i¢in kanallar olusur. Bunlar membrana bagh

hiicre i¢i kanal sistemidir.

Trombosit membran1 da diger hiicreler gibi ¢ok 06zel bir yapiya sahiptir.
Trombosit membraninda ¢esitli plazma proteinlerine ve de hemostatik sistemle ilgili
diger parametrelerle trombosit fonksiyonlarin1 yapmak iizere iliskiye girecek cesitli
reseptorler vardir. Bu reseptorler glikoprotein yapisinda olan ve membrana degisik

yapida serpilmis membran proteinleridir.

Trombosit fonksiyonlarinda membran proteinlerinin rolu 6nemlidir. Primer
hemostazda trombositler damarin hasar goren bolgesine yapisir ve adezyon gorevini
yaparlar. Cesitli agonistlerin de burada trombositleri uyarmasiyla sekresyon ve

agregasyon fonksiyonlari ile kanayan bolgede tikag olustururlar.
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Trombosit membraninda bulunan ¢esitli glikoproteinler i¢in monoklonal
antikorlar tretilmistir. Bu antikor caligmalari membran proteinlerin taninmasi ve

fonksiyonlar1 hakkinda biiytik ilerlemeler kaydetmistir.

Trombosit organellerinin ya da membran proteinlerinin defektif olmasi yani
adezyon, sekresyon agregasyon gorevlerini yapamamasi kanama ile seyreder. Bunun
aksi durumlar1 yani pihtilasmaya meyil gosteren aterosklerozlu hastalardir. Bu
hastalarin trombositlerinin yapist ve fonksiyonlar1 genis olarak incelenmis ve
normalden farkli bulgular elde edilmistir. Bu da bu tiir hastalarda pihtiya yani

trombiise meyli arttirarak kalp damar hastaliklarinin olusumuna neden olmaktadir.

Akut miyokard infarktiisiiniin tedavisinde glikoprotein reseptdr antagonistleri
kullanilmaktadir. Glikoprotein reseptdr blokerleri (GPRB) adi ile bilinen bu tiir
ilaglarin trombosit agregasyonunu inhibe ettigi gosterilmis ve tedavi alanina
girmistir. Her tiirlii trombosit aktivasyonunda bu tiir ajanlarin trombositler arasina
girerek kiimelesmeyi Onledigi anlasilmigtir. Gliniimiizde infiizyon seklinde
uygulanan 3 tip GPRB lerinden s6z edilmektedir. Aspirin ve standard heparin
yaninda GPRB tiirlerinin kullanilmasi Onerilmektedir. Bu uygulamalarda goriilen
kanama riskinin GPRB’ye degil de birlikte verilen heparine bagli oldugu
bildirilmigtir. Asagida reseptor blokerlerinin trombosit sekresyon mekanizmasina

etkisi sematik olarak goriilmektedir (sekil 9).
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Aspirin

Trombin
Serotonin
Epinefrin
Kollagen

Fibrinojen

vWF \

Trombosit granillerinin 8
igeriklerini bogaltmas)

o OL° oo%Oo ADP
BN N °°\ ATP
F Xl Trombosit Faktor 4 Serotonin
PAI-1 CD154 Kalsiyum
PDGF Magnezyum

Sekil 9: Cesitli Uyaricilarla Trombosit Graniil igeriklerinin Aspirin ve GRPB ile
Inhibisyonu (69)

GRPB (glukoprotein reseptor blokerlarr) COX1(siklooksijenaz inhibitorii)

Trombositlerde ve diger hiicrelerdeki siklooksijenazlar asetilsalisilik tarafindan
(aspirin) irreversibl olarak inhibe edilir (sekil 10). Bu taktirde ilgili fonksiyonlar
yapilamaz Trombositlerde de trombaksan meydana gelemez. Trombaksan giiglii bir
agregasyon yapicidir. Aspirin ile bu maddenin olusumu inhibe edildiginde
trombositlerin agregasyonu yani kanamalara kars1 koruma sistemi de inhibe edilmis
olur. Bunun bagka bir ifade sekli, gerektigi zaman trombositler hemostatik
sistemdeki kanamayr durducu gorevini yapamazlar. Sekil 10° da membran
fosfolipidlerinden arasidonik asidin meydana gelmesini saglayan uyarilar ve
aspirinin etkisi goriilmektedir. Aspirinin bu etkisinden dolay1, herhangi bir cerrahi
miidahale ya da dis ¢ekimi yapilacagi zaman hastalara aspirin alip almadig1 sorulur.

Eger aspirin almig ise bu etki, yani molekiillerin asetilasyonu, trombositlerin yasam
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omrii olan 7-9 giin kadar siirebilir. Trombositler glikoprotein sentezi yaptigi halde
protein sentezi yapmazlar. Megakaryositlerden kazanmis olduklar1 protein ve
enzimlerle yasam Omiirlerini tamamlarlar. Bu nedenle asetilasyon gibi bir etki yasam

omri kadar devam eder.

Membran Fosfolipit Trombin
Adrenalin
Kollegen
/ Angiyotensin ||
Fosfolipaz
A;

\J \
Arasidonikasit Anti-inflamatuar

kortikosteroidler

i Lipooksijeny L Siklooksijenaz I

Lékotrien Prostaglandins Aspirin
and thromboxanes

Sekil 10: Uyaridan sonra membran fosfolipidlerinden arasidonik asit ve
prostoglandinlerin meydana gelisi ve aspirinin inhibisyonu(3)

Eikasanoitlerin trombosit agregasyonunda O6nemli etkileri vardir. Trombaksan
A2 (TXA2) aktif bir trombosit agregasyon ajanidir. Trombaksan B2 ise inaktif stabil
bir Uriindiir. Trombaksan diger hiicrelerde de bulunur. Tavsan aortundan elde edilen

trombaksanin gii¢lii bir kontraksiyon yapict ajan oldugu anlasilmistir.
Eikasanoidlerin trombosit agregasyonundaki etkisi soyle 6zetlenebilir:

Trombositler 6nce, trombin, kollagen gibi ajanlarla uyarilir ve membran
fosfolipitlerinden arasidonik asidin meydana gelmesi saglanir. Daha sonra,
aragidonatin oksijenazyon ve siklizasyonu ile PGH2 olusur. Bunu Trombaksan A2
olusumu takip eder. Trombaksan A2 kalsiyumun intraseliiler depolardan
mobilizasyonunu saglar. A¢iga ¢ikan kalsiyum trombosit sitoplazmasinda iki sekilde

etkili olur. Bunlar;

1-Hiicreigi graniillerden ADP, serotonin ve diger ajanlarin ¢gikmasini saglar,
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2-Trombosit adenilat siklazi inhibe eder ve trombosit i¢ci cAMP diizeyinin

diismesini saglar.

Trombositlerde lipooksijenaz yolu da vardir. Fakat trombosit fonksiyonlari ile
dogrudan ilgili olan siklooksijenaz yolu oldugu igin arastirmalar siklooksijenaz yolu

tizerine yogunlagmistir.

Trombositler aterosklerozun patogenezinde etkin rol oynarlar. Aterosklerozun
patogenezinde lipid metabolizmasinin 6nde gittigi kimi arastiricilar tarafindan kabul
edilir. Bu dogrudur. Fakat aterosklerozun patogenezinde trombusun etkisini yok
saymak da miimkiin degildir. Aterosklerozu Onlemek ig¢in, bir taraftan lipid
metabolizmast diger taraftan hemostatik sistem metabolizmasinin net anlasilmasi

gerekir.

Aterosklerotiklerde total membran fosfolipidleri ve prostaglandin metabolik
yolunda artig goriilmistiir. TXA2 ve PGI2 yoniinden incelendiginde aterosklerozlu
olgularda TXA2’ nin normale gore ciddi bir artis gosterdigi bilinir. cAMP diizeyleri
de trombosit metabolizmas1 yoniinden onemlidir ve aterosklerozda normale gore

diistiktiir.

Trombosit Agregasyonu

Trombosit agregasyonu, ¢esitli aganositler tarafindan indiiklenen ve hiicrede
cesitlibiyokimyasal ve morfolojik degisiklikler yaratan bir durumdur ve kisaca
trombositlerinbirbirlerine yapismasi olarak tanimlanabilir. Zedelenmis damar duvari
lizerine trombositlerin adezyonuyla olusan gecici hemostatik tikag {izerinde
trombositler birbirlerine yapisarak kiimelesirler. Trombosit agregasyonu, damarda
olusabilecek bir yaralanmadan sonra trombositlerin o bolgedeki adezyonundan sonra
baslar. Adezyon ve agregasyon olaylarinin gerceklesebilmesi i¢in kollagen
gereklidir. Kollagenle temas edildikten sonra trombositlerde sekil degisikligi ile
beraber iclerinde bulunan graniiller merkezde toplanir. Membran ile graniiller
arasinda kanalikiiler sistem meydana gelir. Disariya sekresyon olur. Bu sekresyon da
agregasyonu saglar yani trombositler biraya gelir. Kollagen gibi, ADP, trombin ve
adrenalin de trombosit membranindaki spesifik membran proteinlerine baglanarak

agregasyonu olusturmak icin bir seri reaksiyonu baslatir. Burada meydana gelen
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cesitli biyokimyasal reaksiyonlar trombositlerde sekil degisikligine, salgilamaya ve

agregasyona neden olur.

Trombositlerin zedelenmis damar duvarina ve baska trombositlere yapismasini
saglayan membran glikoproteinleridir. Membran proteinleri sodyum dodesil siilfat
polikrilamid jel elektroforezi ile incelenmis olup I, II, III... diye adlandirilmistir.
Bunlardan agregasyonda en 6nemli olan1 GP (gliko protein) IIb/Illa kompleksidir.
GP Ib’nin ise trombositlerin subendotelyal yiizeye yapismasinda onemli oldugu
belirtilmistir . Trombositlerin aktive olmalari, bir yiizey reseptorii olan GP IIb/IlIa ile
fibrinojen, fibronektin ve VWF’iin temas etmelerine neden olmaktadir. Bu adeziv
makromolekiiller, trombositler arasindaki baglantiy1 saglarlar ve agregasyon

siirecinin temelini olustururlar.

Agregasyon, ajanlarin 6zgiil reseptorlere baglanmasiyla baslar. Trombositlerin
cesitli ajanlarla uyarilmasindan sonra GP IIb-Illa kompleksi hiicreye Ca ++ girisi
icin bir kanal agar. Bu durum reseptorlerde fibrinojen molekiiliiyle baglanmasini
kolaylastirarak, bir bigimsel degisiklige yol agmaktadir. GP IIb-11la kompleksinin
trombosit fibrinojen reseptorii oldugu ileri siiriilmektedir. Trombosit fibrinojen
reseptorleri  trombosit  agregasyonunun asil  fizyolojik  belirleyicisidirler.
Trombositlerin inaktif durumunda GP Ilb-Illa kompleksi fibrinojen yapigmasina
engel pozisyonda iken, aktivasonu takiben fibrinojenin yapismasini saglayan
pozisyona gegmektedir. Sonugta aktif iki trombosit, GPIIb-11la kompleksleri arasinda

fibrinojen kopriileriyle birbirlerine yapisirlar.

Trombosit membranina bir ajanin  baglanmasiyla birlikte trombositte
degraniilasyon da baglar. Degraniilosyonda, trombositler graniil muhtevalarinm
disariya bosaltirlar. Bu trombositlerden salinan sekresyon f{iriinleri, komsu

trombositlerin de 3 ayr1 metabolik yolla aktive olmalarini saglarlar.

Trombosit dens graniillerinden salinan ADP ve serotonine bagli olarak fibrinojen
ve vVWF’iin kendi resoptoriine baglanmas1 uyarilir. Kollajen ve trombin salinimu ile
trombosit aktive edici faktoriin uyarilmasi ve bu yolla fibrinojen-reseptor etkilesimi
saglanir. Bu yol, aterosklerotik plak riiptiirii sonrasi, trombosit agragasyonunda

onemli rol oynamaktadir.
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Tromboksan sentetaz yoluyla olusan TXA2, hiicre i¢i Ca ++ mobilizasyonunun
artirarak GP IIb/Illa reseptoriinde yapisal degisikliklere neden olur. Giiglii bir
trombosit agonisti olan TXA2, ayn1 zamanda giiclii bir vazokonstriktordiir. Deneysel
caligmalar in vitro trombosit agregasyonunun damar zedelenmesini takiben 15 saniye

icinde gerceklestigini gostermektedir.

Trombosit agregasyonunun mekanizmasiyla ilgili farkli yollar vardir. ADP
fosfatidil inozitolu de i¢ine alan bir dizi reaksiyon zincirinin i¢inde yer alir. Burada
membranda fibrinojenin baglanacagi bolgeyi aciga ¢ikarmak onemlidir. Fibrinojen
trombosit agregasyonu i¢in gereklidir. Trombosit membran glikoproteinlerinden GB
I’ m ve Illa agregasyon icin kalsiyum ve fibrinojen ile kompleks yapar.
Trombastenide agregasyon olmaz ciinkii fibrinojen ve kalsiyum ile kompleks

yapacak membran glikoproteinleri yoktur.

Fibrinojen trombositler arasinda bir koprii olusturur. Kiiciik dozda da olsa
kollagen trombosit membranindan arasidonik asid salinmasina ve TXA’ nin meydana
gelmesine neden olur. Bu da ADP salinnmimi ve kalsiyum akisini saglar. Yiiksek
dozda kollagen dogrudan dogruya ADP’ yi trombositlerden salgilatabilir. Diisiik
dozda trombin ADP ve arasidonik asid salgis1 saglayarak agregasyona neden olur.
Trombin konsantrasyonu fazla oldugunda ise TXA2 ve ADP’ den bagimsiz yolla
agregasyon meydana gelir. Bu yol da PAF yoludur.

Trombosit agregasyonunun Olcililmesi i¢in bircok yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerde prensip trombositlerin in vivo sartlarda birbirine yapismasidir. Born ve
O’ Brien tarafindan tarif edilen turbidometrik yontemde, sitratla alinan kandan elde
edilen trombositten zengin plazma (PRP) 37 derecede sabit hizla doner. Bu sistem
agregometre denilen alet ile saglanir. Asagidaki sekilde goriildiigii gibi trombositten
zengin plazmaya ADP, adrenalin, kollagen gibi agonistlerin ilavesi ile agregasyon
baslayinca, kiimelesmeler sebebiyle aletten 151k gecirgenligi baslangica gore bir hayli
artar ve kiimelesme miktar1 ile orantili olarak egriler ¢izilmeye baslar. Bu egriler

diger tarafta kaydedilir.
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Sekil 11: Trombosit Agregasyonu Olusumunda Gergeklesen Olaylar ve Isik
Gegirgenligi Dogrultusunda Agregasyonun Kademeli Sekilde Olusumu (4)

Cesitli uyaranlarla elde edilen agregasyon egrileri de cesitli olur. Eger
yukaridaki sekildeki gibi uyarici olarak ADP kullanilmigsa olusan egri bifaziktir.
Birinci faz ADP’ nin trombositlere dogrudan etkisini gdsterir. Ikinci faz ise trombosit
graniillerindeki endojen ADP’ nin salinimi ile meydana gelen fazdir. Bu fazlar 1. ve
2. dalga diye de isimlendirilir. ADP konsantrasyonu daha yiiksek konsantrasyonlarda
ise elde edilen agregasyon egrisi degisir. Eger uyarici olarak kollagen kullanilmis
olsaydi monofazik bir egri elde edilirdi. Yani sekresyon gosteren birinci dalga

goriilmezdi.
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2.5.3. Hemostatik Sistemde Pihtilasma Proteinleri (4)

Pihtilagma sistemi; multikomponent enzim sistemi, kofaktorler ve inhibitorleri

igeren kompleks bir sistemdir. Kaskad veya selale ad1 verilen bir akis semasi vardir.

Normal hemostazda damar hasarimi takiben fibrinojenin fibrine doniismesinden
sonra bir fibrin ag1 olusur. Bu fibrin agi, trombositler tarafindan olusturulan primer
hemostatik tika¢ etrafinda olur. Burada ama¢ kanin damardan disar1 akmasimni

Onlemektir.

Koagulasyon sekonder hemostaz olarak da isimlendirilir. Birincisi trombositler

tarafindan gergeklestirilen pithtidir. Buna beyaz piht1 da denir.

Sekonder hemostazla meydana getirilen fibrin olusamaz ise kanamalar goriiliir.
Sekonder hemostazda gorev alan pihtilagma faktorleri romen rakamu ile gosterilir.
Pihtilagma faktorlerinin numaralanmasi bulunug sirasina gore olmustur. Fibrinojen
Faktor I (FI)’ dir. Cinkii ilk bulunan pihtilasma faktoriidiir. Pihtilagsma
mekanizmasmin akis semast sekil 12° de goriilmektedir. Fibrinojenin kesfini (FII)

adiyla protrombin takib etmistir.

Pihtilasma semasinda gorildigi gibi, pthtilasma faktorlerinin aktivasyonu iki
sekilde olur. Intrensek ve Ekstrensek aktivasyon. Intrensek sistemde yer alan
pihtilagsma faktorleri; Fletcher Faktor adi ile de bilinen Faktér XII (F XII), Williams
Faktor, FXI, FIX, FVIII’ dir. Trombositlerde bulunan Faktor 3 (Tr F3) de intrensek
sistemle pihtilagsmanin olmasi igin gereklidir. Trombosit i¢indeki faktdrler romen

rakami ile degil normal rakamlarla gosterilir.

Intrensek sistemi baslatan etken, kanda dolasan F XII’ nin endotel disinda
yabanct bir yilizeyle karsilagsmasidir. Bir damar hasarinda bu yabanci yiizey,
subendotel veya daha derin tabakalarda bulunan kollagendir. Kollagen hem F XIlI
hem de trombositler i¢in gii¢lii bir uyaricidir. Bu sekilde uyarilan F XII pihtilasma
sisteminin baslamasi i¢in tetigi ¢ekmis olur. F XII, endotelde bulunan yiiksek
molekiil agirlikli kininojen ile reaksiyona girer. Daha sonra prekallikrein ve F XI ile
reaksiyona giren F XII, bu reaksiyonlar sonunda F XI’ 1 aktiflestirmis olur. Daha

sonra F IX ve F VIII’ in de katildig1 bir reaksiyonla Intrensek sistem kompleksi
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olusur. Bundan sonraki yol, ekstrensek sistemin de takip edebilecegi ortak yoldur. Bu
sekilde pihtilasma proteinlerinde (faktorlerinde) meydana gelen aktivasyonlar ile
fibrin olusumuna kadar gidilmis olur. Aktivasyon sirasinda molekiilden kiigiik bir
peptid ayrilmis olur. Bu nedenle bu reaksiyonda rol alan bir onceki pihtilasma
proteinleri kalsiyuma bagli bir enzim goérevini yapar. Kalsiyum pihtilagsma sisteminin
her kademesinde olmas1 gereken bir iyondur. Kalsiyum olmadigi zaman kan higbir
sekilde pihtilagmaz. Bu nedenle laboratuarda calisilmak icin alinan kanlarin
pihtilagmasi istenmiyor ise, sodyum sitrat, etilen diamin tetra asetik asid (EDTA)
gibi, kanda kalsiyumu baglayan ajanlar kullanilir. Bu nedenle belirli konsantrasyonda
sodyum sitrat ve EDTA’ 11 ¢ozeltiler laboratuarda antikoagulant olarak kulllanilir.
Ciinkii laboratuar analizi i¢in alinacak kanlar ya diiz kan yani antikoagiilansiz alinan

kanlar ya da plazma denilen ve antikoagiilanla alinan kanlardir.

Ekstrensek pihtilagsma sistemde doku faktorii isin ig¢ine karigir. Doku faktorii
(TF) eskiden tromboplastin adi ile anilirdi. Biitiin hiicrelerin membranlarinda
bulunan bir transmembran proteindir. Kana da dokulardan sizabilir fakat normalde
sizmamas1 gerekir. Doku faktorii endotel hasarimin  oldugu bdélgedeki dokudan
sizarak pihtilagsma sistemindeki Ekstrensek yolu baslatir. Bu yol Intrensek yoldaki
gibi karigik degildir. Burada etkin olan sadece Faktor VII (F VII)’ dir. Doku faktorii
F VII ile etkileserek ekstrensek sistem kompleksini olusturur. Bu kompleksin

olusmasi i¢in yine kalsiyum iyonu gereklidir.

Hem Intrensek yol kompleksi, hem de Ekstrensek yol kompleksi Faktor X (F X)
i¢cin substrattir. Bundan sonraki reaksiyonlarda; Faktér V (F V), trombosit faktor 3
(Tr F3), protrombin (F I) ve fibrinojen (F II) genel yolda fibrin olusumuna kadar
olan sathada gorev yaparlar. Kalsiyum iyonu yine her safthadaki reaksiyon ig¢in

gereklidir.
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Tablo 4: Pihtilasma Faktorlerinin Baz1 Ozellikleri (4)

Mol Ag. Yarilanm | Miktar | Ba SO,’a Sentez Piht1 Spesifik
Faktorler aOmrii | (mg/dl) | Absorpsiyo |  Yeri Esnasinda Ozellikleri
n Harcanmasi
Fibrinojen 340.000 77-108 | 150-400 Yok K.C. Var TS.
Faktér V 330.000 12-36 | 0.5-1.0 Yok K.C. Var TS.
Faktor VIII:C 200.000 12 <0.01 Yok K.C. Var TS.
VWF 800.000 24 0.51 Yok Endotel Var -
Faktér XIIT 320.000 108-168 2.5 Yok K.C.? Yok TS.
Protrombin 68.000 60-68 10-15 Var K.C. Var TS.
Faktor VII 48.000 4-6 0.1 Var K.C. Var Vit. K
Faktor IX 57.000 12 0.01 Var K.C. Yok Vit. K
Faktor X 58.000 24-48 0.75 Var K.C. Yok Vit. K
Protein C 62.000 6 0.5 Var K.C. Yok Vit. K
Protein S 69.000 0.01 Var K.C. Yok Vit. K
Faktor XII 80.000 52-60 0.4 Yok Yok Temas
Faktor X1 160.000 48-84 12 Yok K.C.? Yok Temas
Prekalligrein 85.000 48-52 0.3 Yok ? Yok Temas
HMWK 200.000 156 2.5 Yok ? Yok -
2.5.4. Fibrinolitik Sistem (4)

Hemostatik sistemde meydana gelen pihtinin belirli bir zaman sonra erimesi ve

o bolgedeki kan dolagiminin normale donmesi gerekir. Fibrin ve yaralanan damar

duvarinin iyilesmesinde matriks gorevi yapar. Fibrinin gorevi bitince fibrinolitik

sistem ile pitht1 ¢ézilinen pargalara ayrilarak uzaklastirilir. Plazminojen fibrinolitik

sistemde gorev alan tek proenzimdir. Plazminojen ¢esitli aktivator (tPA, uPA) ve

inaktivatorlerin etkisi ile plazmine doéner. Plazmin fibrinojeni, ya da fibrini
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pargalayarak parcalanma {riinlerine (fdp, D-dimer) donistiriir. En giicli pihti
¢oziicii proteolitik enzim olan plazminin plazminojenden doniisiimiinde endotel

hiicrelerinin 6nemli etkisi vardir.

2.6. HIPERLIPIDEMIi

Hiperlipidemi; plazma trigliserid veya kolesterol diizeylerinin veya her
ikisininde birden yiikselmesidir. Lipidler suda c¢oziinmedikleri i¢in plazmada
lipoproteinler ile tasimirlar. Bu nedenle hiperlipidemi; plazma lipoprotein
diizeylerindeki artisa da baghdir. Artmis yapim veya dolagima salinim ya da azalmis
klirens veya dolasimdan uzaklastirilma nedeniyle bir veya daha fazla lipoprotein

smifi kanda birikebilir; bazi durumlarda her iki durum birlikte bulunabilir (70).

2.6.1. Primer Hiperlipidemi

Primer hiperlipidemi; beslenmeye ve siklikla lipoprotein metabolizmast ile ilgili
proteinlerdeki  (apolipoproteinler, reseptorler, enzimler veya kofaktorler)
degisikliklere baglidir. Genetik defektlere bagli olarak ortaya ¢ikan bu tarz
degisiklikler lipid metabolizmasinin primer bozukluklari; ailesel hiperkolesterolemi,
ailesel defektif apolipoprotein B-l00, ailesel kombine hiperlipidemi, ailesel
disbetalipoproteinemi, lipoprotein lipaz eksikligi, apolipoprotein C-II eksikligi,
ailesel hipertrigliseridemi ve ailesel hipoalfalipoproteinemi olarak smiflandirilir
(71,72).

2.6.2. Sekonder Hiperlipidemi

Diabetes mellitus veya hipotiroidizm gibi lipoprotein metabolizmasini degistiren
diger faktorler de plazma lipoprotein diizeylerini arttirirlar; bu faktorler lipid
metabolizmasimnin  sekonder  bozukluklar1  olarak  smiflandirilir.  Sekonder

hiperlipidemiler nispeten daha az goriliir (73).

2.6.3. Deneysel Hiperlipidemi

Hayvanlar iizerinde yapilan deneyler, diyetteki yag ve kolesterol ile ateroskleroz
ve plazma kolesterol diizeyleri arasindaki iligski ile ilgili daha genis fikir sahibi

olmamizi saglamistir. Aterosklerozu incelemek i¢in miimkiin olan her hayvan
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kullanilmis, bu hayvanlarin hemen hemen hepsi, doymus yag ve kolesterol agisindan
zengin diyetlerle beslendiklerinde hiperkolesterolemi gelismis ve lipid birikimi ile
karakterize olan arter lezyonlar1 olusmustur. Bununla birlikte aterosklerotik lezyonlar
meydana geldikten sonra, plazmadaki kolesterol diizeyi diisiiriildiigii takdirde, bu
hayvan modellerinde lezyonlar gerilemistir. Kandaki kolesterol diizeyleri ya doymus
yag ve kolesteroliin diyetten ¢ikarilmasi ya da hayvana aterojenik diyet uygulamakla
birlikte kolesterol diisiiriicii bir ilag¢ verilmek suretiyle de diisliriilmiistiir. Yang ve ark
(74) %]1.5 g kolesterol, % 0.25 g kolik asit, % 7.5 g domuz yag1 ve % 75 g esansiyel
diyet ihtiva eden pellet yem ile 7 giinde hiperlipidemi olusturmuslardir. Wojcicki ve
ark (75) sicanlarda kokonut oil (10g/kg/giin), kolesterol (4g/kg/giin) ve kolik asit (0.2
g/kg/giin) ihtiva eden diyet uygulamasinda 14 giin sonunda hiperlipidemi
olusturmustur. Horvath ve arkadaslar1 (76) siganlarda giinliik %2 gram kolesterol, %
0.5 g kolik asit ve % 20 g aycicek yagi ihtiva eden diyet ile 9 giinde hiperlipidemi
olusturmuslardir. Dinger ve arkadaslar1 (77) % 0,49 ( 0.5) g kolik asit, % 1,63g
kolesterol, % 16,3 g aygicek yagi ihtiva eden diyetle 10 giinde hiperlipidemi

olusturmuslardir.

2.7. APOLIPOPROTEINLER (70-74)

Karacigerde sentezlenen veya barsaklardan diyetle alinan lipitler sulu ortamda
coziinemediklerinden plazmada lipoprotein ad1 verilen makromolekiiler kompleksler
halinde tasimnirlar. Lipoproteinler merkezde polar olmayan lipitleri (trigliserit ve
kolesterol esterleri) ve yiizeye yakin kisimlarina yerlesmis daha polar lipitleri
(fosfolipit ve serbest kolesterol) igeren kiiresel partikiillerdir. Yiizeylerinde bir ya da

daha fazla apolipoprotein olarak adlandirilan 6zgiin proteinler igerirler.

Insan plazmasindaki liporoteinlerin yapilarinda en az on farkli apolipoprotein
vardir. Bu apolipoproteinlerin molekiil agirliklarini, lipoprotein siifini ve islevlerini
gosteren Tablo 5° de verilmistir. Apolipoproteinler biiytikliiklerine, 6zgil antikorlar
ile tepkimelerine ve lipoprotein smiflarindaki karakteristik dagilimlarma gore
ayrilirlar. Bu proteinlerin bilesenleri sinyal olarak davranarak lipoproteinleri 6zgiil
dokulara yonlendirmede veya lipoprotein yiizeyinde gorev yapan enzimleri

aktiflestirmede etkilidirler.
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Tablo 5: insan Plazmas1 Lipoproteinlerinin Apolipoproteinleri (70)

Apolipoprotein Molekiil Agnh& Lipoprotein Smifi Islevi
Apoprotein A-I 28331 HDL LCAT": aktifleytinir;
ABC taznyrcsa tle ilizka
kurar
Apoprotein A-II 17.380 HDL Bilinmiyor
Apoprotein A-IV 44.000 Stlomikronlar. HDL Bilinmyor
Apoprotein B-48 240.000 Silomikronlar Bilinmiyor
Apoprotein B-100 513.000 VLDL. HDL LDL reseptorime baglamr
Apoprotein C-I 7.000 VLDL. HDL Bilinmyor
Apoprotein C-II 8.837 Silomikronlar. Lipoprotein lipaz1
VLDL. HDL ity
Apoprotein C-TIT 8.751 Silomikronlar. Lipoprotem Lipaz: mhibe
VLDL. HDL eder
Apoprotein D 32,500 HDL Bihnmiyor
Apoprotein E 34,145 Silomikronlar, VLDL' mn ve silomikron
VLDL. HDL kalmtilanmn klirensini
tetikler

HDL: Yuksek damsiteh hbpoprotemn; LDL: LDujik dansiteli lipoprotem: VLDL: Cok dujuk dansiteli

lipoprotemn; LCAT: lesinn kolesterol agil transferaz.

Her bir lipoproteinin yapisinda bir veya daha fazla apolipoprotein vardir. Bu
apolipoproteinler ABC nomenklatiiriine goére isimlendirilirler. Her bir lipoproteinin
apolipoproteini  kendine 06zgii olarak fazlaca bulunur. HDL’ nin major
apolipoproteini A’ dir. LDL ve VLDL’ nin ki ise B’ dir. Silomikronlardaki
apoprotein Apo B-48 olarak bilinir. Apo B-100 olarak bilinen LDL ve VLDL de
bulunanin %48’ i kadar kiigiiktiir. Bu nedenle bu isim verilmistir. Apo B—48
barsaklarda, Apo B-100 ise karacigerde sentez edilir. Apo B, apolipoproteinler
icinde en uzun polipeptid zincirine sahip olanidir. 4536 aminoasit icerir. Apo B—48
ile aynt mRNA’ dan sentezlenir. Apo B’ nin karbonhidrat kism1 molekiiliin %5’ ni
olusturur. Bu yap1 i¢cinde mannoz, galaktoz, fruktoz, glukoz, glukozamine ve sialik
asid vardir. Apo-C g¢esitli altgruplar icerir. Molekiil yapisi olarak Apo B’ ye gore
daha kiigtiktiir. Lipoproteinler arasinda serbestge dolanabilir. Apolipoproteinlerin

gorevleri sOyle siralanabilir:
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* Enzimlerin kofaktorleridir.

» Lipoproteinlerin yapisinin bir pargasidir. Yani yapisal gorev yapar.

» Dokulardaki lipoprotein reseptorlerine ligand gorevi yapar. Yani doku
reseptorleri lipoproteinleri ilgili apolipoproteinden tanir ve bodylece lipoprotein
icerigi dokuya girmis olur. Apo B—100 ve Apo E, LDL reseptori i¢in liganddir. Apo
A-1 ise HDL reseptorii i¢in liganddir.

Apoproteinlerin bilinen baz1 6zellikleri asagidaki gibidir:

Apo A-1: Molekiil agirligi 29.000 civarindadir. Silomikron ve HDL yapisinda

bulunur. Lesitin kolesterol agiltransferazin (LCAT) aktivatoriidiir.

Apo A-ll: Molekiil agirligi 17.000 civarindadir. Silomikron ve HDL’ nin

yapisinda bulunur. HDL yapisi i¢in 6nemlidir. Heparik lipazin etkisini hizlandirir.

Apo A-1V: Molekiil agirligr 46.000 civarindadir. Trigliseridlerden zengin

lipoproteinlerin i¢inde bulunur. Diger gorevleri bilinmemektedir.

Apo B-48: Molekiil agirligt Apo A’ lara gore biyiiktiir. Molekiil agirlig
241.000 civarindadir. Silomikronlarin yapisinda bulunur. Intestinal epitelinde Apo

B—100 geni ile iiretilir. Apo B-100" den kopmus bir par¢a gibidir.

Apo B-100: Apo B-100’ iin molekiil agirligr 513.000 civarindadir. LDL’ nin
major proteinidir. Gorevi LDL resptoriine baglanmaktadir. Yani ligand gorevi

yapar.LDL’ nin disinda VLDL ve IDL’ de bulunur.

Apo C-1: Molekiil agirligi 7.600 civarindadir. LCAT’ 1 aktive ettigi
sanilmaktadir. Silomikron, VLDL, IDL ve HDL de bulunur.

Apo C-I1: Molekiil agirligi 8.916° dir. Lipoprotein lipazi aktiflestir. LDL harig

diger lipoproteinlerde bulunur.

Apo C-111: Molekiil agirligr 8.750 civarindadir. Lipoprotein lipaz1 Apo CII’ nin

aksine inhibe eder. LDL hari¢ diger lipoproteinlerde bulunur.

Apo D: Molekiil agirligi 33.000°dir. HDL’de bulunur. LCAT ile ilgili oldugu

sanilmaktadir.
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Apo E: Molekiil agirligi 34.000 civarindadir. En azindan 3 alleli oldugu ve her
birinin ¢esitli izoformlar1 oldugu bildirilmektedir. Alzheimer hastaligi ile ilgili

oldugu bildirilmistir. Silomikron kalintilarinda, VLDL de, IDL ve HDL’ de bulunur.

Apo H: Molekiil agirligi 50.000 civarindadir. Silomikronlarin yapisinda
bulunur. Trigliserid metabolizmasinda gorevli oldugu sanilmaktadir. Glikoprotein I

olarak da bilinir.

Apo (a): En azindan 19 farkli alleli oldugu bilinmektedir. Protein boyutu
buyiiktiir. Molekiil agirligit 300.000 ile 800.000 arasinda degisir. LDL yapisinda
bulunur. Apo (a), Apo B-100’ e disiilfid baglari ile baglanarak bir komleks olusturur.
Bu kompleks Apo (a) olarak isimlendirilir. Molekiiler yapisi plazminojenen benzer.
Kolestrolu damar hasarinin oldugu yere biraktigi i¢in koroner kalp hastliklar1 i¢in

onemli bir risk olarak kabul edilmektedir.

CETP: Kolesterol ester transfer protein olarak bilinen bu molekiil HDL ile yakin
iligki icindedir ve kolesterol esterlerini transfer etmek icin gereklidir. Ancak
apolipoprotein olarak isimlendirilmemistir. Asagidaki sekilde apolipoproteinlerin
lipoproteinler i¢indeki oranlar1 goriilmektedir.

Chylomicrons
VLDL

Apo E (10%) Y other (5%)

other (6%)

Apo E (15%) Apo B (25%)

Apo A-1 (33%)

lio
Apo C (32%) \‘////

Apo A-IV (14%)

Apo B (5%)
Apo E (2.9%) Other (4.7%) AP B (1%)
Apo C (1.9%) Apo E (3%)
Apo D (2%)| Other (4%)
LDL

Apo B (90.5%)

Sekil 13: Apoproteinlerin Degisik Lipoproteinlerdeki Dagilimi (70)
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2.8. KARACIGER VE YAG DOKUSU (78,79)

Karaciger, yetiskin bir insanda viicut agirliginin yaklasik %2’sini olusturur.
Majér hiicre tipi olan hepatosit epitelyum kaynaklidir. Intestinal kanal ve genel
dolasim arasinda yerlesik olan karaciger, metabolik dengenin saglanmasinda 6nemli
bir role sahip olan pankreasla da iligkilidir. Hepatositlere giren lipidlerin yag asidi

icerikleri asagida 6zetlenen yollar izler.
1) Yag asitleri karaciger lipidlerine doniistiriiliir.

2) Bir¢ok kosulda yag asitleri karacigerde major oksidatif yakit olarak ig gortir.
Yag asitleri Asetil-CoA ve nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) saglamak i¢in
okside edilebilir. Asetil-CoA oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP elde etmek igin

sitrik asit siklusu araciligiyla okside edilir.

3) Yag asitlerinin oksidasyonu sonucu asirt miktarda asetil-CoA agiga ¢ikar ve
gerekli olmayanlar karaciger tarafindan keton cisimlerine doniistiiriilir. Bu keton
cisimleri baz1 periferal dokularda 6rnegin kalp, beyin veya uzun siireli aglikta enerji

kaynag1 olarak is gorebilir.

4) Yag asitleri ve glukozdan tiirevlenen bazi asetil-CoA’ lar membran
biyosentezi icin gerekli olan kolesterol biyosentezinde kullanilir. Kolestereol aym
zamanda steroid hormonlarin ve lipidlerin sindirim emiliminde esansiyel olan safra

tuzlarmin da prekiirsoriidiir.

5) Yag asitleri plazma lipoprotein biinyesindeki fosfolipidler ve trigliseridlere
donustiirtiliir. Kolesterol ve kolesterol esterleri de ayni zamanda lipoproteinler

seklinde taginirlar.

6) Baz1 serbest yag asitleri kanda albumine baglanarak taginir ve bu sayede kalp
ve iskelet kasi i¢in major yakit olarak is goriirler. Bu yiizden karaciger viicudun
dagittim merkezi olarak hizmet eder. Bunula birlikte karaciger yabanci organik
bilesikler 6rnegin; ilaglar, yiyecek katki maddeleri ve koruyucularinin da enzimatik

detoksifikasyonunda aktiftir.
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Yag dokusu deri altinda, kan damarlarinin etrafinda ve abdominal kavitede genis
Ol¢iide biitlin viicutta dagilmistir. Yag dokusu yetigkin bir insanin viicut agirliginin
yaklasik %15’ini olusturur. Bu agirligin  yaklasik %65’in1 de trigliseridler
olusturmaktadir. Yag dokusu metabolik olarak ¢ok aktiftir. Viicuttaki diger hiicre
tiplerine benzer sekilde yag hiicreleri piruvat ve yag asitlerini okside etmek i¢in sitrik
asit siklusunu kullanan ve mitokondriyal oksidatif fosforilosyonu yapan aktif
glikolitik metabolizmaya sahiptir. Fazla miktarda karbonhidrat alim1 esnasinda, yag
dokusu glukozu pruvat ve asetil-CoA aracilifiyla yag asitlerine doniistiiriilebilir.
Bununla birlikte insanlarda ¢ogu yag asidi sentezi karaciger hiicrelerinde meydana
gelir, yag hiicrelerinde meydana gelmez. Ozellikle yagdan zengin bir diyetten sonra,
yag hiicreleri karaciger ve intestinal kanaldan gelen trigliseridleri depolar. Yakit
ihtiyac1 gerektiginde, yag dokusunda depolanan trigliseridler yag hiicreleri igindeki
lipazlar tarfindan serbest yag asitlerinin olusturmak iizere pargalanirlar. Daha sonra

bu serbest yag asitleri kan akimi araciligiyla iskelet kas1 ve kalbe gonderilebilir.

2.9. LIPID PEROKSIDASYONU VE ATEROSKLEROZ (26,70,80)

LDL’in modifikasyona ugramasinda lipid peroksidasyonu dnem tasir. Pek ¢ok
hastaligin gelismesinde rol oynayan lipid peroksidayonu ¢ok doymamis yag asidleri
igceren yaglarin, serbest oksijen radikalleri tarafindan oksidatif olarak bozulmasidir.
Hiicre membranlarinda bulunan ¢esitli cok doymamis yag asitleri boyle bir bozulma
reaksiyonu ile; peroksidlere, aldehidlere, alkollere, hidroksi yag asidlerine
dontsiirler. Yani serbest oksijen radikallerinin bulundugu ortamlarda hiicredeki
molekiiller ve hiicrenin gesitli organelleri zarar goriir. Bu hasarlar: membran hasart,
DNA hasari, hiicre i¢i organlarin membranlarinin hasari, mitokondri organellerinin

hasari, enzimler ve enzim olmayan ¢esitli proteinlerin hasar1 olarak siralanabilir.

Lipid peroksidasyonuna yol agan serbest oksijen radikalleri i¢inde kararsiz yap1
gosteren eslesmemis elektronlar vardir. Oksijenli solunum yapan biitliin canlilarda
lipid peroksidasyonundan kagmak miimkiin degildir. Ciinkii c¢esitli metabolik
yollarda meydana gelen oksido rediiksiyon reaksiyonlari esnasinda serbest oksijen

radikalleri az miktarda olusur. Bu zararli olusumlar derhal hiicrenin iginde
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bulunmas1 gereken antioksidan sistemlerle zararsiz hale getirilir. Ancak bazi
durumlarda (inflamasyon, iskemi, radyasyonla kars1 karstya kalmak, antibiyotik veya
benzer tedavilerin uygulanmasi sirasinda ve bilmedigimiz diger baz1 reaksiyonlarda)
serbest oksijen radikalleri daha fazla {iretilir. Hiicrede mevcut olan savunma
sistemleri fazla serbest oksijen radikalleri ile bas edemez hale gelirler ise, cesitli

dokularda lipid peroksidasyonuna bagli hasarlar olusur.

Lipid peroksidasyonuna yol acan serbest oksijen radikalleri i¢inde kararsiz yapi
gosteren normalden farkli elektronlar vardir. Atom numarasi 8 olan oksijen
atomunda 8 elektron bulunmaktadir. (Bir oksijen molekiiliinde 2x8=16 oksijen
bulunur). Oksijen molekiiliinde ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2P son orbitali
onemlidir. Bu orbitallerdeki elektron degisimleri veya farkli yonlere donmeler singlet
oksijen ad1 verilen farkli sekilde goriilecegi gibi normalden farkli olmasi ile oksijen
radikalleri olugur. Oksijenin 2P orbitalinde eslesmemis elektronlar veya ters doniislii

elektronlar oksidan molekiilleri olusturur.

Yukarida soylendigi gibi oksijenli solunum yapan canlilarda oksijene bagli
olarak meydana gelen reaksiyonlar sebebiyle oksidan molekiillerinden kagmak
mimkiin degildir. En reaktif ve toksik etkili oksijen radikali hidroksil radikalidir.
Dogal olarak organizmada meydan gelen hidrojen peroksid ile reaktif oksijen

arasinda meydana gelir.
H,O, + O, +H —— OH+H,0+0,

Bunun gibi organizmada pek ¢ok reaktif oksijen molekiilleri olur. Bu tiir
molekiiller metabolizma sirasinda endojen olarak meydan gelebildikleri gibi,

eksojen kaynakli da olabilirler.
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2.10. ANTIOKSIDAN SISTEMLER (26,80)

Hiicre hasarinin  6nlenmesinde antioksidanlarin  6nemli gdrevi vardir.
Antioksidanlar superoksidler, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirlerinin olusturduklart hasara karsi koruyucudurlar. Antioksidanlar reaktif
oksijen tiirlerini temizlemek veya okside bilesikleri indirgemek yoluyla islev
yaparlar. Antioksidan molekiiller serbest radikaller ile etkilesime girerek zincir
reaksiyonunu sonra erdirirler, kendi elektronlarin1 vermek suretiyle serbest
radikalleri notralize ederler ve hayati molekiilleri hasardan korurlar. Dogal
antioksidanlar; enzimatik olanlar ve enzimatik olmayanlar olmak iizere
gruplandirilirlar.  Superoksid dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon s transferaz mitokondiral sitokrom oksidaz enzim 6zelligi gosteren 6nemli
antioksidanlardir. E vitamini, karotenoidler ve retinol, ubikinon, C vitamini,
melatonin enzim olmayan antioksidanlardir. Katabolik son {iriin olan biluribin
albumine bagl yag asidlerini lipid peroksidasyona kars1 koruyan 6nemli antioksidan
molekiillerden biridir. Ayrica; iirik asid, seruloplazmin, transferin, ferritin, albumin,

heptoglobulin-hemopeksin plazmada bulunan antioksidanlar arasinda yer alir.

Glutatyon (GSH)

Glutatyon; glutamik asid, sistein ve glisinden olusan bir tripeptiddir.

Glutatyonun serbest tiol grubu hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasini

saglar.
2 GSH + Hy Oy ==--mmmmmmmmeeeeee GSSG + H,0

Yukaridaki reaksiyonda glutatyon peroksidaz reaktif oksijen tiirlerini indirgemek
ve hidrojen peroksidi suya doniistiirmek suretiyle hiicreyi oksidatif hasara karsi

korur.
GSSG + NADPH + H+ ----------- 2GSH + NADP+

Yukaridaki reaksiyonda da glutatyon rediiktaz NADPH’in indirgeme

kapasitesini kullanilarak indirgenmis glutatyon olusumunu saglar.
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2.11.4 SIALIK ASID VE DOKU FAKTORU (81,82)

Son yillarda yapilan ¢alismalar serumdaki total sialik asid 6lglimlerinin koroner
arter hastaliklart icin Onemli risk faktorii oldugunu bildirmektedir. Sialik asid
noraminik asidin asetilenmis tiirevidir. Sialik asid glikoprotein ve glikolipidlerin
indirgenmeyen uglarinda terminal komponent olarak bulunur. LDL kolesteroliin
desializasyonunun ateroskleroz gelisiminde 6nemli oldugu ileri siiriilmiistiir. Kimi
aragtiricilara gore sialik asid endotel hiicreleri i¢in koruyucu bir role sahiptir. Sialik
asid bir¢ok fizyolojik olaylarda etkindir. Hiicrelerin birbiri ile interaksiyonu, hiicre
proliferasyonunda sialik asidin 6nemli fonksiyonu vardir. Bu o6zelliklerine
dayanilarak sialik asid akut faz reaktam olarak da kabul edilmektedir. Ozetle, cesitli
arastiricilar sialik asidin kardiovaskiiler mortalitie ile ciddi bir iliskisi oldugunu,

aterosklerozda belirleyici oldugunu bildirmislerdir.
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3. METOD VE MATERYAL

3.1. KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER

Calismamizda kullandigimiz kimyasal maddeler analitik safliktadir. Kolesterol
tiyobarbitiirik asit, n-biitanol, o-fosforik asit, asetik asit, siilfiirik asit Merck; 5-5’
ditiyobis 1-2 nitrobenzoikasit (DTNB), kolik asit Sigma; Oleik asit, Etilendiamin

tetra asetik asidin sodyum tuzu Fluka; kullandigimiz kitler ise temin edilmistir.

3.2. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Elisa Cihazi MedispecESR 200 Elisa Palete Reader
Santrifiij Heraeus- Chtist-GmbH, 00902
Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02

Hassas Terazi Sartorius

Etiv Niive FN 500

Sterilizator Niive EN 400

Distile su cihazi Schott Gerate

Su banyosu (37C) Boehringer Mannheim Precither-PFV
Su banyosu (100C) Heizbad, Kermanlar, 34680

Derin dondurucu AEG, -24C

pH Metre 710 A pH/ISE Meter

Otomatik pipetler Gilson

Vorteks Janke & Kunkel VF2

Magnetik Karigtirici Ikamag, RH, Janke & Kunkel
Mekanik Karistirici Ika-Werk RW-14H

Elektronik kaba terazi Scaltec SPB62

3.3. KULLANILAN DENEY HAYVANLARI VE OLUSTURULAN
GRUPLAR

Calismamizda Tiibitak’dan temin edilen C57BL/6 tip 24 adet 2 aylik disi fare
kullanildi.

Deney hayvanlari 3 gruba ayrildi.
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* ApoB Konjugat1 verilen grup
* Hiperlipidemik grup
« Kontrol grup

3.4. DENEY HAYVANLARININ BESLENMELERI

Deney hayvanlar1 gece ve giindiiz sirkiilasyonu korunarak beslenme ve su

(musluk suyu) ihtiyaglarinin giinliik olarak saglandigi kontrollii laboratuar sartlarinda
muhafaza edildi.

Yemlerin hazirlanmasi : Normal pellet yem ile beslenen Kontrol gruplar1 harig
diger gruplarin yemlerinin hazirlanmasi i¢in toz halindeki normal yem Tablo 6’ da
belirtilen oranlarda gerekli ilaveler yapildi. Distile su eklenerek hamur haline

getirildi ve silindir sekli verilerek etiivde kurutuldu.

Tablo 6: Laboratuvar sartlarinda hazirlanan yemlerin igerigi

Gruplar
Kontrol Hiperlipidemik | ApoB Konj.
c § Kolesterol %1.63 %1.63
'S & | Kolik Asit %0.41 %0.41
€2 | Aycigek Yagi %16.3 %16.3
S .S | Normal Yem %100

3.5. HIPERLIPIDEMIi OLUSTURULMASI VE APO-B KONJUGATI
VERILMESI

Hiperlipidemik grupta yer alan deney hayvanlarinda, Tablo 6’ da gosterilen
%1.63 g kolesterol, %0.41g kolik asit ve %16.3 g ay¢igek yagi i¢eren hiperlipidemik
yem ile hiperlipidemi olusturuldu. Gruptan olusan deney hayvanlar1 3 ay boyunca
Tablo 6’ da igerikleri belirtilen yemlerle beslendi. Deney gruplarindan Apo B
grubuna deneyin basinda ve 1.haftada Apo-B konjugati verildi.
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3.6. KAN VE DOKU ORNEKLERININ ALINMASI VE iNCELENEN
PARAMETRELER

Deney sonunda hayvanlardan kalp kani alindi. Alinan kanlar 3000 rpm’ de 10
dakika santrifiij edilerek serum elde edildi. Elde edilen serum &rnekleri total lipid,

kolesterol, LDL-kolesterol, Lipid Peroksidasyonu ve TF tayinlerinde kullanildi.

Deney sonunda tayinlerde kullanilmak iizere alinan dokular; kalp, karaciger,
bobrek ve beyin cikartilarak serum fizyolojikte yikandi. Zar ve yag kisimlar
temizlenerek, buz icerisinde kiiciik parcalara ayrildi. Bu kiiciik parcalar daha sonra
cerrahi makasla kesilmek suretiyle kiyma haline getirildi ve tartildi. Kalp, karaciger,
bobrek ve beyin gibi organlar i¢in agirliklar1 kadar serum fizyolojik (mL) ilavesi ile
homojenize edilerek %10 ’luk doku homojenatlar1 hazirlandi. Hazirlanan doku
homojenatlar tiiplere konarak derin dondurucuda -20C’ de kullanilacag tarihe kadar

saklandi.

Alman kanlarin rutin lipid profili total lipid, total kolesterol ve LDL kolesterol
tayini yapilarak incelendi. Kan ve dokuda TF yapildi. Dokuda GSH, LPO, Sialik asid

ve doku faktorii aktivitesi ol¢iildii.

3.7. SERUMDA TOTAL LiPiD TAYINi

3.7.1. Deneyin prensibi

Serum lipidleri yiiksek sicaklikta, derisik siilfiirik asitle muamele edildiginde
stilfiirik asit yaglarin karbon- karbon baglarina etki ederek, karbonyum iyonlar
olusmasini saglar. Olusan karbonyum iyonlar1 fosfovanilinin karboksil gruplariyla
reaksiyona girerek pembe renkli bir kromojen olusturur. Olusan kromojen 530 nm’de

maksimum absorbans verir (83).
3.7.2. Kullanilan ¢ozeltiler
Derisik Siilfiirik asit: Ticari ambalajdan direkt olarak kullanilir.

Fosfovanilin ¢ozeltisi: 1 g vanilin 100 mL distile su ile su banyosunda 1sitilarak
¢oziiliir, sogutulur. Hacim, % 85 fosforik asit ile akar musluk suyu altinda

karistirtlarak 500 mL’ ye tamamlanur.
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3.7.3. Deneyin yapilisi

Hidrolizat Hazirlanmasi: 50ul serum iizerine 2 mL derisik siilfiirik asit ilave
edilir, karistirtlir. Kaynar su banyosunda 10 dakika kaynatilir, sogutulur. Bu

asamadan sonra kor ve numune tiipleri agagidaki gibi hazirlanir.

Deney Tiipleri
Kor Numune
Derisik Siilfiirik asit 0.2 mL _
Hidrolizat _ 0.2 mL
Fosfovanilin Cozeltisi 5mL 5mL

Tiipler karistirilir. 30 dakika karanlikta beklettikten sonra 530 nm’ de numune
absorbanslar1 kore kars1 okunarak kaydedilir. Numune absorbansi standart grafiginde

yerine konarak Total lipid miktar1 (% mg) hesapland.

0,45
0.4
0,35 &

0,3
0,25 .
0,2 =

0,15

0.1 < , : NS LI : :
0,05 == o e SO S P Ve A

o] 200 400 600 800 1000

Total Lipid (Yomg)

3.8. SERUMDA TOTAL KOLESTEROL TAYiNi (HUMAN KATNO:C507-
480)

3.8.1. Deneyin prensibi

Kolesteroliin enzimatik hidrolizi ve oksidasyonundan sonra, H202 olusur. H202
p-HBS (phydroxy benzene sulfonic acid) ve peroksidaz varhiginda, 4-
aminoantipyrine ile kinonimin kirmizi renkli kromoforunu olusturur. Olusan bilesin

renk siddeti kolesterol ile dogru orantilidir.
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Kolestrolesteraz (CHE)

Kolesterol Ester + H20 _, Kolesterol + Yag asidi

Kolesteroloksidaz (CHO)
Kolesterol + O2 . Koleston-3-on + H202

»

Peroksidaz (POD)

2H,0,+4-aminoantipyrine+p-HBS _ Kinonimin + 2H20

3.8.2. KullanilanCézeltiler

1- Kolesterol Reagent

4-Aminoantipyrine 0.6nM
Sodium Cholate 8.0 mM
p-Hydroxy benzene Sulfonic acid 20MM
Peroksidaz >1,200U/mL
Kolesterol esteraz >150U/mL
Kolesterol oksidaz >150 U/mL
Tampon (pH 6.8) 125mM
2- Standart
Kolesterol: 200 mg/dl (5.17 mmol/L)
3.8.3. DeneyinYapilisi

Deney Tiipleri

Kor Standart Numune
Kolesterol Reagent 1ml 1ml 1ml
37°C’de 2 dakika inkiibe edilir.

Serum - - 10ul
Kolesterol Stand. - 10ul -

37°C’de karistirtlir ve 10 dakika inkiibe edilir. 520 nm’de kére kars1 absorbanslar
kaydedildi.




Kolesterol konsantrasyonunun hesaplanmasi:

Kolesterol konsantrasyonu (mg/dL): 200 x Serumun absorbansi/Standardin
absorbans1  Kolesterol ~ konsantrasyonu  (mmol/L): 5.17 x  Serumun

absorbansi/Standardin absorbansi

3.9. SERUMDA LDL KOLESTEROL TAYINi ( HUMAN KATNO:L 530-100)

3.9.1. Deneyin prensibi

LDL tayini iki asamali olarak yapilir. Birirnci agamada HDL, VLDL ve
silomikronlar spesifik enzimlerle ortamdan uzaklastirilir. Ortamda kalan LDL’ ler
spesifik enzimlerle kolestenon ve H202’ ye doniistiiriiliir. Olusan H202 kromojenle
reaksiyona girerek peroksidaz varliginda kinonlar1 olusturular. Kinonun renk siddeti

LDL konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

1.basamak:
) ) CHE + CHO
HDL, VLDL, Silomikronlar ~ _ Kolestenon + H202
Katalaz

2 H202 - 2H20 +02

2. basamak:

CHE + CHO
LDL . Kolestenon + H202
. POD .

H202+ Kromojen . Kinon boyasi

3.9.2. Kullanilan ¢ozeltiler

1- Direct LDL Kolesterol Reagent-1

Buffer (pH 7.0) 100 mmol/L
Kolesterol esteraz 800 U/L
Kolesterol oksidaz 500 U/L
Peroksidaz 800 U/L
4-aminoantipyrine 1.0 mmol/L
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2- Direct LDL Kolesterol Reagent-2

3.9.3. Deneyin Yapilisi

Deney Tiipleri
Numune
Serum 3ul
Direct LDL Kolesterol Reagent-1 300ul
37°C’de 5 dk inkiibe edilir
Direct LDL Kolesterol Reagent-2 100ul

37°C’de 5 dk inkiibe edilir.

660nm ve 546 nm arasinda absorbanslari ol¢iiliir.

LDL — Kolesterol Konsantrasyonunun Hesaplanmast:

LDL — Kolesterol konsantrasyonu (mg/dL) =Standart kons. (% 136 mg) X

Numune absorbansi/Standart absorbansi

3.10. ELISA YONTEMI iLE DOKU FAKTORU TAYINI (USCN KAT NO:
E95024 MA)

3.10.1. Deneyin prensibi

Elisa yonteminde genel prensip; doku faktoriine spesifik antikor ile dnceden
kaplanmis kuyucuklara uygun miktarda Standard ve numuneler ilave edilir. Daha
sonra doku faktoriine spesifik biotinle konjuge olmus poliklonal antikor ilavesi
yapilir. Daha sonra avidinle konjuge edilmis Horseradihs Peroxidase (HRP) ilavesi
ve gerekli inkiibasyonlardan sonra substrat solusyonu (tetrametil benzidin,TMB)
ilave edilir. Enzim — substrat reaksiyonu uygun bir asid ¢6zeltisi ile durdurulur ve
olusan rengin siddeti spektrofotometrede okunur. Cizilen standart egriden

yararlanilarak kullanilan Orneklerin miktar1 hesaplanir.

Bu yontemde takip edilen yol sematik olarak asagidaki gibidir:

61




5.4 <6

1)Eliza tabakasindaki kuyucuklara 6nceden yerlestirilmis antikorlar

2)Standart ve numuneler

3)Konjugat (anti oxLDL Horseradish peroksidaz, HRP)
4)Substrat (Tetrametil benzidin, TMB)

5)Stok solusyonu (siilfiirik asid)

6)Olusan rengin okunmasi

3.10.2. Kullanilan Cozeltiler
1-Yikama ¢ozeltisi
2- Deney ¢ozeltisi
3- Numune sulandiricist
4-Deteksiyon antikoru
5- Galektin-3 standardi
6-Antitavsan HRP (horseradish peroxidase)
7-TMB (tetrametilbenzidin)substrat ¢ozeltisi

8-Reaksiyon durdurma ¢ozeltisi
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3.10.3. Testin Yapihisi

-Yikama tamponu ile biitiin mikroeliza kuyucuklar1 2 kere yikandi. ikinci
yikamadan sonra Kurutma kagidi tiizerine ters c¢evrilerek yikama tamponu

uzaklastirildi. Bu arada kuyucuklarin kurumamasina dikkat edildi.
-Tiim standart kuyucuklarina 100 ml numune sulandiricisindan ilave edildi.

-Birinci kuyucuga 100 ml galektin standardi ilave edildi. Diger standard
kuyucuklarmma 100 ml aktarilarak 10 ile 0.16 ng/ml konsantrasyonlar1 arasinda

degisen Standard diliisyonlar1 yapildi.

-Tiim kuyucuklara 50 ml numune sulandirici, kér kuyucuguna 100 ml numune

sulandiricist ilave edildi.
-Tiim kuyucuklara 50 ml deteksiyon antikoru ilave edildi.

-Mikrokuyucuklarin iizeri 6zel kapaticisi ile kapatildi ve Eliza karistiricisinda 2

saat oda 1sisinda karistirilarak bekletildi. Karistiricinin hiz1 200 rpm’ e ayarlandi.

-Inkiibasyon siiresinin sonunda mikro kuyucuklar bosaltildi. Mikro kuyucuklar

yikama tamponu ile 3 kere yikandi.
-Tiim kuyucuklara 100 ml tavsan anti HRP ilave edildi.

-Mikro kuyucuklarin iizeri tekrar kapatilarak bu defa 1 saat oda 1sisinda Eliza

karistiricisi lizerinde inkiibe edildi.

-Inkiibasyon siiresinin sonunda mikro kuyucuklar bosaltildi. Tekrar 3 kere

yikama tamponu ile yikanda.

-Kor dahil tiim kuyucuklara 100 ml TMB substrat ¢ozeltisi ilave edildi. TMB

substrat ¢ozeltisi kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.
-Mikro Eliza kuyucuklar1 bu defa 20 dakika karistirici tizerinde inkiibe edildi.

-20 dakika sonunda tiim kuyucuklara 100 ml reaksiyon durdurma ¢ozeltisi ilave

edildi ve olusan renklerin absorbansi1 450 nm’ de okundu.
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3.11. KARACIGER HOMOJENATINDA DOKU FAKTORU AKTIVITESI
TAYINI (84)

3.11.1. Deneyin prensibi

Dokularin tromboplastik aktiviteleri saglikli kisilerden alinan plazmalar
kullanilarak Quick metoduna gore tespit edilir. Tromboplastin kaynagi olarak doku
homojenat1 kullanilir. CaCI2 ilavesinden sonra fibrin olusumu i¢in gegen siire tayin

edilir. Aktivite siire ile ters orantili olarak degisir.

3.11.2. Kullanilan ¢ozeltiler
Sodyum Sitrat Cozeltisi (% 3,8 gr.) : 100 ml. ¢bzelti i¢in, 3,8 gr. sodyum sitrat

biraz dH20 ile ¢oziiliir ve toplam hacim dH20O ile 100 ml’ ye tamamlanir.

Plazma : Saglikli kisiden sitrath kan ( 9 ml kan + 1 ml % 3,8’ lik sitrat ) alinarak

plazmasi ayrilir.

Stok Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (0,2 M) : 100 ml ¢6zelti igin, 2,22 g CaCl, biraz

dH,O0 ile ¢oziiliir ve toplam hacim dH20 ile 100 ml’ ye tamamlanir.

Seyreltik Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (0,02 M) : 1 ml. stok kalsiyum klorir

¢ozeltisi tizerine 9 ml dH,0 konur ve karistirilir. 37 °C de tutulur. (Taze hazirlanir)

3.11.3. Deneyin yapihs1

37 °C lik su banyosunda asagidaki gibi ¢alisilir.

Deney Tiipii I¢ine
Doku Homojentati 0,1 ml.
2 dakika inkiibe edilir.
Plazma 0,1 ml.
Karigtirilir ve 30 saniye inkiibe edilir.
0,02 M CaCl;, Cozeltisi 0,1 ml.
Karistirilir, piht1 olusumu igin gegen siire kronometre ile tayin edilir.
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3.12. KARACIGER HOMOJENATINDA GLUTATYON(GSH) TAYINI (85)

3.12.1. Deneyin prensibi

Elmann ayiraci, 5-5° ditiyobis 1-2 nitro benzoikasid ( DTNB ) ile stilfidril
gruplarinin  reaksiyonu sonucu olusan renkli {irlin spektrofotometrik olarak

degerlendirilir.

3.12.2. Kullanilan ¢ozeltiler

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1 g) : 1 g sodyum sitrat tartilir, biraz dH20 ile

¢oOziilerek hacmi dH20 ile 100 ml’ ye tamamlanir.

Elmann aymract (% 40 mg DTNB) : 40 mg DTNB ( 5-5 ditiyobis 1-2
nitrobenzoik asit) tartilir, biraz sodyum sitrat ¢ozeltisinde (% 1 g) ¢6ziiliir. Hacmi

%1g lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ ye tamamlanir.

Proteinsizlestirme ¢ozeltisi : 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g etilen diamin tetra
asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum kloriir ayr1 ayr1 biraz dH20 ile

¢oziiliir. Hepsi birlestirilir ve hacmi 100 ml’ ye dH20 ile tamamlanur.

Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0.3 M) : 4.26 gram Na,HPO, veya (5.34 gram
Na;HPO,. 2H,0) biraz dH,0 ile ¢oziiliir ve hacim dH,0 ile 100 ml’ ye tamamlanir.

3.12.3. Deneyin yapihsi

% 10 gramlik karaciger homojent1 10 dak. 3000 rpm de santrifiij edilir.

Stipernatant alinarak calisilir.

Bir deney tiipiine 0.2 ml doku homojenati konur. Vorteks ile karistirilir. Uzerine
0.3 ml proteinsizlestirme ¢ozeltisinden ilave edilir. Vorteksle karistirilir. 5 dk. oda
sicakliginda bekletilir. 4000 rpm’ de 10 dk santrifiij edilir. Cokelti atilir. Siipernatant
almir. Iki tane deney tiibii alinir. Numune ve kor olarak isaretlenerek asagidaki gibi

caligilir.
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Numune Kor
dH,O - 0.2ml
Stipernatant 0.2ml -
Na,HPO, 0.8 ml 0.8 ml
Elmann Ayiraci 0.1ml 0.1ml

Tiipler vortekste karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletilir. Kore
kars1 412 nm’ de absorbanslar kaydedilir. Sonuglar seyreltme faktorii ve olusan sari
renkli iirliniin 412 nm’ de ekstinksiyon katsayisi (13600/m-1cm-1) kullanilarak (mg

GSH/ mg protein) cinsinden sonuglar hesaplanir.

3.13. KARACIGER HOMOJENATINDA LiPiD PEROKSIDASYON (LPO)
TAYINI (86)

3.13.1. Deneyin prensibi
% 10 gramlik karaciger homojent1 10 dak. 3000 rpm de santrifiij edilir.

Stipernatant alinarak calisilir.

LPO iirlinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki
reaksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak

degerlendirilir.

3.13.2. Kullanilan ¢ozeltiler

TBA ¢ozeltisi (0.047 M) : 500 mg TBA ile 6 ml 1 M lik NaOH ile karistirilir.
Uzerine 69 ml dH20 ilave edilir.

NaOH (1 M) : 4 gram NaOH tartilir, biraz dH;0 ile ¢6ziiliir, hacmi 100 ml ye

dH20 ile tamamlanir.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1.22 M, 0.6 M HCI deki): 20 ml TCA (%100
g TCA) ile 5 ml HC1 (% 37 g lik, d=1.19 g/dl lik HCI) karistirilir ve hacmi dH,0O ile

100 ml ye tamamlanir.

n-butanol : Orijinal sisesinden kullanilir.
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3.13.3. Deneyin yapilisi

2 tane deney tiibii alinarak numune ve kor olmak {izere isaretlenir ve asagidaki

gibi ¢aligilir.
Numune Kor
Doku Homojenati 0.25 ml -
dH,O - 0.25 ml
TCA 1.25 ml 1.25ml
Vortekste karistirilir ve 15 dk bekletilir.
TBA 0.75 ml 0.75 ml
Vorteks ile karistirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir.
n-Butanol 2ml 2ml

Ilave edilir. Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Butanol faz1
almarak 532 nm’ de kore karsi absorbanslar kaydedilir. MDA icin saptanmis
ekstinksiyon kat sayis1 (1.56.105 M-1cm-1) kullanilarak (nmol MDA/ mg protein)

cinsinden sonuglar hesaplanir.

3.14. KARACIGER HOMOJENATINDA SiYALIK ASIiD TAYINi (87)

3.14.1. Deneyin prensibi

Siyalik asid, periyodik asid oksidayonuna ugrayarak, b-formilpiirivik asid
olusur. Bu bilesik 2 mol tiyobarbiitirik asid ile reaksiyonlasarak, 549 nm’ de
maksimum absorbans veren renkli bir bilesik olusturur. Bu iiriin stabil degildir, bu
nedenle siklohegzanon fazina g¢ekilir. Olusan rengin siddeti 549 nm’ de maksimum

absorbansa sahiptir.

3.14.2. Kullanilan c¢ozeltiler

IN H,SO4 : 1 L’ lik bir ol¢ii distile su ilave ettikten sonra lizerine 5.42 mli
derisik kabina bir miktar siilfiirik asid konur ve hacim distile su ile 1000 ml’ ye

tamamlanir.
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0.2 M Sodyum meta periyodat (9 M Fosforik asid igerisinde ): 250 ml’ lik
balona belli bir miktar distile su ilave edilir. Suyun {izerine ml 151.7 fosforik asid
ilave edilip karistirilir. Bu karisimin tizerine 10.695 gram sodyum- metaperiyodat
ilave edilir, karistirllarak ¢oziinmesi saglanir. Hacim distile su ile 250 ml’ ye

tamamlanir.

0.5M sodyum siilfat (0.1 N H2SO4 igersinde) :500 ml’ lik bir balon jojeye
35.51g sodyum stilfat bir miktar 0,IN siilfiirik asid i¢inde ¢6ziildiikten sonra hacim

500 ml” ye 0.1N siilfiirik asid ile tamamlanir.

%10 g Sodyum arsenit : ( 0.IN siilfiirik asidde hazirlanan 0.5 M sodyum siilfat
icersinde): 10g sodyum arsenit tartilir bir miktar 0.5 M sodyum siilfat igersinde

¢oziiliir, hacim 0.5 M sodyum siilfat ile 100 ml’ ye tamamlanir.

% 0.6 g TBA : (0.IN siilfiirik asidde hazirlanan 0.5 M sodyum siilfat
igerisinde): 0,6g TBA tartilir bir miktar 0,5 M sodyum siilfat i¢ersinde ¢oziiliir,
hacim 0.5 M sodyum siilfat ile 100 ml’ye tamamlanir.(Kullanilacagi zaman taze

hazirlanir)

Siklohekzanon: Direk olarak orijinal sisesinden kullanilir.

3.14.3. Deneyin yapihs1

% 10 gramlik karaciger homojent1 10 dak. 3000 rpm de santrifiij edilir.

Stipernatant ayrilir.

180 ml 0.1 N H2SO4 ile 20 ml siipernatant karistirilir, tiiplerin agzi kapatilarak
1 saat 80°C' de etiivde hidroliz edilir. Elde edilen hidrolizat numune olarak

isaretlenmis bir deney tiibiine koyularak asagidaki gibi ¢aligilir.
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Numune

Hidrolizat 0.2ml
0.2M sodyum metaperiyodat 0.1ml

20 dakika oda sicakliginda beklenir.
%10 sodyum arsenit 1mil

Meydana gelen sar1 renk kayboluncaya kadar ¢alkalanir.

% 0.6 g TBA 3mi

100 C° ‘lik su bonyosunda 15 dakika bekletilir. Bu siire sonunda tiipler su banyosundan
alarak buzlu su i¢inde oda 1sina sogutulur.

Siklohekzanon 4.3 ml

Kor olarak siglohekzanon kullanilir. Organik fazin renk siddeti 549 nm de okunur.

Sonuglar ekstinksiyon katsayisi (57000/m-1cm-1) kullanilarak mg siyalik asit/ g

protein cinsinden hesaplanir.

Istatistiksel Degerlendirme

Calismanin biyoistatistiksel ¢oéziimlemesinde Graphpad Prism programi
kullanilmistir. Degigkenler ortalama, standart sapma ile tanimlanmistir. Normal
dagilima uygun 6l¢iimsel degisken ortalamalarinin karsilagtirilmasi igin, iki grup
kiyaslamasinda t testi, yine ayni tip verilerin bagimli 6rneklerinin kiyaslamasinda
esli t testi (paired t) kullamilmistir. Normal dagilim gdstermeyen ortalamalarin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Yorumlamalarda

anlamlilik sinir1 p<0.05 alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. CESITLI GRUPLARIN LiPiD GOSTERGELERININ SONUCLARI

Kontrol ve Hiperlipidemi grubunda (A), Hiperlipidemili gruba Apo-B Konjugati
verilmesi halinde (B) serumdaki Total lipid, Kolesterol ve LDL kolesterol sonuglari

toplu halde Tablo 7’ de goriilmektedir.

Tablo 7: Serumda Lipid Gostergelerinin Sonuglari

Kontrol Hiperlipidemik
Parametreler (n=8) (n=8)

Ort+SD Ort+SD
Total Lipid (mg/dl) 193,85+15,23 551,85+52 2
Kolesterol (mg/dl) 65,18+6,52 138,99+10,1 A
LDL Kolesterol (mg/dl) 13,67+0,95 18,5+1,81
Total Lipid (mg/dl) 551,85+52 2 671,63+84 49
Kolesterol (mg/dl) 138,99+10,1 207,74+44 27 B
LDL Kolesterol (mg/dl) 18,5+1,81 13,86+2,05

*Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4.1.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Karsilastirilmasi

Kontrol ve Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlardaki rutin serum lipid
parametrelerinin istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 8’ de goriilmektedir. Burada
goriildiigli gibi Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlarda total lipid, total
kolesterol, LDL kolesterol anlamli derecede artmistir. Sekil 14° de bu degerler gorsel

olarak goriilmektedir.

Tablo 8: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Lipid Parametre Degerleri

Kontrol Hiperlipidemik P
Total Lipad 193.85=15.23 551.85+52.2 0,001
Total Kolesterol 65.18+6.52 138,99+10.1 0.001
LDL Kolesterol 13.67=0.95 18.5=1.81 0.001

*Degerler ortalama=Standart sapma clarak verilmistir. P<0.05 anlaml kabul edilmistir.

600

500

400

300

{mg’dl)

204

100 —

04— 7_. BN =

Tolal Lapud Kolesterol LI Kolesierol

Sekil 14:Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Lipid Parametre Degerlerinin
Karsilastirilmasi ( mavi: kontrol, turuncu: hiperlipidemik gruplar )
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4.1.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Karsilastirilmasi

Hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlarda Apo-B konjugati verildiginde elde
edilen rutin lipid parametrelerindeki degisimler istatistiksel olarak Tablo 9’ da
goriilmektedir. Bu grupta total lipid, total kolesterol degerleri normal hiperlipidemik
gruba gore daha da artig gosterirken LDL kolesterol degerinin diistiigli dikkati
¢ekmistir (p<0,05 anlaml1). Sekil 15° de bu degerler gorsel olarak goriilmektedir.

Tablo 9: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarimin Lipid Parametre Degerleri

Hipﬂ('f;‘;mjk Apo B (a:8) P
Total Lipid 551.85252.2 671.63+84 4 0.005
Total Kolesterol 138.99210.1 207.74+44.27 0.001
LDL Kolesterol 18 521 81 13.862.05 0.002

*Degerler ortalama=Standart sapma olarak verilmigtir. P<0.05 anlaml kabul edilmigtor.

800

/00

600

S00 ——

400 B Hiperlipidemik

(mg/dl)

00 ——-

M Apo-B
200

T =F—

Total Lipid Kolesterol I DL Kolesteral

Sekil 15: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Lipid Parametre Degerlerinin
Karsilagtirilmasi
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4.2. ELISA YONTEMI ILE KANDA TF SONUCLARI

4.2.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Serum TF Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Kanda kontrol ve hiperlipidemik gruplarin kan serumunda o6lgiillen TF

degerlerinin absorbansi istatistiksel olarak Tablo 10’ da goriilmektedir. Serumda

Olgiilen TF degerleri kontrol grubunda ortalama 78.5pg/ml, hiperlipidemik grupta

102.5pg/ml olarak bulunmustur. Serum TF degeri

hiperlipidemik grupta kontrol

grubuna gore anlamli bir artis gostermistir (p<0,001 anlamli). Sekil 16’ da tablodaki

bu degerler gorsel olarak goriilmektedir.

Tablo 10: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Serum TF Degerleri

Serum TF degeri Ort +St
pg/mi

Kontrol (n:8)

Hiperlipidemik(n:8)

P

78,5+4,0

102,5+15,0

0<0,001

120

100

80

60

Serum TF (pg/ml)

40

20

Kontrol  Hiperlipidemik

Sekil 16: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Serum TF degerlerinin

Karsilastirilmasi
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4.2.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Karsilastirilmasi

Serumda hiperlipidemik ve Apo-B gruplarin TF degerleri istatistiksel olarak
Tablo 11’ de goriilmektedir. Doku faktorii degeri hiperlipidemik grupla kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir. (p<0,05 anlamli). Sekil 17° de

tablodaki bu degerler gorsel olarak goriilmektedir.

Tablo 11: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Serum TF Degerleri

Serum TF pg/ml Hiperlipidemik Apo-B
ort £SD (n:8) (n:8) P
102,50+15,00 90,37+14,00 NS

NS : anlamsiz

120

100

80

60

40

Serum TF (pg/ml)

20

Hiperlipidemik Apo-B

Sekil 17: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Serum TF Degerlerinin
Karsilastirilmasi
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4.3. KARACIGER DOKUSUNDA DOKU FAKTORU AKTIVITESI

SONUCLARI

4.3.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Karsilastirilmasi

Karaciger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik gruplarin TF aktivitesi

degerleri istatistiksel olarak Tablo 12’ de goriilmektedir. Doku faktorii aktivitesi

degeri hiperlipidemik grupta kontrol grubuna gore artma gostermistir (p<0,05

anlamli). Sekil 18” de tablodaki bu degerler gorsel olarak goriillmektedir.

Tablo 12: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Karaciger Homojenatinda TF

Aktivitesi Degerleri

TF Aktivitesi
(saniye)

Kontrol

Hiperlipidemik

109,75+26,22

65,37+5,9

0,002

120

100

80

60

40

TF Aktivitesi (saniye)

20

Kontrol

Hiperlipidemik

Sekil 18: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Karaciger Homojenatindaki TF

Aktivitesi Degerlerinin Karsilagtirilmasi
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4.3.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Karsilastirilmasi

Karaciger hiperlipidemik ve Apo-B gruplarin degerleri istatistiksel olarak
Tablo 13’ de goriilmektedir. Doku faktorii degeri hiperlipidemik grupla kontrol
grubuna gore degisiklik gostermemistir (p<0,05 anlamli). Sekil 19’ da tablodaki bu

degerler gorsel olarak goriilmektedir.

Tablo 13: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Karaciger Homojenatinda TF

Aktivitesi Degerleri
Hiperlipidemik Apo-B
(n:8) (n:8) P
TF Aktivitesi(saniye) 109,75+26,22 97,50+15,37 NS

116
110
104
98
92
a6
80
74

TF Aktivitesi (saniye)

Hiperlipidemik Apo-B

Sekil 19: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Karaciger Homojenatindaki TF
Aktivitesi Degerlerinin Karsilastirilmast
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4.4, KARACIGER HOMOJENATINDA GLUTATYON VE LiPiD
PEROKSIDASYON SONUCLARI

4.4.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Karsilastirilmasi

Karaciger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik gruplarin glutatyon (GSH)
ve lipid peroksidasyon (LPO) degerleri istatistiksel olarak Tablo 14’ de
goriilmektedir. Hiperlipidemik grupta hem glutatyon hemde lipid peroksidasyon
degerleri anlamli bir sekilde artmistir (p<0,05 anlamli). Sekil 20° de tablodaki bu

degerler gorsel olarak goriilmektedir.

Tablo 14: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin GSH ve LPO Degerleri

Kontrol Hiperlipidemik p
(n:8) (n:8)
GSH (ug/mg protein) 0.07=0.01 0.15+0.04 0.001
LPO (nmol MDA/mg protein) 3.53+1.17 9.25+1.85 0,001

*Degerler ortalamatStandart sapma olarak verilmistir. GSH: Glutatyon, LPO: Lipid
Peroksidasyon . P< 0,05 anlamli kabul edilmistir.

0,16
0,14

0,12 4
0,1

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02

10

GSH (ug/mg protein)
LPO (nmol MDA/mg
protein)

N £ =) cc

_

Kontrol  Hiperlipidemik Kontrol  Hiperlipidemik

Sekil 20: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarinin GSH ve LPO Degerlerinin
Karsilastirilmast
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4.4.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarimin Karsilastirilmasi

Karaciger homojenatinda hiperlipidemik grubun glutatyon (GSH) ve lipid
peroksidasyon (LPO) degerine Apo-B konjugatinin etkisi istatistiksel olarak Tablo
15> de goriilmektedir. Apo-B konjugatinin hiperlipidemi durumunda glutatyona
(GSH) etkisi anlamli olarak artmis, lipid peroksidasyona (LPO) etkisi anlamsiz
olarak azalmistir (p<0,05 anlamli). Sekil 21’ de tablodaki bu degerler gorsel olarak

gorilmektedir.

Tablo 15: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin GSH ve LPO Degerleri

Hiperlipidemmk Apo-B P
(n:8) (n:8)
GSH (ug/mg protein) 0,15+0,04 0.23=0.04 0.001
LPO (nmol MDA/mg protein) 0.25+1.85 9.09+1.76 06

*Degerler ortalama+Standart sapma olarak verilmistir GSH: Glutatyen, [PO: Lipid Peroksidasyon. P<0,05 anlaml kabul
edilmigtir.

0,25
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sl 4 o | 0
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Sekil 21: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin GSH ve LPO Degerlerinin
Karsilastirilmasi
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4.5. KARACIGER HOMOJENATINDA SiALIK ASiD SONUCLARI

4.5.1. Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Karsilagtirilmasi

Karaciger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik gruplarin sialik asid

sonuglari istatistiksel olarak Tablo 16> da goriilmektedir. Hiperlipidemik grupta

sialik asid degerleri anlamli derecede artmistir (p<0,05 anlamli). Sekil 22’ de

tablodaki bu degerler gorsel olarak goriilmektedir.

Tablo 16: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarin Sialik Asid Degerleri

Kontrol Hiperlipidemik p
(n:8) (n:8)
Siyalik Asit (ug/mg protein) 0,88+0,36 1,92+0,32 0.001

*Degerler ortalama=Standart sapma olarak verilmastir. P=0,05 anlamli kabul edilmistir.

2,5
= 2
5
o
o
oo 1.5
=
e
o0
=
= 1
<
X
©
>
) 0,5 -
0 g

Kontrol Hiperlipidemik

Sekil 22: Kontrol ve Hiperlipidemik Gruplarinin Sialik Asid Degerlerinin

Karsilastirilmasi
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4.5.2. Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Karsilastirilmasi

Karaciger homojenatindaki hiperlipidemik gruba Apo-B ilave edildiginde sialik
asid degerlerinin nasil degistigi istatistiksel olarak Tablo 17’ de goriilmektedir. Apo-
B ilavesi ile hiperlipidemik grubun sialik asid diizeyi azalmistir, fakat bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05 anlamli). Sekil 23’ de tablodaki bu

degerler gorsel olarak goriilmektedir.

Tablo 17: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarin Sialik Asid Degerleri

Hiperlipidemik Apo-B p
(n:8) (n:8)
Siyalik Asit (pug/mg protein) 1,92+0,32 1,77+0,19 0.3

*Degerler ortalama=Standart sapma olarak verilougtir. P<0.05 anlamils kabul edilimgtir.

1,90

1,75

Siyalik Asit {ug/mg protein)

1,60

1,45

Hiperlipidemik Apo-B

Sekil 23: Hiperlipidemik ve Apo-B Gruplarinin Sialik Asid Degerlerinin
Karsilastirilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Hiperlipidemi arterlerde ateroskleroz gelismesini hizlandirir ve o&zellikle
koroner arter hastaliklar1 igin ciddi bir risk faktoriidiir. Ancak hiperkoagulasyon,
inflamasyon, lipid peroksidasyonunun da ateroskleroz patogenezinde énemli oldugu
diistiniilmektedir (6,9,12,28,29,50,88,89). Bu noktadan hareketle bu ¢alismada, 60
giin boyunca hiperlipidemik yem ile beslenen C57BL/6 tipi farelerin kanda ve
dokularindaki TF, lipid peroksidasyonu ve sialik asid degerleri ve bu degerlere Apo
B-100 (Apo-B) konjugatinin etkisi incelendi.

Gegmisi 1850’ 1i yillara dayandig: halde (2,3,18), giiniimiiz teknolojisi ile yapisi
aydinlatilan fakat koagulasyon disindaki fonksiyonlari hakkinda cesitli yorumlar
yapilan (13,19,20,21,58,90,91,92,93) bir membran protein olan TF’ nin
hiperlipidemi modelinde kanda ve dokuda nasil bir degisim gosterdigi ateroskleroz
patogenezinde 6nemli bir bulgudur. Ding ve ark (13) koroner arterlerdeki endotel
hiicrelerindeki TF’ nin ekspresyonunun bir niikleotid reseptdr araciligi ile
gerceklestigini bildirmislerdir. Trombosit agregasyonunda rol oynayan nukleotid
reseptorlerinin taninmasi plavix gibi yeni antitrombotik ajanlarin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Bu bilgilerden yola ¢ikan arastiricilar P2Y reseptorlerinin de TF
upregiilasyonunda etkin oldugunu bu yolun baskilanmasi ile TF’ nin trombus yapici

etkisininin azalacagini ileri siirmiislerdir.

TF’ nin sinyal iletiminde etkin oldugunun anlasilmasi ile beraber, sinyal
iletiminde etkin olan diger bir molekiil grubu nukleotidlerle iliskisi kurulmaya
baslanmistir. Ozellikle kardiovaskiiler sistemdeki etkiler iizerinde yogun galismalar

baslamistir.

Normalde endotel hiicreleri TF ekspresyonu yapmazlar. Ancak endotel
disfonksiyonu halinde hiicre yiizeyinde TF belirir. TF kanda dolanmakta olan FVII
igin giiglii bir kofaktér ayn1 zamanda reseptordiir. Bu nedenle endotel disfonksiyonu
yapan ajanlar TF’ nin hiicre yiizeyinde goriinmesi ve kanla temas etmesi igin yeterli
bir nedendir. Hiperlipidemi 6zellikle LDL-C artan endotel diskfonksiyon yapan
ajanlar arasindadir. TF bir kere kanla temas ettikten sonra ekstrensek ve intrensek

sistemin uyarilmasi kacinilmaz olur. TF aktivasyonu ile olusan trombin bir taraftan
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da trombositleri uyararak aktiflestirir ve trombosit adezyon, sekresyon ve
agregasyonu hizlanir. Bu durumda athero tromboz ve hiperkoagulasyon birbirinin

hem tetikleyicisi hem de sonucudur.

Biitiin bunlar disiiniildiigiinde bizim yaptigimiz kisa siireli hiperlipidemi
modelinde kandaki TF degerinin artmis olmasi karacigerdeki TF aktivitesinin de bu
artisa paralellik gdstermesi trombus lehine bir bulgudur. Inflamatuar cevaplar gibi
lipit birikimi de TF igin risk faktdriidiir. Inflamatuar cevaplarda cesitli interldkinler,
VEGF, endoteldeki TF ekspresyonunu baslatir. P2Y reseptor ailesinin TF uyarisinda

etkin ve regiile edici olabilecegi diistiniilmektedir (13).

Fregula ve ark (20) ozellikle karotid arteri gibi akis hizi yiiksek olan
damarlardaki hasarda TF ile karsilasildiginda trombus olusumunun hizlandiginm
bildirmislerdir. Bu nedenle TF ekspresyonunun ve dolagimdaki varliginin kontrolii
cok 1yi yapilmakta oldugu kabul edilmekte fakat bu kontrol mekanizmalarinin nasil

oldugu iyi bilinmemektedir.

Kimi arastiricilar TF ile Faktor VII aktivasyonunun ayr1 oldugunu ve Faktor VII
aktivasyonunda plazmadaki lipoproteinlerin etkin oldugunu bildiren ¢alismalar vardir
(21). TF aktif Faktor VII i¢in hem kofaktor, hem de reseptordiir. Normal sartlarda
fonksiyonel TF sadece hiicrelerde sentez edilir. Monosit ve makrofajlar bu hiicreler
arasindadir. Damar hasar1 ile subendotelde bulunan TF plasma proteinleri ile
karsilasinca hemostaz ve trombusu baglatir. Bazi c¢alismalar Faktér VII
aktivitesindeki artisin Oliimle sonuglanan koroner arter hastaliklar1 ile orantili

oldugunu bildirmislerdir (21).

Roselear ve ark (23) siklosporin A verdikleri C57BL/6 tipi farelerde T
lenfositlerin aktivasyonunu Onleyerek ateroskleroz ile immun sistem arasindaki
iliskiyi anlamaya caligmislardir. Biz c¢alismamizda Apo B-100 Antijeni vererek

immun sistemi harekete gecirdigimizde lipit profili degisecek mi diye diistindiik.

Hiicresel immunitede 6nemli gorevi olan T lenfositlerin aterosklerozun her
sathasinda yer almaktadir. Yiiksek kolesterollii diyetle beslenen tavsanlarda gelisen

aterosklerozun erken safhalarindan itibaren T lenfositlere rastlanmustir. Insandaki
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aterosklerotik lezyonlarda hem helper (CD+), hem de baskilayici T hiicreleri (CD8+)
vardir. Tavsalarda gelisen lezyonda CD4+’ nin daha baskin oldugu goriilmiistiir. T
lenfositleri fazlaca sitokin iiretirler. Sitokinler hiicre gdgiinde, proliferasyonunda
etkili oldugu gibi kolesterol bikiminde de etkili olabilmektedir. Siklosporin A (Cy
A); IL-2’ nin transkripsiyonunu 6nleyerek T hepler lenfositlerin aktivasyonunu onler.
CyA ayni zamanda IFN-y, IL-3, IL-4, TNF-a sentezini inhibe eder. CyA’ nin
kandaki konsantrasyonu sadece hiicresel immuniteyi baskilayacak dozda
ayarlanmasina dikkat etmek gerekir. Cilinkii yiiksek dozda CyA nefrotoksiktir,
hipertansiyon yapar ve lipoprotein konsantrasyonunu degistirir diyen arastiricilar,

CyA’ dan sonra kanda total kolesterolun degismedigini gérmuslerdir.

Renal fonksiyonun bozulmadigi da kandaki kreatinin konsantrasyonu ile
kanitlayan arastiricilar; aterosklerotik lezyon yoniinden aort, torasik ve abdominal
arterlerdeki lezyonlar1 incelemigler CyA ile immun surpese edilmis tavsanlarda
kontrol grubuna gore anlamli artiglar gormiislerdir. . Bu artig torasik arterde daha
fazladir. Esterlesmis ve esterlesmemis kolesterol miktar1 aortik arterdeki lezyonda
kontrol grubuna goére CyA’ Ii tavsanlarda daha fazla miktarlarda bulunmugtur.
Buradan c¢ikan sonug¢ sudur; CyA’ nin etkisi lenfositler lizerine olduguna gore,
lenfositlerin baskilanmasi dolaysiyla hiicresel immunitenin basilanmasi hizlanmastir.
Arastiricilar CyA’ nin ayrica kolesterol ile beslenen C57BL/6 farelerde ateroskleroz

gelisimini de hizlandirdigini da bildirmislerdir.

Drake ve ark (31) TF i¢in hemostatik zarf adin1 kullandilar. Ciinkii subendotelde
yerlesen bir membran protein olan TF ancak endotel hasarinda yani zarf agilirsa aktif
duruma gecerek koagulasyonu baglatir. Diger taraftan da TF geninin

inaktivasyonunda embriyonik 6liimler oldugu bildirilmistir (91).

Son yillarda TF ile ilgili 6nemli diger bir bulgu da kanda Odlgiilebilecek
miktarlarin gelisen teknoloji ile birlikte bulunuyor olmasidir. Eski bilgilere hic
uymayacak olan bu bilgi 1999° I1 yillarda farkl arastiricilar tarafindan “blood borne

TF” yada “circulating TF” ad1 ile bildirilmistir (11).

Bu bulgular damar duvarindaki TF’ den ¢ok farkli goriislerin ortaya atilmasina

neden olmus, trombus olaylarina bakis1 degistirmistir.
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Butanos ve ark (33) saglikli insanlarin kaninda dolanan TF miktarinin
koagulasyonu etkileyemeyecek kadar diisiik miktarda oldugunu séylemislerdir. Kimi
arastiricilara gére dolanan TF olusan pihtinin kenarina tutunmaktadir (18). Ancak ne
amagcla tutundugu hakkinda bilgi ¢ok iyi anlagilmamistir. Dolanan TF’nin hemostaz,
tromboz ve lipid metabolizmasindaki etkilerini anlamak i¢in ¢ok daha fazla

calismaya ihtiyag¢ vardir.

Bir kisim arastiricilar trombositlerin mikrovezikiiller halinde TF igerdigini
sOylerken (92,100), bir kisim arastiricilar trombositlerdeki TF aktivitesinin nasil

oldugu hakkinda net bilgi sahibi olmadiklarini s6ylemislerdir (33).

Giliniimiizde heniiz insan plazmasindan elde edilemeyen fakat plazmada varlig
bildirilen ve “alternatively spliced TF= altTF” olarak isimlendirilen bir TF’ den soz
edilmektedir. Bazi arastiricilar ise, alt TF’nin hemostazda oldugu gibi, tlimor

biiylimesinde ve anjiogenezde etkili oldugunu savunmaktadir (35,36).

Pan ve ark. (59) TFPI’ nin overekspresyonu ile plasma kolesteroliiniin asiri
yiikselmesinin Onlendigini bildirmislerdir. Bu etki ile genis zaman diliminde

aterosklerotik plak olusumunda azalma olacagini diistindiirtir.

Silveira ve ark (89) hiperlipemide Faktér VII ve Faktor IX aktivasyonunda
artis oldugu halde,  Faktor XII aktivasyonunda benzer artisin olmadigin
bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica, Faktor XI ve Faktor IX eksik hastalarin
postprandial Faktor VII aktivasyonunda artis olmadigmi fakat Faktor XII eksik
hastalarda postprandial Faktor VII aktivasyonunda artis oldugunu gdstermislerdir.
Bu in vivo c¢alismalar hemostatik sistem proteinlerinin lipitlerle iliskisini

distindiirmiistiir.

Manzi ve ark (88) sistemik lupus erithematosuslu (SLE) kadinlarda koroner kalp
hastaliklar1 ve miyokard infarktiis riskinin normal kadinlara gére 50 kat daha fazla
oldugunu, burada karotid arterlerindeki aterom plaginin ciddi bir risk faktori

oldugunu bildirmislerdir.
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Luo ve ark (90) TF eksikliginde fibrinojen eksikligine benzer bulgular
goriildiigli halde, faktor XI eksikliginde bu etkilerin higbirine rastlanmadigini
bildirmislerdir.

Septik infeksiyonlar koagulasyonu hizlandirarak hemostatik yolu kétiilestirir.
Antikoagulanlarin  bu patolojiyi diizeltmedikleri goriilmiistiir. Bakteri ile karsilagan
konak savunma amaci ile fibrin deposu olusturur. Gram negatif bir bakteri olan
Yersinia enterocolitical intraperitonal olarak farelere enjekte edildiginde; eger
fibrinojen eksikligi s6z konusu ise, peritona sitokin ve kemokin salinimi olmamustir.
Ayrica, nétrofillerin  inflamasyon alanina giicii de fibrinojen eksikliginde
baskilanmistir. Fibrinojen eksik olan bu olgulara oral antikoagulan (caumadin)
tedavisi uygulandiginda karacigerde goriilen bakterial hepatiti takiben Olim
goriilmiistiir. Bu sonuclar TF’ ye bagli ekstrensek yolun konagin bakteri
savunmasina karsi etkin bir roli oldugunu disiindiirmektedir. Bu bulgular
ateroskleroz patogenezinde etkin oldugu bildirilen inflamasyonda TF’ nin etkili

oldugunu da diisiindiirmektedir (90).

TF’ nin hemostaz ve trombusdaki etkileri ve de sinyal iletimindeki etkilerinin
regiilasyonunda etkin olan TFPI’lin fonksiyonu TF kadar 6nem tasir. Aktif Protein
C’nin kofaktorii olan Protein S’nin aymi zamana TFPI i¢in de gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Protein S’nin kofaktorliigiinde, TFPI’nin, Faktor Xa’yr 10 kat daha
fazla baskiladig1 gosterilmistir (94).

Mayer ve ark (95) plasma lipoproteinlerinden 6zellikle VLDL’ nin in vivo
olarak TF ve Faktor VII aktivitesini baslattigini, protrombinaz kompleksinin

fonksiyonlarini da hizlandirdigini bildirmislerdir.

Plazmadaki Faktor VII” nin koagulant aktivitesinde, triagilgliserollerden zengin
silomikron ve VLDL arasinda pozitif korelasyon oldugu (96), benzer sekilde
vitamin K’ ya bagimli koagulasyon proteinleri ile, plazmadaki VLDL arasinda iliski

oldugu gosterilmistir (97).
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Periferdeki monontiklear hiicrelerin prokoagulant aktivitelerinin oldugunu ve
VLDL’ nin bu hiicrelerin prokoagulant aktivitesini ortaya ¢ikardigimnini, TF’ nin de

bunlardan biri oldugunu gosteren gesitli calismalar vardir (98,99).

Kjalke ve ark (21) Faktor VII ve monosit iliskisinde lipoproteinlerin
prokoagulant aktivitede etkili olup olmadigmni incelemisler. Koagulasyon
inflamasyon iligkisi nedeniyle endotoksin icermeyen lipoproteinleri kullanmislar ve
VLDL’ nin Faktor VII araciligi ile Faktor Xa aktivitesinde artisa neden oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar bu inceleme sirasinda monositlerde TF aktivitesi
gormedikleri i¢in, plasma lipoproteinlerinin TF’den bagimsiz olarak Faktoér VII

aktivasyonu yaparak hiperkoagulasyon yaptigini bildirmislerdir.

Bu calismalara gore; TF aktivitesi artmasa da, hiperlipidemi nedeniyle Faktor
VIl’ye bagli  hiperkoaguagiilasyon gelisebilir. Bu durum da  koroner arter

hastaliklar1 i¢in 6nemli bir risk teskil eder.

Biz bu bilgilerin 15181 altinda yaptigimiz ¢alismada, kisa siireli hiperlipidemide
kandaki TF degerini kontrol grubuna gore arttigin1 gordiik. Apo B ile immunize
ettigimiz grupta hiperlipidemik grub baz alindiginda bir farklilik goriilmemistir. Yani
antijen olarak verdigimiz Apo B bir degisim saglamamigstir. Aktivite olarak
Olctiiglimiiz karacigerdeki TF aktivitesi de kandakine paralellik gostermis ve
karaciger dokusunun TF aktivitesi artmig yani saniye olarak kisalmistir . Apo B ile

immunize ettigimiz hayvanlarda sonug degismemistir.

Sonuglarimiz degerlendirildiginde kisa siirede hayvanlarda anlamli olarak
hiperlipidemi ve hiperkoagulasyon gelistigi disiintliir. Hiperlipidemik yem ile
beslenen hayvanlara Apo-B konjugati verilmesi ile LDL kolesterol miktarinda
azalma diger lipid fraksiyonlarinda artma goriilmiistiir. Burada Apo B konjugati
vermemizin nedeni, LDL fraksiyonunda biiyiik oranda bulunan bu proteini vererek
immun sistemi harekete gecirdigimizde sonuglarin nasil etkilenecegini goérmek

icindir.

Yapilan c¢aligmalar aterojenezde immun sistemin O6nemli oldugunu

bildirmektedir. Bu nedenle immunolojik reaksiyonlar1 baslatacak giiclii antijenlere
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dikkat cekilmistir. Is1 sok proteini (HSP-65) ile immunize edilmis C57BL/6J
farelerde yagli ¢izgi olusumu hizlanmistir (100).

Bizim caligmamizda baslangicta ve 7. giinde hayvanlara enjekte ettigimiz Apo B
-100’ iin farkli parametrelerde farkli géstergeler vermesi bu mekanizma iginde gesitli
nedenleri olabilir. Ciinkii ateroskleroz multifaktorial bir prosesdir. En belirgin
ozelligi lipitlerin arter duvarina birikmesidir. Bu birikime mononiiklear hiicre
infiltrasyonu ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu da istirak eder. Aterosklerotik
lezyonun gesitli safhalarinda T hiicrelerinin ve immunglobulinlerin bulunmasi bu
olusumda immun sistemin de etkili oldugu kabul edilmektedir. Fakat bizim
verdigimiz antijenin sonuclara etkisinin degerlendirilmesi i¢in ¢ok daha detayli bir

calisma yapilmasi gerekmektedir.

Kolesterol yiiksekliginin olumsuz sonuglarindan biri peroksidasyondur.
Lipoproteinlerin oksidasyonu ve oksidatif prosesler aterosklerotik lezyonun meydana
gelmesinde ve siirecin hizli ilerlemesinde O6nem tasidigi insan ve hayvan
modellerinde yapilan caligmalarda goriilmiistiir. Ciinkii aterosklerotik lezyonda ox-
LDL vardir. Ayrica aterosklerotik lezyonlarda lipid peroksidasyon iiriinleri; modifiye
olmus apoproteinler goriiliir. Burada vaskiiler hiicrelerin sitotoksik hasar1 da s6z
konusudur. Bu hasarin bilinen nedenleri soyle 6zetlenebilir; Nitrik oksid salinmasi ile
olusan vazodilatasyona karsi gesitli inhibe edici etkiler ile damar yapisi bozulur,
gecirgenligi artar, monositlerin arter duvarini gegerek makrofajlardara doniisiir ve
¢opcii reseptorler ile oksidlenerek modifiye olmus LDL’ yi toplamaya baslar. Bu
esnada pek ¢ok adezyon molekiilleri ve sitokinler prosese katilarak bir taraftan da
inflamatuar yanit prosesi devreye girer. LDL’ nin oksidasyonu ile beraber lipid
peroksidasyon islemleri baslar ve reaktif aldehidler ortama ¢ikar. Lipid
peroksidasyonu sirasinda gelisen reaktif aldehidler LDL’ de énemli bir protein olan
Apo B’ nin lizin ve histidin kalintilar1 ile kovalant baglar olusturur. Boylece LDL
tizerinde yiiksek immunojeniteye sahip modifiye lizin kalintilar1 belirir. Bu sekilde
modifiye olmus LDL’de MDA - lizinler ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) lizinler

olusur.

Stabil bir molekiilde elektronlar dis orbitalde ¢ift olarak bulunmaktadir. Boylece

her bir elektronun zit spine sahip bir esinin olmasi saglanarak kararli bir yapi
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olugsmaktadir. Eger son yoriingedeki orbital elektron alirsa veya kaybederse, yani
atom veya molekiil bir veya daha ¢ok sayida ¢iftlenmemis elektron tasir hale gelirse
yap1 artik bir serbest radikal halini alir. Bu sekilde elektron diizenleri bozuldugu i¢in
kararliliklarin1 kaybetmis ve bu ylizden reaktif hal almis atom veya molekiil gruplari
olan serbest radikaller oksidasyona neden oldugu icin aterosklerozda iizerinde

onemle durulan konulardan biridir.

Oksijen 6zel atomik yapisi nedeniyle radikal olusumlarinda 6nemli rol {istlenir.
Aslinda oksijen aerobik hiicrelerde oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji tiretimide
gerekli bir maddedir. Oksijenin % 99 u oksidatif fosforilasyon sirasinda suya
doniismekte ve ATP sentezine sebep olmakla birlikte yaklasik % 17 1 toksik
maddelere doniisebilmektedir. Oksijenin tek elektron transferi ile rediiksiyonu
serbest radikal anyonu olusturur. Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin elektron
alarak indirgenmesi sonucu superoksit radikal anyonu meydana gelir. Iki superoksit
molekiilii reaksiyona girerek hidrojen peroksit (H202) meydana gelir. Hidrojen
peroksit serbest radikal biyokimyasinda dnemli bir bilesiktir. Hidrojen peroksit hiicre
membranlarindan kolayca gecebilen uzun 6miirlii bir oksidandir. Demir ve bakir gibi

gecis metal iyonlarinin katalizorliigii hidroksil radikal tiretimini kolaylastirir (4,26).

Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve hiicre
membraninda bulunan poliansature yag asidlerin oksidasyonuna yol acan kimyasal
bir olaydir. Poliansature yag asidleri igerdikleri ¢ift baglar nedeniyle oksidasyona
oldukca duyarlidir. Bu nedenle hiicre memanlar: lipid peroksidasyonundan en ¢ok
zarar goren bolgelerdir. Hiicre zarindaki poliansature yag asierinin alfa metil

gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile lipid peroksidasyonu baslar.

Zincir yapisindan hidrojen atomunun uzaklastirilmas: ile yag asidi bir lipid
radikali haline gelir. Burada etken serbest radikalin siiperoksid veya hidroksil

radikallerinin oldugu diistintilmektedir (4).

Meydana gelen lipid peroksitleri yikilarak aktif yapilar olan aldehid ve karbonil
bilesiklerine dontgiirler. 3 veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asidlerinin
peroksidasyonu ile malondialdehid meydana gelir. Hedef dokularda meydana gelen

degisikliklerin sebebinin MDA oldugu diisiiniilmektedir. Peroksidasyonla olusan
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MDA, membran yapilarimi etkileyerek c¢apraz baglanma ve polimerizasyona Sebep
olabilmektedir. Iyon transport bozukluklari, enzimlerde fonksiyon bozukluklarmimn
sebebi de MDA’ dir. Bu nedenle bu molekiiliin; ateroskleroz, hipertansiyon, diabetes
mellitus, yaslanma gibi ¢esitli olaylar1 yaptigi ve Karsinojenik, genotoksik ve
mutajenik 6zellikler tasidig diisiiniilmektedir. Iyonize radyasyonun serbest radikal

tiretimine neden oldugu bildirilmistir.

Aterosklerozda reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel kaynaklari, endotel hiicreleri,
intimadaki diiz kas hiicreleri ve monosit kokenli makrofajlardir. Serum
lipoproteinleri 6zellikle LDL kolesterol konsantrasyonu artis1 ateroskleroz igin
onemli bir risk faktoriidiir. LDL’ nin klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalarda
aterosklerozdan sorumlu oldugu bir¢ok calismada bildirilmistir. Superoksid
anyonunun fagosit ve diiz kas hiicreleri yoluyla LDL oksidasyonunu uyaran bir
ajandir. Tioller metal iyonlar1 varliginda LDL oksidasyonunu uyaran superoksit
radikali olustururlar. In vitro sartlarda LDL’ nin demir ve bakir gibi gecis
metallerinin varliginda oksidatif modifikasyona ugradigi bildirilmistir. LDL’nin
oksidasyonunda LDL yogunlugu o6nem tasir. Kiiglik yogun LDL koroner arter
hastaligi gelisiminde daha etkindir. Cesitli calismalar kiigiik yogun LDL’nin
oksidasyona daha yatkin oldugunu gostermistir. LDL oksidasyonu ¢oklu doymamis
yag asidlerinin (PUFA) peroksidasyonu ile sonuglanan bir olaydir. Bunun sebebi de

serbest radikallerdir.

Oksidasyon baslangicta LDL i¢indeki antioksidanlarin varligi ile baskilanir.
Baskilamanin miimkiin olmadigi ve oksidasyonun ilerlemesi durumunda LDL
oksidasyonu hizlanir. Sonugta MDA ve diger ¢esitli aldehit iirlinleri LDL i¢indeki
Apo B’ ye zarar verir. Bunun sonunda dokulardaki LDL reseptorleri tarafindan LDL
dokulara gegemez fakat ¢copcii reseptorler tarafindan makrofajlara girisi artar. Burada

LDL’ nin MDA igerigi ¢cok artmistir.

Immunolojik yapida oldugu kabul edilen MDA tarafindan modifiye edilmis
LDL, immun kompleks olusumunu uyarir bu agregatlar kolesterol birikimini
arttirirlar.  Aterosklerozdaki lezyonlarda okside LDL’ ye karsi antikorlarin varligi

hastaligin ilerlemesi ile pozitif korelasyonlu oldugu gosterilmistir.
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Antioksidan mekanizmalar serbest radikallerin en 6nemli dengeleyicileridir.
Antioksidan molekiiller serbest radikaller ile etkilesime girerek zincir reaksiyonunu
sonra erdirirler, kendi elektronlarin1 vermek suretiyle serbest radikalleri notralize

ederler ve hayati molekiilleri hasardan korurlar.

Bu c¢alismada karaciger homojenatinda kontrol ve hiperlipidemik lipid

peroksidasyon degerlerini malondialdehid diizeylerini 6lgerek inceledik.

Hiperlipidemik grupta GSH ve LPO degerlerinin arttigin1 goérdiikk. GSH’1n artma
nedeninin kompenzasyon oldugunu diisiindiik. Apo-B bile immunize edilen
hiperlipidemik grupta GSH degerleri yiiksek kalmaya devam ederken LPO
degerlerinde azalma goriilmiistiir. Bu bulgular vermis oldugumuz immunojenin lipit
peroksidasyonu azatligini géstermis olmasi yoniinden olumlu goriilmektedir. Ancak
daha fazla deney hayvani grubu ile bu calismanin immunolojik Jlgiitleri de

kullanarak yapilmasinda fayda oldugunu diistinmekteyiz.

Bu ¢alismada bir¢ok fizyolojik olayda etkin olan siyalik asidin deneysel olarak
yapmis oldugumuz kisa siireli hiperlipidemide nasil bir degisim gosterecegini
inceledik ve hiperlipidemik grupta siyalik asid degerlerinin kontrol grubuna gore

artmis oldugunu gordiik.

Apo-B konjugat1 ilavesi ile hiperlipidemik grupda siyalik asid diizeyleri
azalirken LDL konjugat1 ilave edildiginde hiperlipidemik grubun siyalik asid diizeyi
anlamli olarak artmistir . Kimi arastiricilara gore sialik asid endotel hiicreleri igin
koruyucu bir role sahiptir (81). Hiicrelerin birbiri ile interaksiyonu ve hiicre
proliferasyonunda sialik asidin 6nemli fonksiyonu oldugu bilinir (82). Bizim
degerlerimizde goriilen siyalik asid artiginin nedeni oksidasyona bagli gelisen hiicre

hasarmi korumak oldugu diisiintilebilir.

Sonu¢ olarak; ateroskleroz gelisiminin ilk basamagi olan endotel
disfonksiyonuna neden olan sebepler sadece alternatif yol ile intimada oksidlenmis
LDL birikimi degildir. Pek cok olaylar zinciri endotel bozukluguna neden olur.
Ornegin periferik dolasimda ve koroner dolasimda endotele bagimli vazodilatasyon

nedeni ile asetilkolin ve nitrik oksid salinmasinda degisimler, buna bagh olarak diiz
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kas hiicrelerinin mediadan intimaya go¢ etmesi, intimada proliferasyona ugramalari,
damar ¢eperine monositlerin infiltrasyonu, monosit ve makrofajlarda TF bulunmasi,
bu alanda T hiicrelerinin ve proinflamatuar stokinlerin gériinmesi gibi olaylar endotel

bozulmasinin nedenleri arasindadir.

Hiperlipidemide kullanilan hipolipidemik ilaglar ateroskleroza yol agan risk
faktorlerinden biri olan kolesterolu tedavi etmektedir. Ancak aterosklerozun sebep
oldugu kalp damar hastaliklarinin nedeni, yukaridaki paragrafta kisaca deginildigi
gibi, sadece yliksek kolesterol degildir. Ateroskleroz ve ona baglh komplikasyonlarin
Onlenmesi i¢in, bu ¢alismada tartistigimiz noktalara bir biitiin halinde bakmak ve
bizim yaptigimiz bu kisa siireli hiperlipidemiden elde ettigimiz sonuglar1 da tedavi
stratejisi olarak dikkate almak ve bu konudaki galismalar1 arttirmak gereklidir diye

diisiinmekteyiz.
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