MUSBED 2012;2(2):64-71

Arastirma / Original Paper

Deneysel Hiperlipidemi ve Apo-B Konjugati
Uygulamasinin Kan Doku Faktorl Seviyesi ve
Karaciger Doku Faktorl Aktivitesi Uzerine Etkileri

Benun Kilig', Saime Batirel?, Zeynep Akdeste®, Nesrin Emekli’

'Marmara Universitesi Dishekimligi Fakiltesi Biyokimya Bilim Dal, istanbul - Tiirkiye
2Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dall, istanbul - Tiirkiye
3Yildiz Universitesi Biyomiihendislik B&limi, istanbul - Tiirkiye

Yazisma Adresi / Address reprint requests to: Nesrin Emekli
Marmara Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Biyokimya Bilim Dali, istanbul - Tiirkiye
Elektronik posta adresi / E-mail address: snemekli@marmara.edu.tr
Kabul tarihi / Date of acceptance: 20 Mayis 2012 / May 20, 2012

OZET

Deneysel hiperlipidemi ve Apo-B konjugati uygu-
lamasinin kan doku faktorl seviyesi ve karaciger
doku faktorl aktivitesi Uzerine etkileri

Amag: Hiperlipidemi ve hiperkoagiilasyon ateroskleroz gelisiminde
onemli yer tutar. Aterom plaklari icinde oOzellikle yiiksek miktarda
Apolipoprotein-B 100 (Apo-B) iceren LDL-C (diisiik dansiteli lipopro-
tein kolesteroll) gorilmektedir. Bu nedenle deneysel hiperlipidemi
olusturulan sicanlarda ve Apo-B konjugati uygulamasinin kandaki
doku faktorl (DF) miktari ve karaciger DF aktivitesi tizerine etkilerini
incelemeyi amacladik.

Yontem: Bu calismada deneysel Apo-B konjugati ilaveli ve ilave-
siz deneysel hiperlipidemi yapilan 32 adet C57BL/6 tirl fare her
bir grupta 8 fare olacak sekilde 3 gruba ayrildi (1-Kontrol grubu;
2-Hiperlipidemi grubu; 3-Hiperlipidemi + Apo-B grubu). iki ay sonun-
da sakrifiye edilen hayvanlarin rutin lipid parametreleri, kanda ve
karaciger dokusunda doku faktori (DF) miktari ve aktivitesi incelendi.
Bu amagla total lipid miktari, fosfovanilin metodu ile, total ve LDL
kolesterol ticari kit kullanilarak, kan DF tayini ELISA yéntemi ile, kara-
ciger DF aktivitesi ise Quick metodu ile 6l¢uldd.

Bulgular: Hiperlipidemik grupta total lipid, kolesterol, LDL-C deger-
leri kontrol grubuna gére anlamli olarak artti; LDL-C degeri Apo- B
konjugati ilave edilen grupta azalirken, total lipid ve total kolesterol
degerleri artti. Kandaki DF degerleri anlamli bir artig gdsterdi; Apo-B
konjugati verilen grupta kandaki DF sonuglari degismedi. Karaciger
homojenatinda DF aktivitesi hiperlipidemik grupta hizlandi; Apo- B
verilen grupta sonug degismedi.

Sonug: Elde ettigimiz sonuglar biyokimyasal yonden degerlendi-
rildiginde, ateroskleroz patogenezinde onemli oldugu distinilen
hiperlipidemi ve hiperkoagiilasyon durumunda Apo-B konjugati
uygulamasinin etkili oldugu gorilmistir. Ancak bu konudaki calis-
malarin Apo-B konjugati enjeksiyonunun immundilojik yonlerinin de
detaylandirilarak devam etmesinde yarar oldugunu disiinmekteyiz.
Anahtar sozciikler: Deneysel hiperlipidemi, C57BL/6, Apo-B 100,
doku faktori

ABSTRACT
Effects of experimental hyperlipidemia and
Apo-B conf'ugate administration on blood tissue
factor level and the tissue factor activity of liver

Objective: Hyperlipidemia and hypercoagulation are the major risk
factors 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). For this purpose we aimed to investigate blood
tissue factor (TF) levels and the TF activity of liver in experimental
hyperlipidemia with and without Apo-B conjugate administration.
Methods: Thirty two C57BL/6 mice were divided into 3
groups as control group (n=8), hyperlipidemic group (n=8),
hyperlipidemic+Apo-B group (n=8). Mice were sacrified at the
end of two months and blood lipid parameters, blood TF levels
and TF activity of liver were investigated. Serum lipid parameters
were determined by using commercial kits, blood TF levels were
determined by Elisa and liver TF activities were measured by Quick
method.

Results: Serum levels of total lipid, cholesterol, LDL-C 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 of Apo-B conjugates on TF values in blood and liver
homogenate.

Conclusion: Based on the results of this study Apo-B conjugate
administration was effective in hyperlipidemia and hypercoagulation
which are important factors in atherosclerosis. On the other hand we
believe that new studies are necessary to investigate immunological
properties of Apo-B conjugate administration.

Key words: Experimental hyperlipidemia, C57BL/6, Apo-B 100, tissue
factor

GiRiS
Aterosklerozla ilgili ge¢misi antik ¢aglara kadar uzanan
pek cok hipotezileri stirtilmustdr (1-3). Bu hipotezlerin igin-

de koagiilasyon ve damar endotelindeki lipid birikimleri
hep yer almistir. Glinim{izde arteriyel tromboembolinin
gelisiminde inflamasyon 6n plana ¢ikanlmistir (4-6). Fakat
koagiilasyon inflamasyon iliskisi nedeniyle hemostatik sis-
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tem, arteriyel tromboembolinin patogenezinden hig ayri
distnilmemistir (7-11).

Ateroskleroz ve kalp damar hastaliklarinin patogenezin-
de lipidler 6nemli bir risk faktoridir. Clinkl aterom plakla-
rindaki makrofajlarin lipid yukli oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle bu hiicreler kdpuk hiicreleri olarak anilirlar (3,12,13).
Histokimyasal boyalarla aterom plaklarinda doku faktori-
niin arttigi da giinimuziin bulgularr arasindadir (8).

Koagiilasyon mekanizmasi; negatif ve pozitif feedback
reaksiyonlari, coklu-enzim sistemlerini, himoral ve hiicresel
prokoagiilan ve antikoagiilanlan icinde barindiran kompleks
bir reaksiyon dizisidir. Glinlimiizde hayati organlan tehdit
eden arteriyel tromboembolinin baslca sorumlusu olarak
kabul edilen koagiilasyon- inflamasyon olaylarinda, ekstren-
sek ve intrensek koagtilasyon mekanizmasinin tetikleyicisi
durumunda olan doku faktorii (DF) dnemli bir yer tutar (14,15).

DF ile ilgili cahismalar 1800°li yillarda baslamis glini-
mizde ise, bu membran proteinin pek cok metabolik faali-
yet icinde oldugu vurgulanmistir (16-18). 1886 yilinda
Wooldridge kanda bulunmayan fakat dokuda bulunan bir
maddenin pihtilasmayi hizlandirdigini bildirmis (2) ve bu
doku homojenatlarinin ¢ok dillie olarak dahi hayvanlara zer-
kedildiginde ani 6limlerin goriilmesi (19), dokuda pihti
olusturan ¢ok glcli bir ajan oldugu fikrinin ortaya atilmasi-
na neden olmustur (20). Bu diislincelerden hareketle giini-
miize gelen calismalar CD142 olarak da isimlendirilen doku
faktortiniin kanda da bulundugunu, ¢cok yonli fonksiyon
yaptigini, sitokinlerle iliskili olduklari icin inflamasyonun da
tetiklendigini, ya da artan sitokinlerin DF'yi etkileyerek trom-
bus olusumunu hizlandirdigi bildirilmektedir (10,11,21,22).

Kanin icinde dolandigi endotel hiicreleri, koagilasyon
ve inflamasyon arasinda ortak bir noktadir. inflamasyon
esnasinda hasar gormis endotel, hem koagiilasyonla hem
de inflamasyonlailgili proteinleri harekete gecirir. DF, trom-
bin, trombositler, sitokinler, kemotaksisle ilgili proteinler,
adezyon molekdilleri, trombomodiilin, protein C, hem koa-
gllasyon hem de inflamasyonda yer alan molekdllerdir.
Burada DF hem arteriyel tromboemboli olusumunda, hem
de sinyal iletim sisteminde yer aldid1 icin baglica rolu oynar.

Yuksek kolesterol iceren diyetle beslenen tavsanlarda
gelisen aterosklerozun erken safhalarindan itibaren T lenfo-
sitlere rastlanmistir. Hiicresel immunitede énemli gorevi
olan T lenfositlerin aterosklerozun her safhasinda yer aldigi
bildirilmistir (23). Aterosklerotik lezyonlarda immiinoglo-
bilinler ve immun sistemle ilgili cesitli proteinler ve hiicre-

lerin bulundugu bildirilmistir (24).

Hayvanlan yiiksek dozda kolesterol ile besleyerek yapi-
lan hiperlipidemi insandaki aterosklerozu anlamak icin
yapilan iyi bir modeldir. Kolesterol artisi ile kalp damar has-
taliklari riskinin artmasi glinimiizde artik iyi bilinen bir
konudur.

Biz bu bilgilerden hareketle, kisa siireli hiperlipidemi
yapilan ve ateroskleroza meyilli oldugu bilinen C57BI/6 tipi
farelere Apolipoprotein-B 100 (Apo-B) antijeni vererek
immn sistemi harekete gecirdigimizde, lipid profili ve koa-
gllasyonun odak noktasinda bulunan DF degerlerinde
nasil bir degisim olacak diistincesinden hareketle bu calis-
may! planlayarak literatiire katki yapmayi amagladik.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari ve Olusturulan Gruplar

Calismamizda TUBITAK'tan temin edilen C57BL/6 tip 24
adet 2 aylik disi fare kullanildi. Deney hayvanlari, “Hiperlipi-
demik grup, Apo-B Konjugati verilen Hiperlipidemik grup
ve Kontrol grubu” olmak tizere 3 gruba ayrildi. Hiperlipide-
mik grupta yer alan deney hayvanlarinda %1.63 gr koleste-
rol, %0.41 gr kolik asit ve %16.3 gr aycicegi yadi iceren
hiperlipidemik yem ile hiperlipidemi olusturuldu. Deney
gruplarindan Apo-B grubuna deneyin basinda ve 7. glinde
Apo-B konjugati verildi. Apo-B konjugati (Sigma Company)
30 gragirhgindaki fare icin 200 pg hacminde (100 ug 0.5 mg
protein + 100 pg 0.5 mg polimer seklinde) 7 giin araile int-
raperitonal olarak enjekte edildi. Deney sonunda hayvan-
lardan kalp kani alindi. Alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek serum elde edildi. Elde edilen serum
ornekleri DF ve lipid parametreleri tayinlerinde kullanildi.
Bu amacla total lipid fosfovanilin metodu ile, total ve LDL
kolesterol ticari kit kullanilarak, kan DF tayini ELISA yontemi
ile, karaciger DF aktivitesi ise Quick metodu ile 6l¢llda.
Deney sonunda tayinlerde kullanilmak {izere alinan karaci-
ger dokusu cikartilarak serum fizyolojikte yikandi. Zar ve
yag kisimlari temizlenerek, buz icerisinde kugiik parcalara
ayrildi. Bu kiiclik parcalar daha sonra cerrahi makasla kesil-
mek suretiyle kiyma haline getirildi ve tartildi. Karaciger
dokusu agirligr kadar serum fizyolojik (mL) ilavesi ile homo-
jenize edilerek %100’lik doku homojenatlari hazirlandi.
Hazirlanan doku homojenatlari tliplere konarak derin don-
durucuda -20°C'de kullanilacagi tarihe kadar saklandi.

Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 2, Sayr: 2, 2012 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 2, Number: 2, 2012 - http://musbed.marmara.edu.tr 65




Deneysel hiperlipidemi ve Apo-B konjugati uygulamasinin kan doku faktéri seviyesi ve karaciger doku faktoru aktivitesi Gzerine etkileri

Kanda Doku Faktorii Tayini

Kanda DF o6l¢ciimi ELISA yontemi ile USCN KAT NO:
E95024 MA ticari kit kullanilarak yapildi. Buna gore, DF spe-
sifik antikor ile 6nceden kaplanmis kuyucuklara uygun mik-
tarda standart ve numuneler ilave edilir ve DF spesifik bio-
tinle konjuge olmus poliklonal antikor ilavesi yapilir. Daha
sonra avidinle konjuge edilmis Horseradish Peroxidase
(HRP) ilavesi ve gerekli inkiibasyonlardan sonra substrat
¢ozeltisi (tetrametil benzidin [TMB]) ilave edilir. Enzim-subs-
trat reaksiyonu uygun bir asit ¢ozeltisi ile durdurulur ve olu-
san rengin siddeti spektrofotometrede okunur. Cizilen
standart egriden yararlanilarak kullanilan 6rneklerin miktari
hesaplanir.

Doku Faktorii Aktivitesi Tayini

Karaciger dokusu %0.9 g NaCl ile homojenize edilerek
%10 g'lik doku homojenatlari elde edildi. Elde edilen
homojenatlar DF aktivitesi tayininde DF kaynagi olarak
kullanildi. Karaciger DF aktivitesi Quick'in ‘tek basamakli
protrombin zamani testi’ ile DF'nin (homojenat) esit mik-
tarda plazma ve 0.02M Ca** ile karistirilmasi sonucu pihti
olusumu icin gegen sirenin (sn) dlctilmesi seklinde yapil-
di. Pihtinin olusum siiresi DF aktivitesi ile ters orantili oldu-
Ju icin stirenin uzamasi azalmis DF aktivitesinin gosterge-
sidir.

istatistiksel Degerlendirme

Calismanin biyoistatistiksel degerlendirilmesi icin
GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego; CA;
USA) programi kullanildi. Tim degerler ortalama + Standart
sapma olarak verildi. Gruplar Kruskal Wallis testi ile karsilas-
tinlmanin ardindan Dunn’s Multipl Comparison Testi ile
degerlendirilmistir. Anlamlilik sinir p<0.05 alinmistir.

BULGULAR

Hiperlipidemik, Apo-B ve kontrol gruplarinin lipid para-
metre degerleri Grafik 1'de verilmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda hiperlipidemik yem ile beslenen hayvanlar-
da total lipid, total kolesterol, LDL kolesterol anlamli dere-
cede artarken, Apo-B konjugati verilen hiperlipidemik
grupta total lipid ve total kolesterol degerleri anlamli dere-
cede artmistir. Apo-B konjugati uygulanan hiperlipidemik
grupta total lipid, total kolesterol degerleri normal hiperli-
pidemik gruba goére daha da artis gosterirken LDL koleste-
rol degerinin diistigu dikkati cekmistir.

Kanda kontrol ve hiperlipidemik gruplarin 6l¢iilen DF
degerleri Grafik 2'te goriilmektedir. Kan DF degeri hiperlipi-
demik ve Apo-B gruplarinda kontrol grubuna gére anlamh
bir artis gostermistir (p<0,001). Kanda hiperlipidemik ve
Apo-B gruplarin DF degerleri arasinda ise anlamh bir fark
gorilmemektedir.
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Grafik 1: Hiperlipidemik, Apo-B ve Kontrol Gruplarinin Lipid Parametre Degerleri Grafigi

*p<0,001 kontrol grubundan farkli; 2p<0,005 hiperlipidemik grupdan farkli, °p<0,001 hiperlipidemik grupdan farkli, °p<0,001 hiperlipidemik grupdan farkli
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Grafik 2: Hiperlipidemik, Apo-B ve Kontrol Gruplarinin Serum Doku Faktora (DF) Degerleri Grafigi
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Grafik 3: Hiperlipidemik, Apo-B ve Kontrol Gruplarinin Karaciger Doku Faktori (DF) Aktiviteleri Grafigi

Pihtinin olusum siiresi DF aktivitesi ile ters orantili oldugu icin siirenin uzamasi azalmis DF aktivitesini gosterir. *p<0,002 kontrol grubundan farkl

Karaciger DF aktivitesi degerleri Grafik 3'de goriilmekte-
dir. DF aktivitesi degeri hiperlipidemik grupta kontrol gru-
buna gore artma gostermistir. Karaciger DF aktivitesi dege-
ri hiperlipidemik grupla Apo-B grubuna gore degisiklik gos-
termemistir.

TARTISMA

Hiperlipidemi arterlerde ateroskleroz gelismesini hiz-
landirir ve 6zellikle koroner arter hastaliklari icin ciddi bir
risk faktortdir. Ancak giris bolimiinde belirtildigi gibi,
hiperkoagtlasyon, inflamasyon ve lipid peroksidasyonu-
nun da ateroskleroz patogenezinde 6nemli oldugu bildiril-
mektedir. Bu noktadan hareketle bu ¢alismada, 60 giin
boyunca hiperlipidemik yem ile beslenen C57BL/6 tipi fare-

lerin kandaki lipid profili ve kan ve karaciger dokusundaki
DF degerleri incelendi, bu degerlere Apo-B-100 (Apo-B)
konjugatinin etkisi incelendi.

DF'nin sinyal iletiminde etkin oldugunun anlasiimasi ile
beraber, sinyal iletiminde etkin olan diger bir molekiil gru-
bu nukleotidlerle iliskisi kurulmaya baslanmistir. Ozellikle
kardiovaskiiler sistemdeki etkiler tizerinde yogun ¢alisma-
lar baglamistir. Ding ve ark. (5) koroner arterlerdeki endotel
hucrelerindeki DF'nin ekspresyonunun bir niikleotid resep-
tor araciligi ile gerceklestigini bildirmislerdir. Trombosit
agregasyonunda rol oynayan nukleotid reseptdérlerinin
taninmasi klopidogrel gibi yeni antitrombotik ajanlarin
ortaya ¢ctkmasina neden olmustur. Bu bilgilerden yola ¢ikan
arastiricilar P2Y reseptorlerinin de DF up-regiilasyonunda
etkin oldugunu ve bu yolun baskilanmasi ile DF'nin trom-
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bus yapici etkisininin azalacagini ileri sirmuslerdir.

Normalde endotel hiicreleri DF ekspresyonu yapmazlar.
Ancak endotel disfonksiyonu halinde hiicre ylizeyinde DF
belirir. DF kanda dolanmakta olan FVIl i¢in giicli bir kofak-
tor ve ayni zamanda reseptordir. Bu nedenle endotel dis-
fonksiyonu yapan ajanlar DF'nin hiicre yiizeyinde goriin-
mesi ve kanla temas etmesi icin yeterli bir nedendir.

Hiperlipidemi, 6zellikle LDL-C endotel diskfonksiyonu
yapan ajanlar arasindadir. DF bir kere kanla temas ettikten
sonra ekstrensek ve intrensek sistemin uyarilmasi kaginil-
maz olur. DF aktivasyonu ile olusan trombin bir taraftan da
trombositleri uyararak aktiflestirir ve trombosit adezyon,
sekresyon ve agregasyonu hizlanir. Bu durumda aterotrom-
boz ve hiperkoagiilasyon birbirinin hem tetikleyicisi hem
de sonucudur.

Bitiin bunlar distinildigiinde bizim yaptigimiz kisa
stireli hiperlipidemi modelinde kandaki DF degerinin art-
mis olmasi karacigerdeki DF aktivitesinin de bu artisa para-
lellik gdstermesi trombus lehine bir bulgudur. inflamatuar
cevaplar gibi lipit birikimi de DF icin risk faktdriidir. infla-
matuar cevaplarda cesitli interlokinler, vaskiiler endotelyal
biylme faktori (VEGF), endoteldeki DF ekspresyonunu
baslatir. P2Y reseptor ailesinin DF uyarisinda etkin ve regiile
edici olabilecegi distiniimektedir (5).

Fregula ve ark. (22) 6zellikle karotid arter gibi akis hizi
yiiksek olan damarlardaki hasarda DF ile karsilasildiginda
trombus olusumunun hizlandigini bildirmislerdir. Bu
nedenle DF ekspresyonunun ve dolagimdaki varliginin
kontrolii cok iyi yapilmakta oldugu kabul edilmekte fakat
bu kontrol mekanizmalarinin nasil oldugu iyi bilinmemek-
tedir.

DF ile Faktor VIl aktivasyonunun ayri oldugunu ve Fak-
tor VIl aktivasyonunda plazmadaki lipoproteinlerin etkin
oldugunu bildiren calismalar vardir (25). DF, aktif Faktor VI
icin hem kofaktor, hem de reseptérdir. Nomal sartlarda
fonksiyonel DF sadece hiicrelerde sentez edilir. Monosit ve
makrofajlar bu hiicreler arasindadir. Damar hasariile suben-
dotelde bulunan DF plazma proteinleri ile karsilasinca
hemostaz ve trombusu baslatir. Bazi calismalar Faktor VI
aktivitesindeki artisin 6limle sonuglanan koroner arter has-
taliklari ile orantil oldugunu bildirilmistir (25).

Roselear ve ark. (23) siklosporin A verdikleri C57BL/6 tipi
farelerde T lenfositlerin aktivasyonunu dnleyerek ateroskle-
roz ile immun sistem arasindaki iliskiyi anlamaya ¢alismiglar-
dir. Biz calismamizda Apo-B antijeni vererek immiin sistemi

harekete gecirdigimizde lipit profilinin degisip degismeye-
cegini inceledik. Son yillarda DF ile ilgili 5nemli diger bir bul-
gu da gelisen teknoloji ile birlikte kanda 6l¢tilebilecek DF
miktarlarinin bulunuyor olmasidir. Eski bilgilerden farkli ola-
rak bu bulgu, 1990'li yillarin sonunda farkl arastiricilar tara-
findan “blood borne TF-kan kaynakh DF” ya da “circulating
TF-dolasan DF” adi ile bildirilmistir (15). Bu bulgular damar
duvarindaki DF'den cok farkli gorislerin ortaya atilmasina
neden olmus, trombus olaylarina bakisi degistirmistir.

Butanos ve ark. (26) saglikl insanlarin kaninda dolanan
DF miktarinin koagiilasyonu etkileyemeyecek kadar disiik
miktarda oldugunu séylemislerdir. Kimi arastiricilara gére
dolanan DF olusan pthtinin kenarina tutunmaktadir (20).
Ancak ne amacla tutundugu cok iyi anlagiimamistir. Dola-
nan DF'nin hemostaz, tromboz ve lipid metabolizmasindaki
etkilerini anlamak icin cok daha fazla calismaya ihtiyag var-
dir. Pan ve ark. (27) DF yolagi inhibitori (TFPI)'niin asiri-eks-
presyonu ile plazma kolesterolunun asiri ylkselmesinin
onlendigini bildirmislerdir. Bu etki, genis zaman diliminde
aterosklerotik plak olusumunda azalma olacagini diistindu-
riir. Silveira ve ark. (28) hiperlipemide Faktor VIl ve Faktor 1X
aktivasyonunda artis oldugu halde, Faktor Xl aktivasyo-
nunda benzer artisin olmadigini bildirmislerdir. Arastiricilar
ayrica, Faktor XI ve Faktor IX eksik hastalarin postprandial
Faktor VIl aktivasyonunda artis olmadigini fakat Faktor XII
eksik hastalarda postprandial Faktor VIl aktivasyonunda
artis oldugunu gostermislerdir. Bu in vivo ¢calismalar hemos-
tatik sistem proteinlerinin lipitlerle iligkisini distindiirms-
tur. Mayer ve ark. (29) plazma lipoproteinlerinden 6zellikle
cok dusiik dansiteli lipoprotein (VLDL)'nin in vivo olarak DF
ve Faktor VIl aktivitesini baslattigini, protrombinaz komp-
leksinin fonksiyonlarini da hizlandirdigini bildirmislerdir.
Plazmadaki Faktor VII'nin koagiilan aktivitesinde, triacilgli-
serollerden zengin silomikron ve VLDL arasinda pozitif
korelasyon oldugu (30), benzer sekilde vitamin K'ya bagim-
I koaglasyon proteinleriile, plazmadaki VLDL arasindaiilis-
ki oldugu gosterilmistir (31). Periferdeki mononiklear hiic-
relerin prokoagiilan aktivitelerinin oldugunu ve VLDL'nin
bu hiicrelerin prokoagiilan aktivitesini ortaya cikardiginini,
DF'nin de bunlardan biri oldugunu gosteren cesitli calisma-
lar vardir (32,33).

Aterom plaklarinda proinflamatuar sitokinlerin varligs,
gozleri ateroskleroz ve inflamasyon konularina ¢evirmistir.
Bu noktadan bakildiginda DF'nin proinflamatuar bir ajan
olup olmadigi sorusu giindeme gelmis ve arastiricilar
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DF'nin proinflamatuar sitokinlerle iliskisini incelemeye bas-
lamislardir (21).

Bokarewa ve ark. (21) DF'nin gii¢lii bir inflamatojenik
ajan oldugu bunu da, monosit ve icindeki kemokinleri salgi-
latarak yaptigini bildirmislerdir. Damar endotelinde gercek-
lesen bu olaylar endotel disfonksiyonuna neden olacaktir.
Bu istenmeyen olaylar esnasinda damar icinde oksidatif
stresin de gelismesi mumkiindr. Bitiin bu gelismeler, kan-
daki kolesteroliin oksidasyonu ve oksidlenmis kolesteroliin
de bozulmus endotelden kolayca endotelin altina kagmasi
ve aterosklerotik plagin olusumunun hizlanmasinin miim-
kiin olacagi glinimiizde Uzerinde durulan konular arasin-
dadir.

Burada 6nemli olan zincirin ticlinci halkasi olarak kabul
edebilecegimiz lipid birikiminin nasil meydana geldigi ve
koagiilasyon, inflamasyon ile iliskisinin nasil oldugunun
anlasiimasidir. Bitiin bu bilgiler dikkate alindiginda, bir
membran proteini olan DF'nin hiperlipidemi modelinde
kanda ve dokuda nasil bir degisim gosterdigi ateroskleroz
patogenezinde 6nemli bir bulgudur.

Biz bu bilgilerin 1s1g1 altinda yaptigimiz calismada, kisa
stireli hiperlipidemide kandaki DF degerinin kontrol grubu-
na gore arttigini gérdik. Apo-B ile immiinize ettigimiz
grupta hiperlipidemik grup baz alindiginda bir farkhhk
gorilmemistir. Yani antijen olarak verdigimiz Apo-B bir
degisim saglamamistir. Karaciger dokusunda ol¢tigimiiz
DF aktivitesi artarak kandaki DF miktarina paralellik goster-
mistir, Apo-B ile immiinize ettigimiz hayvanlarda ise sonug
degismemistir.

Sonuglarimiz degerlendirildiginde hayvanlarda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda kisa stirede anlamli olarak hiperli-
pidemi ve hiperkoagiilasyon gelistigi duistinlir. Hiperlipi-
demik yem ile beslenen hayvanlara Apo-B konjugati veril-
mesi ile LDL kolesterol miktarinda azalma, diger lipid fraksi-
yonlarinda artma goérilmustir. Burada Apo- B konjugati
vermemizin nedeni, LDL fraksiyonunda biiyiik oranda bulu-
nan bu proteini vererek immiin sistemi harekete gegirdigi-
mizde sonuglarin nasil etkilenecegini gérmektir.

Yapilan calismalar aterojenezde immin sistemin 6nem-
li oldugunu bildirmektedir. Bu nedenle immiinolojik reaksi-
yonlari baslatacak glicli antijenlere dikkat ¢ekilmistir. Isi
sok proteini (HSP-65) ile immiinize edilmis C57BL/6J fare-

lerde yagh ¢izgi olusumu hizlanmistir (9).

Bizim calismamizda baslangicta ve 7. glinde hayvanlara
enjekte ettigimiz Apo-B'nin farkli parametrelerde farkli
sonuglar vermesinin bu mekanizma icinde cesitli nedenleri
olabilir. Bunlardan biri, aterosklerozun en belirgin 6zelligi
lipitlerin arter duvarinda birikmesi ile karakterize ¢ok yonli
bir stire¢ olmasidir. Bu birikime mononiiklear hiicre infilt-
rasyonu ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu da eslik
eder. Aterosklerotik lezyonun cesitli safhalarinda T hiicrele-
rinin ve immiingolobiilinlerin bulunmasindan dolayi bu
olusumda immiin sistemin de etkili oldugu kabul edilmek-
tedir. Fakat bizim verdigimiz antijenin sonuglara etkisinin
degerlendirilmesi icin cok daha detayli bir calisma yapilma-
si gerekmektedir.

Sonug olarak; ateroskleroz gelisiminin ilk basamagi olan
endotel disfonksiyonuna neden olan sebepler sadece alter-
natif yol ile intimada oksitlenmis LDL birikimi degildir. Pek
cok olaylar zinciri endotel bozukluguna neden olur. Kanda
oldugu gibi monosit ve makrofajlarda DF bulunmasi, bu
alanda T hicrelerinin ve proinflamatuar sitokinlerin goriin-
mesi gibi olaylar endotel fonksiyonunun bozulmasinin
nedenleri arasindadir. Bu nedenle Apo-B antijeni verilmesi
ile LDL-C ile birlikte DF degerinde meydana gelen degisim-
ler, ateroskleroz patogenezi yoniinden dikkate alinmasi
gereken bulgulardir.

Hiperlipidemide kullanilan hipolipidemik ilaglar ate-
roskleroza yol acan risk faktorlerinden biri olan yiksek
kolesterolii tedavi etmektedir. Ancak aterosklerozun sebep
oldugu kalp damar hastaliklarinin nedeni, yukaridaki kisaca
deginildigi gibi, sadece yiiksek kolesterol degildir. Aterosk-
leroz ve ona bagl komplikasyonlarin 6dnlenmesi icin, bu
calismada tartistigimiz noktalara bir bitlin halinde bakil-
masinin ve bizim yaptigimiz bu kisa sireli hiperlipidemiden
elde ettigimiz sonuclarin dikkate alinarak eksik yonlerinin
tamamlanmasi ve tedavi stratejisinde kullanilir hale gelme-
sinin uygun olacagini diisinmekteyiz.
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