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KORONER ARTER HASTALARININ ATEROM PLAGI 6RNE_KLERiNDE
HERPES GRUBU VE HEPATIT A VIRUSLARINA AIT
NUKLEIK ASIT VARLIGININ ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF HERPES GROUP AND HEPATITIS A VIRUS NUCLEIC
ACIDS IN THE ATHEROME PLAQUE SAMPLES OF PATIENTS WITH
CORONARY ARTERIAL DISEASE

Belgin ALTUN', Seyyal ROTA?, Metin DEMIRCIN®, Adem RESATOGLU*
Ali YENER* Giilendam BOZDAYF

OZET: Kronik inflamatuvar bir siire¢ olarak kabul edilen aterosklerozun
patogenezinde cesitli enfeksiyon etkenlerinin dogrudan ya da dolayh olarak roll
olabilecegi dusunllmekte, ancak bu konuda yapilan calismalardan cgeliskili sonuclar
alinmaktadir. Bu calismada, ateroskleroz etiyolojisinde tartisilan herpes grubu viruslar
[Herpes simpleks virus (HSV), Epstein-Barr virus (EBV), Cytomegalovirus (CMV)] ile
hepatit A virusu (HAV)'nun koroner arter hastaligindaki roltiniin arastirilmasi planlanmistir.
Bu amacla, koroner arter hastaligi olan 28 hastadan (23’0 erkek; yas araligi: 43-
74 yil) alinan aterom plagl 6rnekleri ile kontrol grubu olarak ateroskleroz disinda
damar hastaligi olan 22 hastadan (19’u erkek; yas araligi: 37-85 yil) alinan damar
Orneklerinde viral nlkleik asitlerin varligi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile arastinimistir. Ayrica calismaya alinan hasta ve kontrol grubunun tasidigi
klasik kardiyovaskuler risk faktérleri (hipertansiyon, hiperlipidemi, hiperkolesterolemi,
diyabet, sigara kullanimi, cinsiyet, yas, ailesel 6zgecmis) de sorgulanmistir. Calismada
28 aterom plagi érneklerinin Ggtiinde (%10.7) CMV-DNA pozitifligi bulunurken (viral
yukler; 21, 188 ve 288 kopya/mg), hicbirisinde HSV tip 1 ve 2, EBV ve HAV nikleik
asitleri saptanmamistir. Kontrol grubundaki 22 damar 6rneginin ise ikisinde (%9.1) EBV
DNA'’sI pozitif olarak bulunmus (viral yikler; 5 ve 10 kopya/mg), hicbirisinde HSV tip 1
ve 2, CMV ve HAV nukleik asit pozitifligi tespit edilmemistir. Hastalarimizin ateroskleroz
gelisiminde bilinen risk faktorleri degerlendirildiginde, major risk faktorlerinden olan
hipertansiyon ve hiperlipidemi varhidinin hasta (sirasiyla %64 ve %50) ve kontrol
grubu (sirasiyla %32 ve %23) arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gosterdigi
saptanmistir (p<0.05). Sonug olarak bulgularimiz, diger birgcok calismada elde edilen
bulgulara benzer olarak, arastirilan viral etkenlerin ateroskleroz patogenezinde rolu
oldugu hipotezini desteklememis olup, bu konuda dogrudan ya da dolayli bir iligki
kurulabilmesi icin daha ileri calismalara gereksinim oldugu kanisina variimistir.

Anahtar sézclikler: Ateroskleroz, aterom plagi, herpes simpleks virus, Cytomegalovirus,
Epstein-Barr virus, hepatit A virusu, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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ABSTRACT: It is assumed that various infectious agents play direct or indirect
roles in the pathogenesis of atherosclerosis which is accepted as a chronic inflammatory
phenomenon. However, the data obtained from different studies are contradictory. The
aim of this study was to investigate the roles of herpes virus group [Herpes simplex
virus (HSV), Epstein-Barr virus (EBV), Cytomegalovirus (CMV)] and hepatitis A virus
(HAV) which are debated in terms of their impact in the pathogenesis of coronary arterial
diseases. For this purpose, atherome plaque samples collected from 28 patients (23
were male; age range: 43-74 years) with atherosclerotic heart disease and vein samples
from 22 control patients (19 were male; age range: 37-85 years) who had vascular
diseases other than atherosclerosis, were investigated by means of the presence of
nucleic acids of the above mentioned viruses by real-time polymerase chain reaction
(PCR). Besides, classical cardiovascular risk factors (hypertension, hyperlipidemia,
hypercholestrolemia, diabetes mellitus, smoking habits, gender, age and familial
background) were questioned in both patient and control groups. As a result, no
positivity were detected for nucleic acids of HSV type 1 and 2, EBV and HAV, whereas
CMV-DNA was found positive in three of 28 (10.7%) atheromateous plaques (viral loads
were 21, 188 and 288 copies/mg). Amongst 22 vascular samples from controls, two
(9.1%) vyielded positive results for EBV-DNA (viral loads were 5 and 10 copies/mg),
while the other samples were found negative for nucleic acids of HSV type 1 and 2,
CMV and HAV. The evaluation of the known risk factors for atherosclerosis revealed
that, the difference between the presence of hypertension and hyperlipidemia which
are the major risk factors, was statistically important (p<0.05) in patient group (64%
and 50%, respectively) and control group (32% and 23%, respectively). In conclusion,
the hypothesis concerning the possible relationship between these viral agents and
the progression of atherosclerosis, have not been supported by our data which are
similar to the results obtained from various other studies. Actually, further studies are
needed to clarify such direct or indirect roles of infectious agents in the pathogenesis
of coronary arterial diseases.

Key words: Atherosclerosis, atherome plaques, herpes simplex virus, cytomegalovirus,
Epstein-Barr virus, hepatitis A virus, real time-PCR.

GIRIS

Dunyada 6lumlere en cok neden olan kalp ve serebrovasktler hastaliklarin
esas nedeni aterosklerozdur'. Dinya nifusunun %50’den fazlasi ateroskleroz
hastaligina sahiptir. Yapilan arastirmalar, hiperkolesterolemi, sigara kullanimi,
hipertansiyon ve diyabetin ateroskleroz gelisimi icin risk faktérleri oldugunu
gostermektedir. Bu faktbrlerin yaninda yas, cinsiyet ve genetik yatkinlik gibi
diger risk faktorleri de hastalarin dnemli bir kisminda patogenezi acgiklamaya
yetmemektedir. Bu gézlemler farkli etiyolojilerin, farkli popullasyonlarda
ateroskleroz patogenezinden sorumlu olabilecegi fikrini ortaya cikarmistir?.

Ateroskleroz bircok faktoériin rol oynadigi, kronik bir slire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Aterosklerozun patogenezinde rol oynayan yuksek kolestrol
seviyesi, sigara kullanimi ve hipertansiyon gibi tanimlanmig risk faktérlerine
ek olarak, immun sistem reaksiyonlar da bu surecten sorumlu tutulmaktadir®.
Bu konuda yapilan calismalara ragmen, inflamasyonun baslamasi ve
sUrdurilmesinden sorumlu olan uyarilar tam olarak bilinmemektedir. Tetigin
cekilmesinde rol oynayan etkenler arasinda okside olmus dusik dansiteli
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lipoproteinler (ox-LDL), i1s1 soku proteinleri (HSP) ve enfeksiydz etkenler
sayllmaktadirt. Bu enfeksiydz etkenler, Cytomegalovirus (CMV), Herpes simpleks
virus (HSV) ve hepatit A gibi viruslar ile Chlamydia pneumoniae ve Helicobacter
pylori gibi bakterileri iceren bazi hlcre ici patojenleridir®.

Bazi enfeksiyon etkenlerinin, inflamasyon ve endotel hlicre hasar sonucu
koroner arter hastaligina katkida bulunabildigi distnllmektedir. Enfeksiyon
etkenlerinin direk (etkenin dogrudan damar duvari hasari olusturmasi,
endotel disfonksiyonuna neden olmasi, lokal inflamasyon gelistirmesi, duz
kas proliferasyonu gelistirmesi ve LDL etkisiyle képuk hicre olusumunun
g6zlenmesi) ya da indirek (vicutta baska bir bélgedeki kronik enfeksiyon
sonucu ortaya ¢ikan immun mediatérler ya da antikor varligi sonucu 6nceden
hasarlanmis ya da saglam damar bdlgelerinde ateroskleroz olusmasi) yoldan
ateroskleroz gelisiminde etken olabilecekleri hipotezleri son calismalarda
ortaya atilmistirs. Herpes viruslarin vaskuler hiicreleri enfekte edebildigi, damar
duvarinda, daha sonra hicresel dejenerasyonu (kdpuk hicre gbéruntisu) ve
ateroskleroza déntsebilen proinflamatuvar fenotipik degisimine neden olabildigi
de ileri suralmusturs. Son yillardaki calismalar, bircok enfeksiyon etkeninin farkli
mekanizmalar ile ateroskleroz patogenezinde rolinin olabilecedi konusunda
birlesmektedir*®.

Bu calismada, koroner arter hastaliginin etiyolojisinde bilinen risk
faktorlerinin yaninda, son yillardaki bazi yayinlarda tartigilan ateroskleroz
gelisiminde herpes grubu viruslarin ve hepatit A virusunun (HAV) rolu ile ilgili
olarak, koroner arter hastalarindan alinan aterom plagi érneklerinde HSV tip 1
ve 2, CMV, Epstein-Barr virus (EBV) ve HAV nikleik asitlerinin gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinlmasi amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya hasta grubu olarak Ozel Cankaya Hastanesi Kalp Damar
Cerrahisi (n=17) ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi (HUTF) Kalp Damar
Cerrahisi Anabilim Dal’'nda (n=11) koroner kalp hastalidi tanisi konmus
hastalardan alinan toplam 28 aterom plagi érnedi dahil edildi. Bu &rneklerin
19’u koroner by-pass sirasinda koroner arterden, 7’si aortadan, 2’si ise
endarterektomi ile femoral arterden alindi. Kontrol grubu olarak, ateroskleroz
patogenezi disinda koroner arter hastaligi olan 22 hastadan damar 6rnekleri
toplandi. Doku érnekleri deney asamasina kadar 1 ml TE solusyonu (1 mM Tris,
0.5 mM EDTA, pH: 8.0) icerisine alinarak -70°C’de saklandi. Ayrica, galismaya
alinan hasta ve kontrol grubunun tasidigi tim kardiyovaskuler risk faktorleri
(sigara kullanimi, hipertansiyon, diyabet, cinsiyet, yas, hiperkolesterolemi, ailesel
6zgecmis, vb) belirlendi.

Orneklerden niikleik asitlerin ekstraksiyonu icin, her bir doku érnegine
100 ul doku eritme (lizis) sivisi (Tissue Digestion Buffer; Heliosis, Metis, Turkiye)
ve 5 ul proteinaz K (10 mg/ml; Sigma-Aldrich, Almanya) eklenerek 65°C’de
3 saat Isiticida (Thermolyne, lowa, ABD) inklibe edildi. Daha sonra &rnekler
95°C’de 10 dakika bekletildi ve tipler 10.000 rpm’de bir dakika santrifij



540 ATEROM PLAGI ORNEKLERINDE HERPES VE HEPATIT A VIRUS NUKLEIK ASITLERI

(Heraeus osterode, Almanya) edildi. Santrifijden sonra Ust sivi alinarak DNA/
RNA saflastirilma asamasina gecildi. Lizis asamasindan sonra amplifikasyonun
inhibe olmasi ya da ekstraksiyonun yetersizliginden kaynaklanan yanlis negatif
sonuglar 6nlemek icin tim &6rneklere ve negatif kontrollere, calisilacak viruslara
(HSV-1, HSV-2, EBV, HAV) ait internal kontrollerden 0.05’er ul eklendi. DNA/
RNA saflastinimasinda “High Pure Viral Nucleic Acid Kit”i (Roche Diagnostic,
Mannheim, Almanya) kullanildi. Ekstraksiyonu yapilan DNA ve RNA 6&rnekleri
caligilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Gercek zamanl PCR asamasinda HSV-1, HSV-2, EBV, CMV ve HAV DNA’lari
6zgul primerler ile amplifiye edildi. Bu amacla, CMV-DNA kalitatif gercek zamanl
PCR kiti (Metis, Ankara, Turkiye), Lightcycler HSV 1/2 Detection kiti (Roche
Molecular Systems, Branchburg, ABD), Lightcycler EBV Quantification kiti (Roche
Diagnostic Penzberg, Almanya), Lightcycler Hepatitis A Virus Quantification kiti
(Roche Diagnostic Penzberg, Almanya) kullanildi. Reaksiyon karisimlari Gretici
firmalarin énerileri dogrultusunda hazirlandi. Amplifikasyon asamasi Lightcycler
2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Aimanya) cihazi kullanarak Uretici firmanin
kriterleri kullanarak uygulandi.

BULGULAR

Calismaya alinan hasta ve kontrol grubuna ait demografik 6zellikler ile
kardiyovaskiiler risk faktorleri Tablo I'de gériilmektedir. incelenen 28 aterom
plagi érneginin 3'nde CMV-DNA pozitifligi (viral yUk sirasiyla; 21 kopya/mg,
188 kopya/mg ve 288 kopya/mg) saptanmisg, higbirisinde HSV tip 1 ve 2,
EBV ve HAV nikleik asitlerine rastlanmamistir. Buna karsin kontrol grubundan
alinan 22 damar 6rneginin 2’sinde EBV-DNA pozitifligi (viral yik sirasiyla; 10
kopya/mg ve 5 kopya/mg) belirlenirken, higbirisinde CMV, HSV tip 1 ve 2
ve HAV nikleik asit pozitifligi saptanmamustir (Tablo 1l). Orneklerinde CMV-
DNA pozitifligi saptanan hastalarin tasidigi kardiyovaskuler risk faktorleri ise
Tablo lI’'de verilmigtir.

Tablo |. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri ve
Kardiyovaskuler Risk Faktorleri

. Hasta Grubu Kontrol Grubu P
Ozellik (n=28) (n=22) Degeri*
Yas aralig (yil) 43-74 37-85

Kadin (sayi) 5 3

Erkek (sayi) 23 19

Sigara kullanimi 11 (%39) 8 (%36) >0.05
Hipertansiyon 18 (%64) 7 (%32) <0.05
Diabetes Mellitus 7 (%25) 6 (%27) >0.05
Hiperkolesterolemi 12 (%43) 7 (%32) >0.05
Hiperlipidemi 14 (%50) 5 (%23) <0.05
Soy gecmisinde kardiyovaskuler hastalik dykusu 6 (%21) 3 (%14) >0.05

*p>0.05: Hasta ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlaml fark yoktur; p<0.05: Hasta ve
kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark vardir.
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Tablo Il. Hasta ve Kontrol Grubunun Gergek Zamanlh PCR Sonuglari

Hasta grubu (n=28) Kontrol grubu (n=22)
Virus Pozitif (%) Negatif Pozitif (%) Negatif
Herpes simpleks virus tip 1 ve 2 0 28 0 22
Epstein-Barr virus 0 28 2 (9.1) 20
Cytomegalovirus 3 (10.7) 25 0 22
Hepatit A virus 0 28 0 22

Tablo IlIl. CMV-DNA Pozitif Hastalarin Kardiyovaskuler Risk Faktorleri
Hasta 1 Hasta 2  Hasta 3

Yas 65 60 70
Cinsiyet Kadin  Erkek Kadin
Sigara kullanimi Var Var Yok
Hipertansiyon Var Var Var
Diabetes Mellitus Yok Yok Yok
Hiperkolesterolemi Yok Var Yok
Hiperlipidemi Yok Yok Var
Soy gecmisinde kardiyovaskuler hastalik dykusu Var Var Yok
TARTISMA

Son dekatta yapilan caligsmalar degerlendirildiginde, gok faktodrll kronik
hastaliklarin patogenezinde, enfeksiyon etkenlerinin dogrudan ya da dolaylh
olarak iligkilendirilmesi egilimi oldugu g6ze carpmaktadir. Tim dlinyada énemli
bir morbidite ve mortalite nedeni olan ateroskleroz icin de kabul edilen énemli risk
faktorlerinin (hiperkolesterolemi, hipertansiyon, sigara kullanimi, genetik yatkinlk,
cinsiyet, vb) yani sira gesitli viral ve bakteriyel ajanlar patogenez ile iliskili olarak
suclanmaktadir’-2”1°, Sunulan bu c¢alismanin amaci, koroner kalp hastalarina
ait aterom plag1 6rneklerinde herpes grubu viruslar ile hepatit A virusuna
ait nukleik asit varliginin arastiriimasi ve kontrol grubu ile karsilastirnimasidir.
Hastalarimizin ateroskleroz geligimi ile ilgili klasik risk faktorleri incelendiginde;
%82’sinin erkek, %64’Unun hipertansiyon, %50’sinin hiperlipidemik, %43’Unun
hiperkolesterolemik, %25’nin diyabet hastasi ve %21’inin ailesel gecmise
sahip oldugu, %39’unun ise sigara kullandigi gérilmuUstar. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede, aterosklerotik damar hastaliklarinin major risk faktorlerinden
olan hipertansiyon ve hiperlipidemi varliginin beklendigi gibi hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark gdésterdigi saptanmistir.

Calismamizda, hastalara ait 6rneklerin Ugtinde (%10.7) CMV DNA’sinin
pozitif oldugu bulunmus, ancak kontrol grubu 6rneklerinde pozitiflik
belirlenmemistir. Ibrahim ve arkadaslarinin® calismasinda da benzer olarak
aterosklerotik plaklarda CMV-DNA pozitifligi %10 oraninda bulunurken, kontrol
grubunda negatif sonuc alinmistir. Shi ve Tokunaga'' aterosklerotik olan ve
olmayan aort dokulari ile yaptiklar gcalismada, CMV pozitifligini sirasiyla %40 ve
%4 oraninda bildirmistir. Buna karsin Saetta ve arkadaslan'? ile Glkemizde Pinar
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ve arkadaslar'® aterom plaklarinda PCR ile CMV-DNA varligi belirlememiglerdir.
CMV’un vaskuler duvarin intimasinda endotel hicre apoptozisi, inflamatuvar
hucre infiltrasyonu ve duz kas hucre proliferasyonu ile karakterize cesitli
vaskuler bozukluklara neden oldugu gdésterilmistir's. CMV ile enfekte insan
diz kas hicrelerinin gécindeki artisin, viral bir proteine (US28) ya da bazi
sitokinlerin (RANTES veya MCP-1) ekspresyonuna bagli oldugu belirtiimektedir's.
CMV ile ateroskleroz gelisiminin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
virus araciligi ile olusan hicresel gen ekspresyonu seklinde olabilecegi
distnilmektedir®.

Calismada inceledigimiz 6rneklerin higbirisinde HSV tip 1 ve 2’ye ait
nukleik asit varligi saptanamamistir. Herpesviruslar ile yapilan seroepidemiyolojik
calismalarda ateroskleroz ile iligkili sonuglar bildiriimektedir”'"'®, HSV-1’in
koroner arter hastalgi ile iliskili oldugunu, buna kargin HSV-2 ile bir iligki
olmadigini bildiren calismalar da mevcuttur &'"', Marek hastalik virusu (MDV)
ile enfekte olmus tavuklarda, insanlardakine tamamen benzer ateroskleroz
gelistirdigi gosterilmistir?®. HSV-1’in epitel ve néronlara karsi 6zel bir afinitesi
bulunmaktadir?’. Normal epitel hiicresi gesitli antitrombotik 6zelliklere sahiptir,
ancak enfeksiyon etkenlerinin araciligi ile epitel hicresinin bu 6zelligi
degisebilmektedir?2. Herpesviruslar ile enfekte olmus epitel hicrelerinde
trombin olusumu ile trombositlerin ve granuUlositlerin aderansinin arttigi
gOsterilmistir2. Dolayisiyla herpesviruslarin direk etkiden ziyade inflamasyon
araciligi ile ateroskleroz patogenezinde cgesitli etkilere sahip olabilecegi
dusunulmektedir.

Yapilan calismalar, gerek hasta gerekse kontrol grubuna ait érneklerde
EBV-DNA varliginin saptanabildigini géstermektedir'''81°, Bizim calismamizda
hastalara ait aterom 6rneklerinde EBV-DNA saptanmazken, kontrol grubuna ait
damar 6rneklerinin ikisinde (%9.1) pozitiflik bulunmustur. Bu bulgu, arterlerin
EBV ile enfekte olabildigi gdstermekle birlikte, virusun ateroskleroz ile iliskisinin
kurulabilmesi icin daha fazla calismaya gerek vardir.

Calismamizda hasta ve kontrol grubuna ait érneklerin higbirisinde hepatit
A virus (HAV) RNA’sI tespit edilememistir. Bazi arastiricilar, HAV-IgG seropozitif
bireylerde koroner arter hastaligi prevalansinin seronegatif bireylere gore
daha yUksek oldugunu bildirmektedirler®*24, Bunun aksini savunan arastiricilar
ise HAV serolojik durumu ile kardiyovaskuler olaylar arasinda herhangi bir
baglantinin olmadigini ifade etmektedir?26, Her ne kadar Zu ve arkadaslan?
HAV seropozitif hastalarda inflamasyonun géstergesi olan C-reaktif protein
(CRP) seviyelerinin, seronegatiflerden énemli derecede ylksek oldugunu ve
CRP artisinin immunolojik mekanizmalar tetikleyerek koroner arter hastalig
riskinin artmasina katkida bulunabilecegini ifade etmis olsalar da bu konu ile
ilgili yeterli arastirma mevcut degildir.

Ateroskleroz gelisimi birgok faktérin bir arada bulundugu, uzun sirec¢
gerektiren ve patogenezi hala tam olarak belirlenemeyen olaylar zinciridir.
Aterosklerozda enfeksiydz patojenlerin etkisinin, endoteldeki direk hasara,
sitokin ve/veya buyime hormonlarinin asir dizeyde Uretimine, bazi 6zel adezif
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molekdllerin ekspresyonuna, CRP diizeylerinin ylUkseltiimesine ve gesitli viral ya
da bakteriyel antijenlerin konak proteinleri ile gdsterdigi molekdler benzerlige
bagli olarak ortaya cikabilecegi ile ilgili gesitli hipotezler ileri striimektedir®.
Enfeksiyon etkenleri ile ateroskleroz gelisimi ve ilerlemesi arasindaki iligkiyi
gosteren kesin kanitlarin bulunmasi halinde, bu etkenlere karsi etkin
asllarin gelistirilmesi veya antibiyotik tedavisi ile aterosklerotik patogenezin
sinirlandirimasi mimkun olabilecektir®.

Koroner arter hastaliginin etiyolojisinde bilinen risk faktorlerinin yaninda,
son yillarda yaygin olarak tartisilan enfeksiyon hipotezine katkida bulunmayi
amagclayan bu calisma, bildigimiz kadariyla aterom plaklarinda HSV, CMV, EBV
ve HAV nukleik asitlerinin arastinldigi ilk calismadir. Sonuglarimiz, arastirilan viral
etkenlerin ateroskleroz patogenezinde dogrudan ya da dolayli olarak rolt oldugu
hipotezini desteklememis ve buglne dek birgcok yurtdigi ve yurtici calismanin
sonuclarina benzer olarak, bir iligski kurulabilmesi icin yeterli bulunmamistir.
Bdyle bir iliskiden bahsedilebilmesi icin daha ¢ok sayida ¢calismaya gereksinim
oldugu aciktir.
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