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OZET

ENDOTELYAL NITRIK OKSIT SENTAZ GENI 4. INTRON 27 b¢ VNTR
POLIMORFIZMIiNiN KORONER ARTER HASTALIGI iLE iLiSKisi

Aterosklerotik koroner arter hastah® (KAH) diinyada ve iilkemizde kadin ve
erkeklerde en bagta gelen 6liim nedenlerinden birisidir. KAH etyopatogenezinde gevresel
faktorler yam sira ginimiizde daha gok gen-gevre ve gen-gen etkilesimleri iizerinde
durulmaktadr.

Calismamizda antiaterojenik bir molekiil olan nitrit oksit’in sentezinde goérev alan
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi geni 4. intron 27 bg¢ VNTR polimorfizmi ile
KAH arasinda iligki olup olmadiini belirlemeyi amagladik.

Caligma grubu, C.U. Tip Fakiiltesi hastanesi kardiyoloji poliklinigine bagvuran ve
koroner arterleri koroner anjiografi ile degerlendirilen 133 KAH (+) ve 133 KAH (-) birey
olmak uzere toplam 266 kigiden olugturuldu. Olgulann tiimiiniin lipit parametreleri
olgildii.

KAH (+) olgular KAH (-) olgularla kargilagtinldiginda HDL-K diginda diger tiim
lipit parametreleri (TK, LDL-K, TG) anlamh olarak yiiksek bulundu (p<0.05).

Olgularin 16kosit DNA’lan elde edilip, PCR ile eNOS geni 4. intron 27 b¢ VNTR
bolgesi uygun primerler kullamlarak amplifiye edildi. Genotip ve allel sikliklart belirlendi.
Olgulann timii ele alindifinda aa, ab ve bb genotip sikhiklan sirasiyla %2.3, %30.8, %66.9
olarak belirlendi. KAH (+) ve KAH (-) olgular kargilagtinldifinda KAH (+) olgularda a
allel sikigs KAH (-) olgulara gére anlamh olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Yine KAH (+)
olgularda aa + ab genotip tagtyicihif toplamu (%39.1), KAH (-) olgulara (27.1) kiyasla
istatistiksel olarak oranda yiiksek idi (p<0.05).

Caliymamizda saptadifimiz genetik veriler sonucunda Cukurova Bélgesi’nde eNOS
geni 4. intron 27 bg VNTR polimorfizminin KAH geligimi ile iligkisi oldugu kamsina
varildi.

Anahtar sozciikler : Endotelyal nitrik oksit sentaz geni, koroner arter hastalif,
polimorfizm



ABSTRACT

ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE GENE 27 bp VNTR
POLYMORPHISM IN INTRON 4 AND ITS RELATION WITH CORONARY
ARTERY DISEASE

Atherosclerotic coronary artery disease (CAD) is the leading cause of death for
both women and men in all over the world as well as in our country. In addition to
environmental factors, more and more studies are recently focused on gene-environment
and gene-gene interactions in the pathogenesis of coronary atherosclerosis.

The aim of our study was to identify whether the endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) gene, responsible from the synthesis of nitric oxide that has recently been shown
to have anti-atherogenic features, 27 bp polymorphism in intron 4 associated with CAD.
Moreover some of the risk factors in the pathogenesis of CAD were also investigated.

The study population were selected among the patients admitted to the Department
of Cardiology of our hospital who underwent coronary angiography. A total of 266
subjects [(133 with CAD (+) and 133 control subjects who doesn’t have CAD)] were
enrolled in the study. All lipid profile were measured.

Patients with CAD had higher values of total cholesterol, LDL-cholesterol and
triglycerides (p < 0.05). There were no statistically significant difference for the high
density lipoprotein cholesterol between groups.

DNA was extracted from the peripheral leukocytes and amplified by PCR then
genotypes and frequency of alleles of eNOS were determined. Among the study
population, the frequencies for the eNOS genotypes aa, ab and bb were 2.3%, 30.8% and
66.9% respectively. The frequency of allele a was significantly higher in the patients with
CAD (p < 0.05). Also in patients with CAD, the sum of aa and ab genotypes were
significantly higher than the control group (p < 0.05).

According to our genetic data we suggest that the eNOS gene 27 bp VNTR
polymorphism in intron 4 in Cukurova region is a associated with the development of
CAD.

Key words : Coronary artery disease, endothelial nitric oxide synthase gene,
polymorphism.



KISALTMA LISTESI

ACE : Anjiotensin Doniigtiiriicii Enzim
AGT : Anjiotensinojen

AMI : Akut Myokard infarkti

ApoAl : Apolipoprotein A1l

ApoB : Apolipoprotein B

ApoC-1II : Apolipoprotein C-IIT

Apo E : Apolipoprotein E

ATP I : Erigkin Tedavi Paneli ITI

be : Baz ¢ifti

Ca™ : Kalsiyum

CaM g Kalmodulin

(CA)n 3 Diniikleotid Ardigik Tekrar
cAMP : Siklik Adenozin Monofosfat
CETP : Kolesterol Ester Transfer Protein
cGMP: : Siklik Guanozin Monofosfat
CRP : C-reaktif protein

DM : Diabetes mellitus

eNOS : Endotelyal NOS

FAD : Flavin Adenin Diniikleotid
FMN : Flavin Mono Niikleotid

Gp : Glikoprotein

GS : Guanilat Siklaz

GTP : Guanozin Trifosfat

HDL-K : Yiiksek Dansiteli Lipoprotein-Kolesterol
H;0, : Hidrojen peroksit

HT : Hipertansiyon

iNOS : Uyarilabilir NOS

ICAM-1 : Hiicreler Arasi Adhezyon Molekuilii-1
IL : Interlokin

KAH : Koroner Arter Hastalifn
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MCP-1
mmLDL
NAD(P)H
NCEP
nNOS
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NOS
NOs5
N20s
N204
NO;
NO;
ONOO "~
OxLDL
PAI-1
PCR
PDGF
RAS
SBS
SDS

Diisiik Dansiteli Lipoprotein
LDL-Reseptorii

Lipoprotein Lipaz

Monosit Kemotaktik Protein-1
Minimally Modified LDL
Nikotinamid Adenin Diniikleotid (Fosfat) (indirgenmis)
Ulusal Kolesterol Egitim Programi
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Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz

Nitrat
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Nitrojen dioksit

Nitrit
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Okside LDL

Plazminojen Aktivator Inhibitor-1
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Trombosit Kaynakh Biiytime Faktori
Renin-Anjiotensin Sistemi
Sistatiyonin Beta Sentaz

Sodyum dodesil silfat

Trigliserid

Tetrahidrobiopterin

Total Kolesterol

Timér nekroz faktor-alfa

Vaskiiler Hiicre Adhezyon Molekiilii-1
Cok Diigiik Dansiteli Lipoprotein-Kolesterol
Variable Number of Tandem Repeats
von Willebrand Faktor



1. GIRIS VE AMAC

Koroner arter hastalifi (KAH), koroner arterlerin i¢ kisminda gesitli maddelerin
birikimi sonucu olugan intimal plaklanin bu arterleri daraltmasi ya da tikamasina bagh
olarak ortaya ¢ikan, yavag seyirli, kompleks bir hastabiktir. Intimal plaklar arterlerin
antitrombotik ve esneklik Ozelliklerinin bozulmasma yol agarak kan akimum Onemli
derecede azaltir ve o bolgede bulunan hiicrelerin oksijenlenme ve beslenmesini bozarak
Anjina Pektoris, Akut Myokard infarktiisii (AMI) ve ani 6liimlere neden olabilirler'***,

KAH, ilkemizde oldugu gibi Avrupa iilkelerinde de, 6zellikle 45 yag tizeri erkekler
ve 65 yas iizeri kadinlarda baghca mortalite ve morbidite nedenidir*®. Tirkiye’de KAH’ nmn
yillik mortalite oram kadmnlarda %0.33 erkeklerde ise %0.51 olarak belirlenmistir’.
Toplumumuzda koroner ateroskleroz gelisiminde rol oynayan en onemli risk faktorleri
obezite, sigara, hipertansiyon (HT), trigliserid (TG) ylkseklifi ve yiiksek dansiteli
lipoprotein-kolesterol (HDL-K) diigiiklugiidir’.

KAH etyolojisinde, genetik ve gevresel faktorlerin etkili oldufu multifaktoriyel bir
hastaliktir, Bu faktorler hastaliin siire¢ ve prognozunu etkilerler. Bireyin proaterojen
faktorlere yamiti ve damar duvanmin aterojen uyanya yatkinh@iu genetik yap:r belirler.
Cevresel faktorler ise daha ¢ok hastalifin ilerleme mzim (plak olusumu) etkileyerek
KAH’nin ortaya ¢tkmasinda dnemli rol oynarlar®*1%!!,

Geleneksel risk faktoérlei KAH etyopatogenezinin yalmzca %50’sinden
sorumludur. Bu nedenle son yillarda genetik faktorler daha ¢ok 6nem kazanmgtir ve KAH
olusumundan sorumiu olabilecegi dugiinlilen genler (zerinde yofun aragtirmalar
yapilmugtir. Aragtirmalar sonucunda KAH ile iligkili oldugiu belirlenen gok sayida genetik
bolge agiBa gikarimgtir' 11411 Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi izoformlan tarafindan
sentezlenen endotelyal vazodilator etkili nitrik oksitin (NO) miktaninda azalmaya neden
olan NOS enzimi gen polimorfizmlerinin de KAH etyopatogenezinde rol oynayacag ileri
stirlilmiigtiir,. NO, damar duvarinda antiaterojenik etkileri olan bir molekiildiir ve aterojenik
olaylarin erken evrelerinde NO salimmunda azalma oldugu gozlenmigtir'”'®*?%?!, Son
caligmalarda, bagta KAH olmak iizere birgok vaskiiler hastalifin etyopatogenezinde,
endotelyal NOS (eNOS) aktivite kaybina neden olan eNOS gen polimorfizmleri sorumlu
tutulmakta ve tizerinde galigmalar yapiimaktadi®224%,



Biz de bu galiymamizda; Cukurova Bolgesi’nde, koroner arterleri koroner anjiografi
ile degerlendirilen hastalarda KAH ile iligkili oldugu diigiinilen genetik risk faktorlerinden
eNOS geni 4. intron polimorfizminin KAH olugumu tzerine etkisini aragtirmay1 ve ayrica
HT, diabetes mellitus (DM), sigara, yas, total kolesterol (TK), diisiik dansiteli lipoprotein-
kolesterol (LDL-K), HDL-K,TG gibi baz1 risk faktorlerini degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ateroskleroz ve Koroner arter hastahfx

Ateroskleroz, arter intimasinda aterojenik lipoproteinlerin birikimi sonucu olusan
enflamatuvar fibroproliferatif bir olaydir. Arterlerin i¢ boéliimiinde lipid, fibroblast,
makrofaj, diiz kas hiicreleri, kalsiyum ve hiicre digt maddelerin birikimine bagh olarak
karakteristik intimal plaklar olugur. Intimal plakiar, ilerleyici arteryel darhik ve tikanmalara
yol agarak arter kan akimum Onemli derecede azaltir ve arterin besledigi bolgede bulunan
hiicrelerin oksijenlenmesini bozar!2*26%2829

Ateroskleroz, klinikte genellikle KAH, daha az oranda ise serebrovaskiiler hastalik
veya periferik arter hastali1 seklinde ortaya ¢ikar’®. KAH, koroner arterlerin ateroskleroza
bagh olarak daralmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir, Ender olarak non-aterojenik
sebepler, Ornefin; arterit, travma, metabolik depo hastahklann ve intimal proliferatif
hastaliklar da KAH’na neden olabilirler™".

2.1.1. KAH Epidemiyoloijsi

Koroner arter hastalifi, diinyada, tim etnik gruplarda en bagta gelen olim
nedenlerinden biridir'">*, Turk Kardiyoloji Dernegi tarafindan 1990 yihindan baglanarak
yiirtitilen TEKHARF caligmasimn 10 yilik izlem verilerine gore Turkiye’de yaklagik 2
milyon kigide KAH bulundufu tahmin edilmektedir. Resmi veriler ve TEKHARF verileri
birlikte degerlendirildiginde, iilkemizde tiim Olimlerin % 45’ini kalp damar hastaliklan
olugturmaktadir®.

2.1.2. KAH Patogenezi
Normal bir arter morfolojik olarak ti¢ ayn tabakadan olusur. En igte Kimeni
gevreleyen intima, ortada media ve en dista adventisya tabakas: bulunur (Sekil 1)!**4*.
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Sekil 1. Normal arter duvarinin histolojik organizasyonu®.

Arter duvarinda aterosklerotik siirecin baglamasinda hangi durum veya durumlarin
rol oynadigt tam olarak bilinmemekle birlikte giiniimiizde en ok kabul goren teori hasara
vamit teorisidir. Ross tarafindan ortaya atilan teoriye gore olayr metabolik, mekanik, toksik,
immiinolojik nedenler ve/veya enfeksiyonlar sonucu olugan endotel disfonksiyonun
baglattifi diigiinilmektedir™*"* Endotel disfonksiyonu sonucu subendoteliyal alana gegen
monositler burada énce makrofajlara, makrofajlar ise daha sonra okside LDL (oxLDL)'yi
fagosite ederek kopik hiicrelerine doniigiirler. Kopiik hiicrelerine doniisen makrofajlardan;
bityiime faktorleri, sitokinler, hidrolitik enzimler ve prokoagiilan maddeler salgilamr. Bu
maddeler de endotel hasanim arttirarak yerel vazokonstriksiyona, bélgenin trombositlerle
iligkiye girmesine, diiz kas hiicrelerinin aktivasyonuna ve hiicre digi matriks olusumuna
neden olurlar ($ekil 2). Sonugta gelisen inflamatuvar ve proliferatif olaylar sonucu
aterosklerotik plak olugur ***%*°



1 Endctel

Sekil 2. Hasara yanut teorisi®.
MOCP-1: Monosit kemotaktik protein-1, LDL-K : Diglk dansiteli lipoprotein-kolesterol
2.2. Aterosklerozda Temel Basamaklar
Ateroskleroz yedi agamal bir siiregte olugur.
1) Endotel Disfonksiyonu, 2) LDL Oksidasyonu, 3) Képik Hiicre Olusumu, 4) Lipid
Cekirdegiin Olugumu, 5) Diiz Kas Cogalmas: ve Fibroz Baglk Olusumu, 6) Immiin
Mekanizmalar 7) Plak Vaskiilarizasyonu

2.2.1. Endotel Disfonksiyonu

Ateroskleroz patogenezinde ilk basamag olugturur'™™. Endotel hiicreleri
aterogenezde rol oynayan ve koroner vazomotor tonusun kontroliine katkida bulunan gok
sayida madde ve bag doku elemammn sentezinden sorumludur. Bu maddeler; prostasiklin,
NO, endotelin, anjiotensin doniigtiiriicii enzim (ACE), trombosit kaynakli biyiime faktorii
(PDGF) ve bazik fibroblast biiyiime faktorii gibi bityiime faktorleri, timor nekroz faktor-a
(TNF-0) ve interlokin-1 (IL-1) gibi endotel proliferasyonunu inhibe eden sitokinler,
hiicreler arast adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adhezyon molekiili-1
(VCAM-1) gibi gesitli adhezyon molekiilleri ve monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve
IL-8 gibi kemokinler'dir. Aterosklerozda bu maddelerin endotelden diizenli salimmim
bozulur ve endotelin diizeylerinin artigina bagh olarak vazokonstriksiyon geligir. Ayrica
NO sentezinin inhibe olmasi sonucu trombosit agregasyonu artar ve agia gikan serbest
oksijen radikalleri NO aktivitesini azaltir®*#2434445:4647.48



2.2.2. LDL Oksidasyonu

Oksidasyon sirasinda LDL molekiilinde gozlenen ilk degisiklik endotel yiizeyi
yakininda meydana gelir ve lipoproteinin yapisinda bulunan apo B degisime ugrar.
Degisimin en az oldugu bu evrede olugan proinflamatuvar molekiil “minimally modified”
LDL (mmLDL) adm ahr®** mmLDL daha sonra makrofajlardan salgilanan
lipooksijenaz, reaktif oksijen tiirevleri ve malondialdehitin etkisiyle tekrar oksidasyona
ugrar ve makrofajlar tzerinde bulunan ¢Opgli reseptorlerce daha kolay tamnabilen
aterojenik bir molekiil olan oxLDL’ye donigir®' >,

2.2.3. Kopiik Hiicre, Lipid Cekirdek ve Fibrioz Baghk Olusumu

Copeil reseptorler dogal LDL reseptori gibi dizenlenmediginden (down regulation)
hiicre igine lipid girisi kontrolsiiz olarak devam eder ve lipidle dolu hale gelen kopiik hiicre
olusur**® Lezyonun ilerlemesiyle olugan kopiik hiicre nekrozu ve apopitozuna bagh
olarak hiicre igi lipidler hiicre digi alana sahmr ve lipid gekirdek olugur™****,
Bu bolgede bulunan hiicrelerden salgilanan biyiime faktorlerinin etkisiyle diiz kas
hiicreleri prolifere olur’®*. Diiz kas hiicreleri ve enflamatuvar hiicrelerden olusan fibroz
baslik, makrofaj hiicreleri ile kolesterol kristalleri igeren lipidden zengin nekrotik gekirdegi
disardan sarar™,

2.2.4. immiin Mekanizmalar ve Plak Vaskiilarizasyonu

Aterogenezde saptanan en erken hiicresel immiin yamitlardan biri monositlerin ve T
lenfositlerin arter intimasinda fokal olarak birikmesidir’®. Aterosklerozun ilerlemesi ve
intimal kalinlagma sonucunda adventisya tabakasindan lezyonun tabanma dofru uzanan
patolojik yeni damarlanmalar meydana gelir®’.

Sekil 3'te ateroskleroz olugum siireci goriilmektedir*®.



2.3. Koroner Arter Hastali@ Risk Faktorleri

Ateroskleroz, genetik ve gevresel faktorler arasindaki gesitli etkilegimler sonucunda
ortaya gikar. KAH'ma iliskin temel risk fakiorleri Tablo 1'de, KAH ile iligkili oldugu

kabul edilen diger risk faktorleri ise Tablo 2°de gosterilmigtir**’

61,6263

Tablo 1. Koroner arter hastalif temel risk faktorleri” .

Pozitif risk faktorleri
e Yas

Pozitif aile oykiisi
Sigara

Hipertansiyon

Total kolesterol
Yiiksek LDL kolesterol
Diigiik HDL kolesterol
Diabetes mellitus

Negatif risk faktdril
e Yiiksek HDL kolesterol

Kadin = 55
Erkek > 45

Halen igiyor veya birakali hentiz 12 yil olmamig olmak
> 140/90 mmHg veya HT tedavisi aliyor olmak
> 200 mg/dl
> 130 mg/dl
< 40 mg/dl

> 60 mg/dl




Tablo 2. Koroner arter hastali#ma yol acan diger risk faktorleri®>3,

o Trigliserid yitksekligi e inflamasyon belirtegleri

* Lp (a) yiiksekligi (CRP, sitokinler)
e (insiilin direnci e Erkek cinsiyet

o Homosistein yiiksekligi e Obezite

o Fibrinojen yiiksekligi o Fiziksel inaktivite

o Plazminojen aktivator inhibitor-1 yiiksekligi Diisiik sosyo-ekonomik diizey

Lp (a) : Lipoprotein (a) , CRP : C-reaktif protein,

Yiksek serum TK ve LDL-K ile diigik serum HDL-K dizeyleri KAH igin
bagimsiz risk faktorlerini olugturmaktadir. Tablo 3‘te Ulusal Kolesterol Efitim Programi
(NCEP) tarafindan onerilen erigkin tedavi paneli IIT (ATP III)’e gore lipoproteinlerin risk
simflamas1 gosterilmigtir®©%.

Tablo 3. Total, LDL ve HDL kolesterol risk sinirlarinin degerlendirilmesi*.

Total kolesterol (mg/dl)
<200 Ideal
200-239 Ideale yakin / ¢ok az yiiksek
>240 Yiiksek
LDL kolesterol (mg/dl)
<100 Ideal
100-129 Ideale yakin / ¢ok az yitksek
130-159 Simrda yiiksek
>190 Cok yiiksek
HDL kolesterol (mg/dl)
<40 Diigiik
>60 Yiksek

KAH riskinin 6nceden belirlenmesinde plazma TK/HDL-K oram da énemli bir
gostergedir ve erkeklerde 5, kadinlarda ise 4.4%iin altinda olmas: istenir®.



Son veriler, hipertrigliserideminin de KAH igin bagimsiz risk faktorii oldugunu ve
riskin kadinlarda erkeklere kiyasla daha yitksek ve onemli oldugunu gostermektedir®®%>".
Tablo 4’te NCEP tarafindan 6nerilen ATP IIl’e gore TG risk simflamasi gosterilmigtir™.

Tablo 4. TG risk stuflamasi®,

Trigliserid dl Risk
<150 Ideal
151 -199 Sinirda yiikseklik
200 — 499 Yiiksek
> 500 Cok yiiksek

Seroepidemiyolojik verilerin ¢ogu enfeksiyoz ve viral ajanlann (Klamidya
pnoémoni, Helikobakter pilori, Herpes simpleks virtis ve Sitomegaloviriis) endotel
disfonksiyonuna yol agarak aterosklerotik plagin gekillenip ¢okmesine neden olabilecegini
gostermektedir»">">"*" inflamasyon, viicudun olugan hasara yamtidir ve aterosklerozun
baglamas: ve ilerlemesinde dnemli rol oynar’®”’. Bu nedenle KAH klasik risk faktorlerine
eklenen yeni risk faktorleri arasinda inflamasyon belirtegleri onemli yer tutmaktadir’”"">7°.
Son donemlerde CRP, fibrinojen, sitokinler ( /L-1, IL-6, TNF-a), adhezyon molekiilleri
(ICAM-1, E-selektin, serum amiloid A), gebelikle-iligkili plazma protein A, fosfolipaz A,
ve albumin gibi inflamasyonun sistemik belirteglerinin asemptomatik erkek ve kadinlarda
koroner olaylan éngérmede giglii parametreler olarak ortaya ¢iktigi gozlenmektedir”>5%%!

Ateroskleroz patogenezinde hemostatik sistemin de Snemli rolii vardir. Fibrinojen,
faktor V, faktér VII, plazminojen aktivatér inhibitér-1 (PAI-I), doku plazminojen
aktivatorli , D-dimer ve trombositler gibi bazi sistemik hemostatik faktorlerin KAH m
ongorme ozellikleri oldugu bildirilmektedir®%%,



2.3.1. KAH ile fligkili Genetik Faktorler

Kronik hastaliklanin ¢ogunda oldufu gibi KAH olusumunda da genetik faktorlerin
rolii biiyiiktir>'®. Mevcut galigmalar, insanlarda ateroskleroza yatkinlifin gesitli gen
mutasyonlar1 ve/veya polimorfizmlerinin kombinasyonu ve bunlann gevresel faktorlerle
etkilesimi sonucu ortaya giktizim gostermektedir® *?2%+% Son yillarda KAH geligiminde
rol oynayabilecegi diigiintilen gok sayida gen tizerinde yogun gahgmalar yapilmugtir'>%.

2.3.1.1. Lipid Metabolizmasiyla iligkili Genetik Faktorler

Lipid metabolizmasiun genetik faktorlerden etkilendifinin belirlenmesiyle lipid
metabolizmasinin metabolik enzimleri ve apolipoproteinler genetik ¢aligmalarin en 6nemli
odagin: olugturmugtur'**,

2.3.1.1.1. Lipoprotein Lipaz (LPL) gen polimorfizmleri

En stk gozlenen LPL gen polimorfizmi olan 447 Ser—X’in popiilasyondaki
tagtyicihk oram ortalama % 20 civanndadir. Bu polimorfizm LPL aktivitesini arttirarak TG
diizeylerinin diigmesine, HDL-K’iin yiikselmesine yol agmakta ve boylece KAH riskinin
azalmasina neden olmaktadir. LPL geni 9 Asp—Asn ve 291 Asn—Ser polimorfizmlerinin
ise lipidler tizerinde proaterojenik etkileri bulunmasina kargin KAH ile iligkileri
gosterilememistir'. LPL geninde yeni saptanan 93 T—G, 9 Asp—Asn, 291 Asn—Ser ve
447 Ser—X polimorfizmleri ise KAH agisindan halen aragtirnimaktadir®.

2.3.1.1.2, LDL-Reseptir (LDL-R) gen polimorfizmleri

LDL’nin hiicre igine alinmasindan sorumlu olan LDL-R’i, yeterince
¢aligmadifinda LDL-K dolagimdan tam olarak uzaklagtinlamaz, bu durum kolesterol ve
diger lipidlerin kanda birikmesine neden olur'***, Erken yaglarda KAH gelisen ailesel
hiperkolesterolemili bireylerde 19. kromozomda bulunan LDL-R geni ile iligkili ¢ok
sayida mutasyon gosterilmistir. Bu mutasyonlar reseptor yapisinda degisiklie ve/veya
hiicrelerin ylizeyinde bulunan LDL-R sayisinda azalmaya neden olmaktadir'*®%°%92,
Ornegin; LDL-R geni 15. intron Pvu II polimorfizmi P1P1 genotipi tagtyan bireylerde TK,
TG, gok dugiik dansiteli lipoprotein-kolesterol (VLDL-K) ve LDL-K yiiksek ve HDL-K
digik bulunmug ve KAH ile iligkili oldugu gosterilmistir’.
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Aynica Pocathikorn ve ark. LDL-R iliskili protein geni 22. ekzon 200 C—T
polimorfizminin de prematiir KAH igin 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermiglerdir’®.

2.3.1.1.3. Kolesterol Ester Transfer Protein (CETP) gen polimorfizmleri

Kolesterol ester transfer proteini kolesterol esterlerinin HDL molekiilleri arasinda
ve HDL’den VLDL ve LDL’e transferinde gorev alir'**°. Yapilan ¢aligmalarda CETP geni
B1/B2 polimorfizminin TG diizeylerinde artiga ve HDL-K diizeylerinde azalmaya neden
oldugu gosterilmigtir’”. Yine CETP geni —629 A tagtyicihfin ise KAH igin koruyucu, 442
G mutasyonunun ise risk faktorii oldugu belirlenmigtir’>*.

2.3.1.1.4. Apolipoprotein A1 (ApoAl) gen polimorfizmleri

Apolipoprotein A1 HDL yapisinda bulunan baglica proteindir. Apo Al geninde
gozlenen polimorfizm ve mutasyonlar Apo Al’in ve HDL nin azalmasina yol agarak erken
KAH riskine neden olmaktadir’®’. Yapilan cahgmalarda Apo A1 geni 1. intronda
gozlenen Mspl polimorfizmierinin (+83 bp C—T, +84 bp G—A ve -75 bp G—A ) yiiksek
serum Apo Al ve HDL-K diizeylerine yol agti, ayrica —75 bp G—>A ve +83 bp C—>T
veya G—A polimorfizmlerinin de KAH’na karg: koruyucu etki yaptiklan
bulunmugtur”*>'%,

2.3.1.1.5. Apolipoprotein a [Apo (a)] gen polimorfizmleri

Altinct kromozomda bulunan apo (a) gen lokusuna ait ¢ok sayida allel saptanmig
ve plazmada 34 farkli apo (a) izoformu bulunmustur. Utermann ve arkadaglan apo (a)
izoformlan ile plazma Lp (a) konsantrasyonlan arasinda ters bir korelasyon oldugunu tne
siirmiiglerdir’®’. Yakin bir zaman dnce apo (a) geni transisyonel baslangig bolgesi —1371.
pozisyonda saptanan pentaniikleotid TTTTA(n) polimorfizminin de yiksek Lp (a)
dizeylerine neden oldugu ve bunun sonucunda KAH’na yol agtif1 gosterilmigtir'?%1%%1%4,

2.3.1.1.6. Apolipoprotein B (Apo B) gen polimorfizmleri

Son veriler Apo B polimorfizmlerinin (Xbal, EcoRI ve Splns/Del) Apo B, TK,
LDL-K ve TG dizeylerini arttirdiin ve bu nedenle KAH i¢in genetik bir belirteg
olabilecegini ortaya ¢ikarmugtir. Apo B sinyal peptidi delesyon / delesyon, B Xbal (X+X+)
ve EcoRI polimorfizmlerinin KAH ve Akut myokard infarktiisii (AMI) ile iligkili oldugu
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gosterilmistir'#19%1%_ Ayrica apo B geni 3500 Arg—Gln polimorfizminin de kolesterol
yiiksekliine yol agarak erken KAH nedeni olarak bilinen ailesel hiperkolesterolemiye
neden oldugu belirlenmigtir'?’.

2.3.1.1.7. Apolipoprotein C III (Apo C-III) gen polimorfizmleri

Apolipoprotein C-III, TG’den zengin lipoproteinlerin metabolizmasinda énemli rol
oynar. Apo C-III geni polimorfizmleri TG yiikseklii ile iligkili bulunmug ancak KAH riski
agisindan geligkili sonuglar gozlenmistir. Apo C-III geni insiilin-yamt elementi (IRE)
promotor bolge 455 T—C, 3. ekzon 1100 C— T ve Sst polimorfik (S1/82) (3238.
pozisyonda C—G) boigesi lizerinde yapilan gahigmalarda —455 C homozigot bireylerde
KAH riskinin 6nemli olgiide arttifn saptanmustir'®®. Sst (S1/S2) polimorfizmi S2 allel
tagtyictlifimn serum TK, TG, apoC III arti1 ve KAH ile iligkili oldugu gosterilmigtir'®.

2.3.1.1.8. Apolipoprotein E (Apo E) gen polimorfizmleri

Apolipoprotein E, amfipatik bir protein olup silomikron, VLDL, orta yogunlukiu
lipoprotein ve HDL’in yapisinda bulunur ve bu lipoproteinlerin dolagimdan reseptér
bagimh uzaklagtinimasinda ligand gorevi yapar®™®*!%!!! inganlarda 19. kromozomda
bulunan polimorfik bir gen olan Apo E’nin ti¢ farklt alleli (€2, €3 ve €4) mevcuttur. Bu
izoformlara ait aminoasit dizileri 112 ve 158. pozisyonlarda farklilik gosterir. Apo €3, 112.
pozisyonda arginin ve 158. pozisyonda sistein igerirken, apo €2 her iki pozisyonda sistein
apo €4 ise arginin igerir. Aragtirmalar Apo E &4 allel tagtyiciigimin KAH igin 6nemli bir
risk faktorli oldugunu ve e4/e4 homozigot olan bireylerde gok erken yaglarda KAH ortaya
ciktigim gostermektedir®™ 4851 1L112113,114

2.3.1.2. Hemostaz ile iliskili Genetik Faktorler
Tromboz ve koagiilasyon kardiyovaskiiler hastaliklarin mortalite ve morbiditesinde

onemli rol oynamaktadir®.

2.3.1.2.1. Fibrinojen gen polimorfizmleri

Fibrinojen, (¢ ¢ift polipeptid zincirinden (Aa, BB, y) olusur ve geni 4. kromozom
uzun kolunda lokalizedir''*!'®. Fibrinojen yiksekliginin KAH igin bagimsiz bir risk
faktoria oldufu ve AMI ile fibrinojen polimorfizmleri arasinda iligki oldugu
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belirlenmigtir®!“**$8% Beta-fibrinojen geni 455 G— A polimorfizmininin yiiksek plazma
fibrinojen diizeylerine neden oldugu ve KAH igin genetik risk faktorii olabilecegi
gosterilmigtir'*!'!'®, Ayrica Beta-fibrinojen geni promotor bdlge 147 C—T polimorfizmi
T/T genotipi ile karotid aterosklerozu arasinda da iligki bulunmustur'®®,

2.3.1.2.2. Faktor II (protrombin) gen polimorfizmleri

Faktor II, fibrinojeni fibrin monomerine doniigtiren trombinin Snciisidiir.
Protrombin geni 20210 G—A polimorfizminin protrombin yiikseklifine neden oldugu
belirlenmig olup, koroner tromboz ve AMI igin genetik bir risk faktorii olabilecegi one
siiriilmilgtir®120121122.123

2.3.1.2.3. Faktir V gen polimorfizmleri

Faktor V, protrombinin trombine donigiimiinde kofaktor olarak gérev yapar. Aktif
protein C ise kofaktor protein S varhinda aktif faktor V ve aktif faktor VIII'i inaktive
ederek antikoagiilan etki gosterir ve eksiklifinde tromboza egilim artar. Faktér V Leiden
geninde gozlenen bir tek nokta mutasyonunun (1691 G—A) % 95 olasilikla, Aktif Protein
C’ye karyi direng olugmasina neden oldugu saptanmugtir. Faktor V Leiden mutasyonu
tagtyan heterozigot geng erigkinlerde AMI riskinin iki-i¢ kat arttifi ve bu mutasyonun
venoz tromboz iginde risk faktorii oldugu gosterilmigtir™4>#6-120.121

2.3.1.2.4. Faktor VII gen polimorfizmleri
Faktor VII geni kodlama bolgesi 353 Arg—Gin polimorfizminin plazma faktér VII
duizeylerini %20-25 diigiirerek AMI riskini azaltti belirlenmigtir'4%6-1%°,

2.3.1.2.5. Faktor XII ( Hageman faktdr) gen polimorfizmleri

Faktor XII geni 5’-terclime edilmeyen bolge polimorfizminin (46 C—T) serum
faktor XII miktarm bityiik 6lgtide etkiledigi ve AMI 6ykiisii olan hastalarda aktif faktor
XTI’ nin yiiksek oldugu gosterilmigtir®12*,

2.3.1.2.6. Faktor XIII gen polimorfizmleri

Faktor XIII, fibrin monomerleri ile ¢apraz baflanti yaparak yeni gekillenen pihti
tabakasim stabilize eder ve pihtilagmamin son basamaginda ¢oziinmez saglam fibrin
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trombiisit olugturur. KAH’1 olan kigilerde plazma Faktor XIII yiikseklifinin AMI i¢in risk
faktorii oldugu gosterilmigtir. Faktor XIIT A subiinitini kodlayan gendeki 34. pozisyon
Val—Leu polimorfizminin AMI’ne karg1 koruyucu etkisi oldugu belirlenmigtir'**.

2.3.1.2.7. Von Willebrand (vWF) Faktor gen polimorfizmleri

Von Willebrand Faktor hemostazin ilk basamag olan trombosit adhezyonunda
gorev alir ve Faktor VIIT'in aktivasyonunda rol oynar. Eksiklifinde kanama bozukluklan
gozlenir'®>, vWF geni -1793 C—G promotor bélge polimorfizminin vWF yiiksekligine
neden olarak KAH riskini arttirdii gosterilmigtir'?.

2.3.1.2.8. Plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1) gen polimorfizmleri

Bir ¢ok ¢ahymada azalmig fibrinolizis ve yiikselmig PAI-1 aktivitesinin KAH ile
iligkili oldugu saptanmugtir'”. PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi ilk kez Dawson ve
arkadaglar1 tarafindan gosterilmiy ve 4G allel tagiyicthf veya 4G homozigotiugu olan
bireylerde PAI-1 aktivitesinin Gnemli olgiide arttin saptanmugtir'?®'?®. Bu mutasyonu
tagtyan gengler ve postmenopozal kadinlarda PAI-1 aktivite artist ile KAH ve AMI
geligimi arasinda iligki gosterilmigtir®' 5.

2.3.1.2.9. Trombosit reseptir gen polimorfizmleri

Trombosit membraninda bulunan ii¢ farkh adheziv glikoprotein’e (Gp) ait genlerde,
Gp’lerin antijenitesinin  defigmesine yol agan polimorfizmler gozlenir® Gp IMla
PLA1/PLA2 (HPA) polimorfizminin vaskiiler tromboz, akut koroner sendrom ve
ateroskleroz igin 6nemli bir risk faktorii oldugu ve Gp Ia 807 T/C polimorfizminin de KAH
igin risk faktéri oldugu belirlenmigtir'#5%13013L132133 " Gy Tho polimorfizmi de AMI ve
KAH ile iligkili bulunmugtur'>*,

2.3.1.3. Renin-Anjiotensin Sistemi (RAS) ile iligkili genetik faktorler

Renin-anjiotensin sistemi, kardiyovaskiiler sistem hemostazinin siirdiiriilmesinde
onemli rol oynar. Anjiotensin II, diiz kas hiicre proliferasyonu, migrasyonu, LDL
oksidasyonu ve endotel vazomotor fonksiyonu gibi bazi ateroskleroz bilegenlerini
etkileyerek koroner ve periferik damarlarda vazokonstriksiyona neden olur. Sonugta

,84,135

damar tonusu ve kan basincim arttirarak ateroskleroz geligmesinde rol o . Son
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yaymnlarda HT ve KAH etyolojisinde RAS bilesenlerini kodlayan genlerdeki
polimorfizmier sorumlu tutulmaktadir™®*1%,

2.3.1.3.1. Anjiotensin Déniigtiiriicii Enzim (ACE) gen polimorfizmleri

Anjiotensin Doniigtiriict Enzim geni, 17. kromozomun kisa kolunda lokalizedir'>¢,
Insersiyon (I) ve delesyon (D) adim alan iki farkh allei mevcuttur®?®. Yapilan
caligmalarda ACE geni D allel tagtyicihigyn  ile ateroskleroz ve AMI arasinda iligki
gosterilmi, Ozellikle DD genotipi olan bireylerde serum ACE aktivitesi daha yiiksek
bulunmugtur®”,

2.3.1.3.2. Anjiotensincjen (AGT) gen polimorfizmleri

AGT geni 2. ekzon 235. pozisyonda metionin— treonin degisimi TT genotipinin
olusmasina neden olmaktadir. TT genotipi ise AGT diizeylerini arttirarak HT ve KAH icin
risk olugturmaktadur4!!%114,

2.3.1.4. Homosistein gen polimorfizmleri

Homosistein metabolizmasinda gorev alan baz1 enzimlere ait gen mutasyonlan
KAH igin bagimsiz risk faktori olan hiperhomosisteinemiye neden olurlar. Homosisteinin
metionine remetilasyonunda gorev alan metilen tetrahidrofolat rediiktaz enzim geni 677.
pozisyonda C—T degisimi sonucu olugan ve homosistein yiikseklifine neden olan
polimorfizm ile KAH arasinda iliski gosterilmistir®'*®, Homosisteinin metionine
remetilasyonunda gorevli diger bir enzim olan betain-homosistein metiltransferaz enzim
geni 6. ekzon 239 Arg—Gin mutasyonu tagiyicthfimn ise KAH riskini azalttif
saptanmugtir’>®, Aynica Sistatiyonin Beta Sentaz (SBS) geni mutasyonuna baglh olarak
olusan SBS enzim eksiklifinin homosistein yiikseklifine neden oldugu ve KAH ile iligkisi
oldugu gosterilmigtir'***'*. SBS geninde en sik gozlenen iki mutasyon 278 Ile—Thr ve
307 G—S’dir. Diger cahgilan mutasyonlar ise 85 Gly—Arg, 191 Thr—Met, 234
Asp—Asn, 444 Asp—Asn ve yakin zaman 6nce saptanan 243 Gln—X’dir. 699 C—T ve
1080 C—T polimorfizmieri ise SBS genine ait en sik rastlanan polimorfizmieridir'>>'4%14!

2.3.1.5. KAH ile iligkili diger genetik faktorler
e TNF-0 geni 308 G—A polimorfizmi'“?,
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Interlokin-1 reseptor antagonist geni intron 2 Variable Number of Tandem Repeats
(VNTRs) polimorfizmi allel 2 tagtyicilign 4144145,

Interlokin-6 geni 174 G—C polimorfizmi %,

G protein beta 3 subiinit geni 825 C—T polimorfizmi'*’.

2.3.1.6. KAH ile iligkisi halen aragtinlmakta olan genetik faktorier

Ostrojen reseptor alfa geni pomotor bolge birinci ekzon upstream 1174 baz ¢iftlik
adenin ve timin diniikleotid tekrar dizisi'*®.

Peroksizom Prolifere Edici Aktive Reseptorler y geni 161 C—T varyant1 ve apo E
g4 genotipi etkilegimi'®.

Lektin-benzeri Diigitk Dansiteli Okside Lipoprotein Reseptér 1 geni

polimorfizmieri (intron 4 G—A, intron 5 T—G ve 3’ terciime edilmeyen bdlge T—
C).

Endotoksin reseptor CD14 geni 159 C—T polimorfizmi ve CRP diizeyleri ile
ilighisi'*11%2,

NAD(P)H oksidaz geni p22phox subiiniti 242 C—T polimorfizmi ve 640 A—G
polimorfizmleri'*.

2.3.1.7. Nitrik Oksit Sentaz Gen Polimorfizmleri

2.3.1.7.1. Nitrik Oksit molekiil yapis:

Renksiz bir gaz olan ve siv1 formda da bulunabilen NO lineer, yiiksiiz ve polar

yapida bir molekiildir. Tek bir nitrojen ve oksijen atomunun birlegmesinden olugur.
Dogada bulunan en kiiglik 10 molekiilden biri olan NO ¢ok kisa bir yan omiire (6-30
saniye) sahiptir. Son yoriingesinde eglesmemis bir elektron igermesi nedeniyle serbest
radikal dzellii gosterir ve yitksek oranda reaktiftir (Sekil 4)°%15413%156

Sekil 4. Nitrik oksit molekiil yapis:.
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Serbest radikal ozellifi nedeniyle hiicrelerde bulunan molekiiler oksijen (O),
siiperoksit radikali (O;) ve proteine bajhi demir gibi metaller ile kolaylikla reaksiyona
girer38'154’156.

NO, ilk olarak 1620 yilinda Paraselsus’un 6frencisi Jan Baptista Von Helmont
tarafindan hazirlanmig, oksijen ve nitrojen yapilan 1770 yilinda Lavosier tarafindan
agiklanmugtir. Inhalasyonunun toksik etkileri ise Sir Humprey Davy tarafindan 1799
yilinda ortaya konulmustur'”’. 1970’li yillanm sonlanina degin ozon tabakasim yikan ve
kansere yol agan yiizlerce zehirli molekiilden biri olarak kabul edilen NO’in viicut i¢indeki
fonksiyonlar1 1977 yilinda Ferid Murad’in NO ve NO’e doniigebilen nitro bilegiklerinin
(nitrogliserin, nitroprussid vb.) vazodilator etkilerini guanilat siklaz (GS) enzimini aktive
ederek gosterdifini bulmasiyla agifa gikmaya baglamugtir. Ignarro ve Feelish 1980 yilinda
nitrovazodilator bilegiklerin aktif maddesinin NO oldugunu belirlemiglerdir'>*!%6:158.139.160
Endotelden derive salgilatici faktdr olarak bilinen molekiilin NO oldugunu ise 1986
yiinda Ferid Murad ve Louis Ignarro isimli farmakologlar, birbirlerinden bagimsiz birer
bildiri ile agiklamiglardir®'**1%® NO, hakkindaki verilerin garpicihigs nedeniyle 1992
yiinda Science dergisi tarafindan yiin molekiilii ilan edilmis ve Ferid MURAD, Louis
IGNARRO ve Robert FURCHGOTT isimli ii¢ aragtirmaci, NO’in kardiyovaskiiler
sistemde gorev alan 6nemli bir sinyal molekiili oldugunu gosteren buluglariyla 1998 yil
Nobel Fizyoloji ve Tip Odiili’nii almaya hak kazanmuglardir®™ 1**1%8,

2.3.1.7.2, Nitrik Oksit Sentezi

NO, arginin aminoasitinden molekiiler oksijen, NADPH (elektron donorii)
varhifinda ve NOS enzimleri katalizorliigtinde iki asamada sentezlenir. Once argininin
guanidino nitrojeni hidroksillenir ve hidroksi arginin (N-OH-Arginin) ara iiriinii olugur.
Stabil ve enzime sikica bagh olan bu ara tiriin, ikinci agamada sitrullin ve NO’e doniisiir
(Sekil 5).
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Sekil 5. Nitrik oksitin sentezi'®.

NO sentezinin her iki agamasi da NOS enzimin monooksijenaz aktivitesi ile
gergeklegir’>15%1316% NOS enzimlerinin en onemli prostetik grubu hem’dir. Hem demiri,
proteinin bir tiyol grubu (sistein yan zinciri) ile besinci koordinasyon bagim yapar ve
tepkimenin ikinci agamasinda hem demiri tekrar indirgenerek oksijen molekiliinii baglar,

sonugta NO ve sitrullin olugur'"15%!%,

2.3.1.7.3. Nitrik Oksitin Etki Mekanizmas1

NO’in hedef proteinlerdeki biyolojik etkinlifini hem-demirine olan agin ilgisi
saglar’"16"1%° NO, guanozin trifosfattan (GTP) siklik guanozin monofosfat (cGMP)
olusumunu katalizleyen sitoplazmik GS enzimini “hem” grubuna baglanarak aktive
eder’®>15%16L167 - Olycan cGMP etkisini ¢cGMP ile kontrol edilen iyon kanallar,
fosfodiesterazlar ve protein kinazlar yoluyla gosterir'®'. NO’in etkileri yalmzca cGMP
aracih ile gergeklesmez. Uyarilmg makrofajlar, iNOS’u aktive ederek yiksek derisimde
NO sentezine yol agarlar. Yiksek derigimdeki NO’de hedef hiicrelerde DNA sentezi ve
solunum zinciri anahtar enzimlerinin Fe-S merkezlerine baglanarak mitokondriyal
solunumu inhibe eder ve hiicrelerin dliimiine neden olur (Sekilg)!*-1 3168169,
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Sekil 6. Vaskiller diiz kas endotel hiicrelerinde yapisal NOS ve iNOS enzimlerinin aktivasyonu ile olusan
NO'in hedef hilcrelerindeki etki mekanizmalart'®.

2.3.1.7.4. Nitrik Oksit Sentaz Enzimi ve izoformlan

NO sentezinden sorumlu NOS enzimlerinin iig farkl gen lokusundan sentezlenen
ii¢ farkl izoformu mevcuttur. Bunlar néronal (nNOS, NOS 1), indiiklenebilir (iNOS, NOS
11) ve endotelyal (eNOS, NOS TIT) NOS enzimi olarak adlandiniir (Sekil FPBIBATLLTE

Sekil 7. Nitrik oksit sentaz enzimi izoformlan'™",

NOS enzimleri NO sentezini katalizleyebilmek igin aktif form olan homodimerik
yapiyi olugturmak sorundadiar'™'”.  Yapisal izoformlar olan eNOS ve nNOS
enzimlerinin allosterik aktivatori kalsiyum/kalmodulin (Ca*'/CaM) kompleksidir ve
aktiviteleri sitoplazmik Ca* derigimi ile kontrol edilir!¥161164.



a. Noronal NOS

Merkezi sinir sistemi noronlarinda haberci molekill olarak gorev yapan NO’in
iretiminden sorumiudur'*'™. Ik olarak 160-161 kDa molekiil agirliginda sitoplazmik bir
protein olarak beyinde tammlanmistr™1€21217 Aynca periferik noronlar, iskelet kasi,
pankreas p-adaciklari, bobrek makula densa hiicrelerinde ve gesitli epitel hicrelerinde de
gosterilmistir**!71717® Periferik sinir uglaninda nNOS etkisiyle sentezlenen NO
ndrotransmitter olarak gorev yapar ve diiz kaslarda cGMP diizeylerini arttirarak mide

dilatasyonu, penil ereksiyon gibi fizyolojik olaylarda rol oynar'**1*¥.

b. Endotelyal NOS

Yapisal bir izoformdur ve biiyak oranda (%90) zar yapisinda bulunur'**'*'™,
Endotelde eNOS tarafindan sentezlenen NO, difiizyonla diiz kas hiicrelerine gegerek GS
enzimini aktive eder ve cGMP diizeylerini arttirarak diiz kaslarda gevsemeye neden
olur™1%17 Cok sayida doku ve organda eNOS aktivitesi gosterilmigse de (mast hiicreleri,
trombositler, pankreas P-adaciklari, CAl noronlar vb.) temel kaynagimn dokulardaki
vaskiiler endotel hiicreleri oldugu kabul edilmektedir'*"'™*'™*'”.

¢. indiiklenebilir NOS

ilk olarak murin makrofajlarinda saptanmug olan sitoplazmik bir enzimdir
Alt birim olarak CaM’e gereksinim duyar, ancak diger NOS enzimlerinden farkh olarak
aktivitesi Ca?"dan bagimsizdir, Salimmi gen transkripsiyonu diizeyinde kontrol edilir.
iNOS sentezi bakteriyel triinler ve inflamatuar sitokinler (IFN-y, IL-1, IL-2, TNF-a)
rarafindan induklenir’™”". Sadece fagositik lokositlere dzgli bir enzim olmayyp; uygun
induksiyon saglandiginda bitiin cekirdekli hiicreler tarafindan sentezlenebilir'*"**"'¢".
CaM'in enzimi aktif formda tutmasi iNOS’un uzun siireli ve viiksek derisimde NO
sentezleyebilmesini saglar. Sitokin indiiksiyonu sonrasi iNOS sentezi birkag saat iginde
baglar 24 saat sonra en yiiksek dizeye gikar ve daha sonra hizla diigiig gosterir. Bulundugu
ortamda substrat kisitlamasi olmadign ve yilmadii siirece aktiftir. Indiiksiyonu
glukokortikoidler ile inhibe edilebilir'®', Hastallk durumlarinda ve damar hasan sonrasi
aterosklerotik plakta, intima veya media da, iNOS ekspresyonu uyarilabilir®®.

162,170,173
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2.3.1.7.5. NOS Enzim Yapis: ve Koenzimleri

NOS enzimleri rediiktaz ve oksidaz bolgeleri olmak tzere iki farkh alt birim igerir
(Sekil 8). Her ii¢ izoformun Karboksi-terminal bolgesi yapi ve fonksiyon olarak, sitokrom
p450 rediiktaz enzimine benzerlik (% 60 homoloji) gosterir. Elektron akimindan sorumiu
olan bu bolge rediiktaz bolgesi olarak adlandinilmugtir. Enzimin N-terminal bolgesi ise
sitokrom p450 oksidaz enzimine benzer ve oksidaz bolgesi olarak adlandinlir. Oksidaz

bolgesi, altbirimler aras etkilesimi saglar ve dimerizasyondan sorumludur
(Seki.l 8}]5]‘165.ITl,lﬂ,lﬂ,lTS.lw,l!lI

Kalmodulin
Reduktaz Domaini hafjlayan bilge

Sekil 8. NOS enzimi bélgeleri ve koenzimleri'",

NOS enzimlerinin aktiviteleri igin gerekli koenzimler flavin adenin diniikleotid,
flavin mononilkleotid, tetrahidrobiopterin ve demir-protoporfirin IX yapisinda bulunan
hem-grubudur'*/™1*2,  Sitoplazmik kalsiyumun artmas: ile her bir CaM molekiilti dért
Ca®" iyonu baglar. Bu baglanma ile CaM aktif konformasyona doniigir ve Ca®*/CaM
kompleksi seklinde eNOS ve nNOS enzimlerine baglanarak aktive eder, bolgeler arasinda
kenetlenme saglanir ve NO sentezi baglar (Sekil 9 JuIIE
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NO- NADPH
Sekil 9. Kalsiyun/Kalmodulin kompleksi ve yapisal NOS enzimlerin aktivasyonu'',

CaM veya Ca*'/CaM , NOS enzimlerine rediiktaz ve oksidaz bolgeleri arasindaki
orta bsliimden baglanarak bu bolgelerinin uygun konformasyonlara doniigiimiinii ve
enzimin aktivasyonunu saglar’™'®*'**'**. Her iig NOS enziminde de iki bolge arasindaki
elektron akimi CaM kenetlenmesi tarafindan saglamr. Dimerizasyon sonrasinda ortamda
arginin eksikligi olugtufunda ortamda akan elektronlar. NO sentezi yerine siiperoksit
yapiminda kullanihir'®**'%* NO ve stiperoksit birlikte tepkimeye girerek hidroksil radikali
kadar reaktif bir iiriin olan peroksinitrit (ONOO “)olugtururlar'®"'®.

> ONOO ™

0; + NO

2.3.1.7.6. NOS Enzimlerinin Genetik Ozellikleri

iNOS ve eNOS genleri 26, iNOS geni ise 29 ekzondan olusur. ilk kez endotel
hitcrelerinde tammlanan eNOS enzimi geni 21kb uzunlugundadir ve 7.kromozomun kisa
kolunda lokalizedir ($ekil 10)'*4%17¢18515¢,

Intron 18 (27 AC
Ekzon 7 (894 GIT)
l intron 11 (-30 AIG) iran 2310 0m)

Transkripsiyon basiama 17 18 1
10111213 141516 “302132 2 2425 26
b U |

thi[, 123 4 5678 9 F T B
5' 3
Promotor T

Intron 4 YNTR

Sekil 10. eNOS gen yapisi ve galisiimakta olan polimorfizmleri'®.
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nNOS geni >100kb wuzunlufunda olup, 12°nci kromozom iizerinde
bulunur?#3#177170 INOS geni ise 37kb uzunlufunda olup, 17. kromozom iizerinde

yerlesiktirl6l’162’l77

2.3.1.7.7. NOS Enzimlerinin Kontrolii

Yapisal NOS enzimleri olan nNOS ve eNOS’un diizenlenmesi, hiicre igi Ca®*
derigimi, enzimin zarsal ve sitoplazmik bolgelerdeki dagilimimn kontroli ve fosforilasyon-
defosforilasyon tepkimeleriyle gerceklegtirilir'”>'¥18¢18  Sadece eNOS igin gegerli diger
bir aktivite kontrolii ise, protein-protein etkilegimidir®"*>'¢**® iNOS sentezi baz: inhibitor
sitokinler (IL-4, IL-8, IL-10), biiyiime faktorleri (TGF-$1,2,3, PDGF-BB) ve nikieer
faktor-«B gibi inhibitorler tarafindan baskilanir'*'”.

2.3.1.7.8. Nitrik Oksit Metabolizmas:
Nitrik oksiti ortamdan uzaklagtiracak herhangi 6zel bir enzim sistemi yoktur. Cok
kisa yan dmiirlii bir molekiil olan NO’in yikimmndan baghca iki mekanizma sorumiudur'®.

a. NO ile oksihemoglobin (HbO,) ve/ oksimyoglobin (MbO,) arasindaki tepkimeler

NO, eritrositler iginde bulunan oksihemoglobin (HbO;) va da kasta bulunan
oksimiyoglobin (MbQ,) ile temas ettiginde hizla inaktive olarak nitrata (NOs") donisiir.
Fizyolojik kogullarda temel yikim yolu budur'***¢%!,

HbO; + NO > MetHb + NOs
MbO,+ NO > MetMb + NOs

b. Kendiliginden olusan oksidasyon tepkimeleri

NO molekiilleri birbirleriyle ve oksijen molekiilleri ile tepkimeye girebilir.
Plazmada olugan bu oksidasyon tepkimeleri sirasinda énce reaktif nitrojen oksit tiirleri olan
nitrojen dioksit (NO,), dinitrojen trioksit (N2O3) ve dinitrojen tetroksit (N>O4) olusur. Bu
molekiillerde daha sonra ortamda bulunan farkli biyomolekiiller ya da su ile tepkimeye

girerek nitrit’e (NO;") okside olurlar'¢-1¢%1%1,
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1) Oksijen molekiilleriyle olan tepkime

NO + 0, —> ONOO- (peroksinitrit radikali) + NO —> ONO-ONO —> 2NO,
2) NO molekiillerinin birbirleriyle olan tepkimeleri

2NO < > ONNO —> 2NO;

Sonugta her iki tepkime sonucu agiBa gikan iki mol NO; kendiliginden N,O4’e doniigiir.
2NO; —> N;04

N»04 molekiilii ise daha sonra H,O ile tepkimeye girerek nitrit olusturur.

N:04 + H;0 —> 2H" + 2NO,~

Ortamda olusan nitrit, oksitleyici bir etken olmadikca nitrata doniisemez. Plazma ve
idrardaNO yikim tiriinleri olarak nitrit ve nitrat gozlenir'>>%,

2.3.1.7.9. Nitrik Oksitin Viicuttaki Etkileri

Viicut iginde 6nemli hem yararh ve hem de zararh etkileri vardir. Yiiksiiz ve yagda
¢Ozinir bir molekiil olmasi nedeniyle hiicre membranlan arasindan kolayca diffiize olarak
hiicre igi ve hiicreleraras1 biyolojik haberci molekiil olarak gorev yapar. Gaz yapisindaki
tek haberci molekiildiir ve vezikiillerde depo edilmez*®*'*"'*® Ayrica gen transkripsiyonu,
mRNA ftranslasyonu ve sentez sonrast protein modifikasyonu diizeyinde de etkisi
vardir!®16!

Endotelyal kaynakhh NO insan ve hayvanlarda, damar gevsetici etki yaparak, damar
duvar gegirgenligini etkiler ve boylece kan basinci kontrolii, penil ereksiyon ve yemegi
takiben mide dilatasyonu gibi fizyolojik olaylan diizenler (Sekil 11)1*41%
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Sekil 11, Endotel hiicrelerinde NO sentezi ve vaskiiler diiz kas kas hiicrelerinde olusturdugu
gevsemenin mekanizmasi'*,

K, : Kalsiyum iyonuna bagiml potasyum kanali, NOS : Nitrik oksit sentaz, NO : Nitrik oksit,

GTP : Guanozin trifosfat, cGMP : Siklik guanozin monofosfat, PK : Protein kinaz.

Ayrica beyinde sinaptik iletimin artmasi hafizamin gekillenmesiyle baglantih oldugu
dugtiniilen uzun streli giiclendirme (long-term potentiation) ve makrofajlar aracthgiyla
timor hiicrelerinin yok edilmesi olayim meydana getirir'>*138168187.188192 * (juoungyz
yerlerde ve miktarlarda bulundufunda, yagamsal 6nemi olan demir-siilfiir iceren enzimlerle
reaksiyona girerek bunlann etkinlifini engeller. Boylece hiicrelerin yagamas: igin gerekli
temel biyokimyasal olaylardan biri olan mitokondriyal solunumu baskilar, genetik yap: tag1
olan DNA’da yikimlara yol agabilir ve serbest oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek son
derece olumsuz etkileri olan peroksinitrit gibi riinlerin agifa ¢ikmasina neden
olyrP413813918L193 - Aurica norolojik, inflamatuvar ve otoimmiin bozukluklar sonucu olugan
doku hasarindan NO’in agm miktarda sabimm sorumludur'®'™. NO ile iligkili temel
fizyolojik olaylar ve patolojik durumlar Tablo 5 ve 6’da gosterilmigtir.
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Normal vaskiiler tonus

Guanilat siklaz enzim aktivasyonu
Siklooksijenaz enzim aktivasyonu
Trombosit agregasyonu inhibisyonu
Lokosit hiicre adhezyon inhibisyonu

fizyolojik olaylar!®* 153158165,

Penil ereksiyon
Antittimoral etki

Yemek sonras1 mide dilatasyonu
Mukoza hiicre korunmasi
Uzun siireli hafizanin olugumu

1ablo 6. NO ile iligkili patolo
Azalmig nitrik oksit salimm
Ateroskleroz
Anjina pektoris
Hipertansiyon
Pulmoner hipertansiyon

Erigkin solunum zorlugu sendromu
Kartegener Sendromu

Infantil pilor stenozu

Impotans

Artmis nitrik oksit salinim

Septik soka bagli hipotansiyon
Endotoksik sok

Dilate kardiyomiyopati
Ulseratif kolit

Serebral iskemi ve paralizi
Multiple Skleroz

Epilepsi

Alzheimer hastahi

Lupus eritematozis

Romatoid artrit

Allograft rejeksiyonu
Mitokondriyal solunumun baskilanmas:
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2.3.1.7.9.1. Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkiler

a. Fizyolojik etkileri : Vaskiller dilatasyon en énemli etkisidir. Kan akig hizsmn artig1, diiz
kas vaskiiler endotel hiicreleri iizerinde mekanik bir kuvvet olusturarak hiicre i¢i Ca®"un
artmasina neden olur. Ayrica asetilkolin, bradikinin gibi ajanlarda vaskiiler endotel
reseptorlerini aktive ederek hiicre igi Ca*"'un artmasma neden olur. Hiicre igi Ca?" artigt
endotel hiicrelerinde bulunan NOS enzimini aktive eder ve NO sentezini arttirarak diiz
kaslarda vazodilatasyona neden ofur'®*'""'*!, Sekil 12°de diiz kaslarda NO etkisiyle olugan
CGMP artis, cGMP-bafumli protein kinaz G (PKG)lerin aktivasyonunun sitoplazmik
kalsiyum derigimini diiiirmeye yonelik olaylan baglatmasy, PKG etkisiyle miyozin hafif
zincir kinazin inaktivasyonu ve kasilmamn inhibe edilerek gevsemenin olugmasi
gosterilmigtir (Sekil 12)'¢.

Guanilat siklaz
GTP ————— ¢GMP Ok

‘//v s K+
cGMP-bafumhi ", @Na

Y Miyozin Hafif Zincir =>Gevsemg
B/ kinazin fosforilasyonu

$ekil 12, Endotel kaynakl: nitrik oksitin diiz kaslars iizeride olan etkilerinin mekanizmasi's'.
SERCA: Sarkoplazmik/endoplazmikretikutum kalsiyum ATP’az, IPs: fnositol trifosfat, cGMP 8iklik guanozin monofosfar,
Ca™: Kalsiyum, K*: Potasyum kanaly, Na* : Sodyum kanaly,

b. Patolojik etkileri : Endotoksik gok gibi patolojik durumlarda, baz sitokin ve
endotoksinlerin salimmiyla iNOS uyarilir ve bunun sonucunda agiri miktarda iiretilen NO
hipotansiyona neden olur-"**'®, Kanserli hastalarda sitokin tedavi sonucu olugan
hipotansiyondan, septik sok ve sirozda gozlenen vazokonstriktorlere diregli
vazodilatasyondan ve dilate kardiyomiyopatiye bagh kardiyak disfonksiyondan iNOS
uyarisi sonucu agin miktarda sentezlenen NO sorumludur!**158168.194.195
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¢. Ateroskleroz ve NO: NO antiaterojenik etkili bir molekiildiir. Antiaterojenik etkileri
antiplatelet, antiproliferatif, antienflamatuar ve LDL oksidasyonunu inhibe edici 6zellikleri
yoluyla olugmaktadir®*?$196197

1. Antiplatelet etki: NO, siklik GMP’ye bagimh bir mekanizmayla cAMP

konsantrasyonunu arttirarak trombosit agregasyonunu, adhezyonunu ve trombosit aktive
edici faktoriin trombini uyarmasim inhibe eder®*®%% Trombositler ayrica kendileri de NO
tireterek, negatif feedback yoluyla trombosit agregasyonunu inhibe edebilirler**'6®.

2. Antiproliferatif etkii NO ve donorleri vaskiler diiz kas hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve ekstraselliiler matriks sentezini inhibe ederler®¢*16%1%8,

3. Anti-inflamatuar etki: Aterojenik uyan kemokinlerin ve adhezyon molekiillerinin
salimmmum arttirarak yeni enflamatuar hiicrelerin de olaya katimasma neden olur. NO,
nitkkleer transkripsiyon faktorli {lizerindeki inhibitor etkisi ile lokosit adhezyon
molekillerinin (P-Selektin, E-Selektin VCAM-1) sentezini baskilayarak nétrofil ve
monositlerin adhezyon ve aktivasyonlarim azalt?%2546.161163

4. LDL’nin oksidasyonunu inhibe eder'*.

2.3.1.7.10. NOS gen polimorfizmleri ve iligkili hastahklar

eNOS geninde ¢ok sayida VNTR ve ardigik diniikleotid tekrar [(CA)]
polimorfizmleri bulunmaktadir'?%?*! KAH agisindan en gok incelenen eNOS 4. intron
VNTR ve 7. ekzon Glu298Asp polimorfizmleridir!”1%!%28:114186.201,202,203,204205 B, njqe
yamsira eNOS geni “5’ flanking” bolgede bulunan nokta polimorfizmleri (-786 T—C, -
922 A—G ve -1468 T—A), intron 13°te bulunan ardigik gok sayida tekrar polimorfizmi
(CA), 18. intronda bulunan biallelik polimorfizm ve 23. intron (10 G—T) polimorfizmi
de KAH yoniinden incelenen diger NOS gen polimorfizmlerdir®®!86203-206.207

a. eNOS geni intron 4 polimorfizmi

eNOS geni 4. introndaki 27 baz ¢ift (b¢)’lik VNTR polimorfizmidir, sirasiyla dért
ve beg tekrardan olugan iki allel (a ve b) igerir . 27 b¢’nin 19°uncu bazindaki beg tekrardan
olugan b allelinde (420 bg), ilk ti¢ tekrar AAA ve son iki tekrar ise GG’dir. Daha kiigiik
olan ve dort tekrardan olugan a allelinde (393 bg) ise ilk iki tekrar AA ve son iki tekrar ise
GG’dir. Yapilan ¢aligmalarda a alle] tagiyicihfimin KAH, AMI, esansiyel HT, kronik
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bobrek yetmezligi ve duedonal iilser kanamasi ile iligkili oldugu
gosterilmigtir®!7110:114.186.200,201,202,203,205208,209

b. eNOS geni 7.ekzon Glu298Asp polimorfizmi

eNOS geni 894 lincii pozisyonda G—T polimorfizmi saptanmgtir, Bu polimorfizm
glutamik asit yerine aspartik asit gegmesine neden olmaktadir. Bu polimorfizmin; KAH,
AMI, ateroskleroz, koroner spazm, esansiyel HT, beyin infarkt1 ve kronik bobrek
y etm ezhgi ile lll Sklll Ol dugu gbsti '] ]-stir16,18,19,28,48,114,185,186,202,203,204,205,206,210,211,212

c. eNOS geni 5’ flanking bélge -786 T/C ve intron 23 G10-T polimorfizmleri

Yapilan caliymalarda her iki polimorfizm ile KAH arasinda iligki oldugu
gosterilmigtir?®186:202:203.206207
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER
3.1.1. Cihazlar
e UV Spektrofotometre.............ccccccevvrruennenne. Shimadzu UV-260
o UV Spektrofotometre.............ccccovvvevrveennnnn. Shimadzu UV-1601
o  Mikrosantrififf.............cccoeverriririicrieecniennee, Beckman Microfuge E
e Sogutmali masa {istii santrifiyj...................... Eppendorf centrifuge 5403
e Thermal Cycler...........cccoevveervevvenreecriinreennen. Perkin Elmer Cetus 9600
e Speed Vac Konsantrator...............cccceoevveenn. Savant SVC 100H
o Elektroforez Tanki...........c.cccccrvvrrereriierennene Bio-Rad Sub-Cell GT
o Elektroforez Giig Kaynagi..............cccovenuen.e. Pharmacia Power Supply EPS 500/400
e Mikrodalga Finin.............cccooovevveeeinrennnnnne Argelik MD
e Derin Dondurucu............ccceveevereeenrenueennenne Bosch
o Kar Makinasi........cccccocevererernnienierenierennne Scotsman AF- 10
e Polaroid Kamera...........c.ccecvrviveenrecnnennen. MP4 Land Camera
o SuBanyosu...........ccoceecmirnienenienenienennene Electro-mag N-72
@ BHlV..iiiiiiiicccceee e Niive EN 400
o Analitik Terazi...........ccooevrrveeerenerrecneennnnn, Mettler AJ 100
e Digital pHMetre...........ccooeorirevnrencnnnne. Beckman Century SS-1
o  Otomatik Pipet.............coevvvvevveerreeereviennnnnes Gilson P-2, P-20, P-100, P-1000ul
e Manyetik Kangtirict............coceeveveererenennnne Heidoph MR 2002
®  VOrteKS.......ccoovirireeieiennirrrrneresencaeneennenees Niive NM 110, elektro-mag M 16
e Biyokimya otoanalizori................ccecvrveeuennnne Olympus AU5200
3.1.2, Kimyasal Maddeler
o ProteinazK...........cocovvevveieirieceencrererene, Sigma
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e Deoksi Niikleotid Trifosfat (dNTP).............. Sigma

o TaqDNA Polimeraz..............c.ccoeverenrennnnnn. Sigma

o Dimetil sulfoksit (DMSO)..........c.c.covrureneee. Sigma

o Primerler (HPLC grade)..............ccceuvneee. WG Biotech AG, Almanya
O ABATOZ......cveeeecriiienieicieiieeesieeiesreeen s Sigma

o NuSieve Aaroz..............cccecevvvervrenrevsennnnen Sigma

e Etidiyum Bromiir...........c..ccccevvevvmvreirrereennne Merck

o Marker x174DNA/HinfI..................... Fermentase

Kullamlan tiim kimyasal maddeler analitik safliktadir.

3.2. ORNEK SECIMI ve ELDESI

Calisma kapsamina, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji
Anabilim Dah Poliklinifine goégis afnsi yakinmasiyla bagvuran ve KAH 6n tamst
konularak koroner arterleri koroner anjiografi (Judkins teknigi) ile degerlendirilen hastalar
alindi. Hasta grubu koroner anjiografisinde plak ya da darhik belirlenen, kontrol grubu ise
koroner anjiografisinde lezyon saptanamayan bireylerden olugturuldu.

Hastalanin koroner anjiografi iglemi 6ncesi 12 saat a¢ kalmalan saglandi ve kan
ormekleri koroner anjiografiden hemen dnce diiz ve Na-EDTA igeren iki ayn tiipe alindi ve
hi¢ bekletilmeksizin Merkez laboratuvarina iletildi.

Antikoagiilansiz diiz tlplere aktarilan venéz kan o6rneklerinin  serumlan
bekletilmeksizin aynldi ve lipid profilleri (total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol ve trigliserid ) tam otomatik Olympus AUS200 biyokimya otoanalizériinde
¢ahsilds. EDTA igeren tliplere alinan kan 6mekleri buzdolabinda (+4°C) sakland: ve en geg
bir hafta igerisinde 16kosit DNA’lar izole edilip konsantrasyon ve verimleri élgiilerek
-20°C’de sakland.

3.3. ANALiZ YONTEMLERIi

3.3.1. Biyokimyasal Analiz Yontemleri
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3.3.1.1. Total Kolesterol Olgiimii [(Kolesterol oksidaz-Peroksidaz-4-Aminoantipirin
(CHOD-PAP) Metodu — Enzimatik Kolorimetrik Yontem)]*"?

Total kolesterol Olgiimleri; Olympus AU5200 otoanalizérinde CHOD-PAP
yontemi ile yapilds,

Prensip: Kolesterol esterlerinin tiimii kolesterol esteraz ile serbest kolesterol ve yag
asitlerine doniigtiiriiliir. Serbest kolesterol oksijen varh@inda, kolesterol oksidaz ile
kolesten-3-one ve hidrojen peroksit (H;0;)’e gevrilir. Agia ¢ikan H,0,, peroksidaz
varhfinda fenol ve 4-aminoantipirin ile reaksiyona girerek kinonimin kompleksi olugturur.
Olusan renk siddeti kolesterol konsantrasyonu ile dogru orantihdir ve 500 nm’de
fotometrik olarak 6l¢tim yapilir.

Kolesterol esteraz
Kolesterol ester + H,0 » Kolesterol + yag asidi
Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O3 » Kolesten-3- one + H,O,
Peroksidaz
2 H,0; + 4-aminoantipirin + fenol » Kinonimin kompleksi + 4 H;O

Referans deger : < 200mg/dI*?.

3.3.1.2. HDL Kolesterol Ol¢iimii (Direkt Homojen Enzimatik Kolorimetrik Yontem)*4,

HDL-K ¢lgtimii, Olympus AU5200 otoanalizoriinde yapilda.

Prensip: Olgtim, iki farkli tepkime basamagm icerir. Ilk agamada; Silomikronlar,
VLDL ve LDL enzimatik reaksiyonlarla uzaklagtlir. Ikinci agamada ise HDL spesifik
enzimatik reaksiyonlarla 6lgiiliir.

1. Asama : Kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz ve son agamada katalaz enzimleri ile
VLDL-K, LDL-K ve gilomikronlarin aynstirilmas: esasina dayamir;

Kolesterol esteraz
Kolesterol oksidaz
Silomikronlar, LDL,VLDL »  Kolestenon + HO»
Katalaz
2 H,0, > 2H,0 + O,

2. Asama : Serbest kalan HDL-K’{in 6zgiil 6l¢timii gergeklesir;

32



Kolesterol esteraz + Kolesterol oksidaz
HDL » Kolestenon + H>0,
Yiizey gerilimi azalticilar

Peroksidaz
H20; + kromojen > Kinonimin

Agiga ¢ikan kinonimin yoZunlugu, 593 nm’ de olgiildiigiinde, HDL konsantrasyonu ile
dogru orantihdir.
Referans deger : 35 — 60 mg/dI***,

3.3.1.3. LDL Kolesterol Ol¢iimii

LDL kolesterol olgiimiinde kigilerin TG diizeylerine bagh olarak iki farkh yol
izlendi. TG diizeyleri 400mg/d’nin altinda olan hastalarda ¢oktiirmesiz enzimatik
kolorimetrik yontem, TG diizeyleri 400mg/dI’nin iizerinde olan hastalarda ise direk
enzimatik yontem kullamlds.
1. Coktiirmesiz Enzimatik Kolorimetrik Yéntem

Prensip: Bu yontemde LDL-K diizeyleri Olgiilen total-kolesterol, HDL-kolesterol
(HDL-K) ve trigliserid diizeyleri Friedewald formiiliinde yerine konularak hesaplanir.
Friedewald formiilii :
LDL-K (mg/dl) = Total kolesterol (mg/dl) - [(HDL-K (mg/dl) + TG/5 (mg/dl)] =
mg/dI®?S,
2. Direkt Enzimatik Yontem

Prensip: Birinci agamada kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz, son asamada ise
katalaz enzimleri kullanlarak VLDL-K, HDL-K ve silomikronlar aynstirhr. Ikinci
agamada da; deterjan etkisiyle serbestlesen LDL-K enzimatik olarak olgiitur®'’.

1. Asama :

Kolesterol esteraz
Kolesterol ester > Kolesterol + yag asidi
Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O, > Kolestenon + H;O,
Peroksidaz
2 H,O, > 2H,0 + O,
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2. Asama:

Kolesterol esteraz
Kolesterol ester + H,O > Kolesterol + yag asidi
Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O, > Kolestenon + H,0,
Peroksidaz

2 H;0; + 4-aminoantipirin + HDAQS ——— > Kinonimin kompleksi + 4 H,O
HDAS : N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoksianilin.
600 nm’ de Olgiilen kinonimin diizeyleri, LDL ile dogru orantihdir.
Referans deger : < 130mg/di*"*.

3.3.1.4. Trigliserid Ol¢iimii [(Gliserol fosfat oksidaz-Peroksidaz 4-Aminofenazon (GPO-
PAP) Metodu, Enzimatik Kolorimetrik Yontem)]*'.

Trigliserid olgiimii, Olympus AU5200 otoanalizériinde, GPO-PAP yontemi ile
gergeklestirildi.

Prensip: Trigliseridlerin lipaz enzimi ile hidrolizi sonucu gliserol ve yag asitleri agia
¢ikar. Gliserol, ATP varhiginda gliserol kinaz enzimi ile gliserol-3-fosfata, gliserol-3-
fosfatta oksidaz ile dihidroksiaseton fosfat ve H,O; e doniigiir. Olusan H,0; | peroksidaz
varlifinda fenol ve 4-aminofenazon ile reaksiyona girerek kinonimin boyasim olugturur.
Olugan renk siddeti (500nm) trigliserid konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Lipaz
Trigliserid + H,0O P Gliserol + Yag asitleri
Gliserol kinaz
Gliserol + ATP » Gliserol-3-fosfat + ADP
Gliserol-3-fosfat oksidaz
Gliserol-3-fosfat + O, » Dihidroksiaseton fosfat + H,O,

Peroksidaz
» Kinonimin kompleksi + HCL + 4 H,O

2 H,0; + 4-aminoantipirin + 4-klorofenol

Referans deger : < 200mg/di*'%2"",
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3.3.2. MOLEKULER ANALIiZ YONTEMLERIi

3.3.2.1. Tam Kandan Fenol-Kloroform (Modifiye Poncz) Yontemi ile DNA Eldesi’'®
Prensip: EDTA’L tiiplere alinan tam kan 6rneklerinin plazmasi uzaklagtiriir. Hemolizat
icindeki eritrositler hipotonik pargalayici ¢ozelti ile hemoliz edilir ve santrifiij edilerek
lokositler ayngtiriir. Lokosit pelleti izerine sodyum dodesil siilfat (SDS) ve proteinaz K
eklenir ve bir gece inkiibe edilerek hiicre zarlanmin ve proteinlerin hidrolizi gergeklestirilir.
Daha sonra kanigimdaki protein ve hiicre artiklan fenol-kloroform eklenerek uzaklagtirilir.
Saflastirilan DNA soguk etanolle goktiiriilerek, genomik DNA elde edilir'®.

Aywraclar:

1.

Pargalayic1 (Lizis) Tampon Cozeltisi : Ginliik hazirlanmalidir.
Amonyum kloriir ( NH4CI) 131 mM (7.14g)
Amonyum bikarbonat (NH4HCO3) 0.9 mM (0.07g)
distile su ile bir litreye tamamlamr

4 M NaCl

3. Proteinaz K Cozeltisi (25mg/ml) : 2.5 ml Tris-HCl (10 mM, pH’s1 7.4) iginde

¢oziiliir ve -20°C’de saklanr.
Sodyum Dodesil Stlfat (SDS %10) ; 100 g SDS bir litre saf suda ¢oziiliir ve
37°C’de saklanr.

Tampon Cozeltisi :

150mM NaCl

25 mM EDTA Disodyum (pH 7.5)

100 mg SDS (% 0.1)

5mg  ProteinazK distile su ile 100 mi’ye tamamlanir.
Doymus Fenol Cozeltisi : 250g kristalize fenol 50ml saf suda ¢oziliir. Uzerine esit

hacimde 0.5 M Tris-HCl tamponu (pH 8.0) eklenir ve iyice kangtinlarak fazlar
ayngincaya kadar bekletilir. Ust fazin pH’s1 olgiiliir, sayet pH 8.0’in altinda ise st
faz aspire edilerek iizerine esit hacimde 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0) eklenerek aym
iglem tekrarlamr. Bu igleme st faz pH’s1 8.0 oluncaya kadar devam edilir. Son
olarak konsantrasyonu % 0.1 olacak sekilde 8-hidroksi kinolin (1 g) eklenir ve

+ 4 °C’de saklanir.

Kloroform
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8.
9.

Saf soguk Etanol (%95)
% 70’lik Etanol

Ydntem:

EDTA’h tam kan 6rnefinden 500 pl alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilir,
Uzerine 1 ml giinlik hazirlanms pargalayici tampon eklenerek oda 1sisinda bir kag
dakika yavagca kangtinhp 10 dakika buz istiinde bekletilir. Daha sonra 4°C’de,
2500rpm’de 10 dakika santriflij edilerek eritrositlerin parcalanmasi saglanr.
Siipernatan tiip yavagga ters gevrilerek uzaklagtinlir ve tiip dibinde 16kosit pelleti
gbzlenir. Pargalayic1 ¢ozelti ile yrikama iglemi bir veya iki kez tekrarlanarak pellet
saflagtirdlir,

Lokosit pelleti tizerine 500 ul tampon ¢ozeltisi eklenir ve bir gece 37°C’de inkiibe
Ertesi sabah solisyon kivamh bir hal alir. Eger Iokositler tam olarak
pargalanmamigsa S55°C’de iki saat daha inkiibasyonda tutulur. Ardindan esit
hacimde doymus fenol eklenir. Hizli bir gekilde birkag dakika alt Gst edilir, 10
dakika + 4°C’de bekletilerek 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

Ustteki berrak faz pipetle gekilerek temiz bir tiipe aktarilir ve iglem tekrarlamr.
Kloroform ve fenolden esit hacimde eklenir, hizla ¢alkalanarak, 10 dakika buzda
bekletilir ve 4°C’de, 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

Ust faz pipetle dikkatlice gekilerek soguk etanol bulunan bir kaba aktanlir, alt
fazdan fenol gekilmemesine dikkat edilmelidir. DNA goriiniir ipliksi hale gelinceye
ve presipite oluncaya kadar etanolde yavagga hareket ettirilir.

DNA yumag ependorf tiipiine aliir, tizerine saf alkol eklenerek 13000 rpm’de iki
dakika santriflij edilir ve alkol uzaklagtinilir.

Coken DNA pelleti tizerine %70’lik etanol eklenir ve 13000 rpm’de iki dakika
santrifiij edilerek ependorf yavagca ters gevrilir ve dikkatlice alkol atilir.

Elde edilen DNA pelletinin miktarina gore iizerine steril saf su (50-100 pl ) eklenir
ve bir gece 37°C’de ¢Oziinmesi i¢in bekletilir.

10 pl ¢oziinmily DNA 590 pl saf suyla kangtinbr ve 260 nm’deki absorbansi
olgiilerek konsantrasyonu hesaplanir.
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DNA konsantrasyon (pg/ml) = ODg x sulandirma katsayisi (60) x 50 (ekstinksiyon
katsayist)

DNA’nin 280 nm’deki absorbansi Olgiilerek, ODasp / ODago oramndan verim
hesaplanir. Verimin 1.5’dan daha yiiksek olmas istenir.

3.3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile eNOS Geninin Amplifikasyonu

PCR, DNA i¢inde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi
invitro kosullarda gogaltmak igin uygulanan tepkimelere verilen ortak isimdir*"®.

Prensip: PCR, ¢ift sarmal bir DNA molekillinde bulunan hedef dizilere iki
oligoniikleotid primerin baglanmasit ve uzamasi esasina dayanir. Bu amagla 6nce kalip
DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edilir ve DNA ¢ift sarmalinin
agilmas: saglanir. Bunun ardindan amplimer olarak da adlandirilan primerler DNA
molekiilleri iizerinde kendilerine komplementer olan bolgelere baglamrlar. Primerlerin
spesifik olarak bu hedef dizilere baglanmas: diigiik sicaklik derecelerinde gergeklesir. Daha
sonra uygun 1stya ¢tkilir ve 1stya dayamkhi DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort
deoksiriboniikleotid fosfatlar (AATP, dCTP, dGTP ve dTTP) eklenerek DNA’nin 3° OH
ucundan uzamas: saflamr. Boylece kalip DNA iplifine tamamlayici olan yeni bir DNA
molekiilii sentezlenmis olur (Sekil 13)%".

iN VITRO AMPLIFIKASYON
oligo A

 PCR DONGIISH . oligo B
—

oligo B ofigo &

/ oligo 8
PN

PCR DONGUSU

-

1. DENATURASYON S P
2. PRIMER ANNEALING —
3. ZINCIR LUZAMASI = W —_—
v
v
20 DONGU = 10% X

Sekil 13. PCR dongaist®®
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Amplifikasyonun bir dongii sonucu olusan iirtinleri sonraki dongt igin kalp islevi
gorduglinden her bir bagarih dongii temel olarak istenilen DNA triiniiniin miktanim ikiye
katlar. Bu iglem 25-30 kez tekrarlandiginda, g¢oZaltilmak istenilen bolge, yaklagik bir
milyon kez gogaltilmig olur®”.

Ayraglar:
1. 10 X PCR Tamponu :

MgCla (M 75ul

KCl (1IM) 1.25ml

Tris-HCl (1M) 0.5ml pH 8,4

Jelatin 5mg

Steril distile su 3.2ml eklenerek 37°C’de ¢oziiliir.
2. 6.0 mM dNTP Kangimi :

dATP 100 mM 60l

dGTP 100 mM 60yl

dCTP 100 mM 60ul

dTTP 100 mM 60ul, alinarak tizerine 760 pl steril su eklenir.
3. % 100°lik dimetil siilfoksit (DMSO) :
4. Taq polimeraz
5, Primerler :

25’er pmol eNOS geni 4. intron 27 bg¢’lik polimorfik bolge amplifikasyonu igin
gerekli primerlere ait baz dizileri agagnda verilmigtir''%2*"2%7,

Primer I : §' AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT - 3'
Primer IT : §' TCT CTT AGT GCT GTG CTC AC - 3'

a. Amplifikasyon Kosullanm : Bir 6rmek amplifikasyonu igin agafida icerigi
agiklanan gekildle PCR kangim hazirlamr ve anbk santriftij sonrasi 6rnek tiipiine bu
kaniggmdan 49l aktarilir. Daha sonra tiipe 0.5 pg DNA Omegi eklenir. Son agamada ise
tiipe 0.1ul (0.5 i) Taq Polimeraz enzimi eklenerek kangtirilip santriftij edildikten sonra
PCR cihazina (thermal cycler) konularak uygun PCR programinda spesifik amplifikasyon
gerceklestirilir.

38



PCR Kangmmi (bir érnek icin) : (total hacim 50 ul )
10 x PCR tamponu : 5 pul

Primer I: 1ul (25 pmol/ul)
Primer IT : Tul (25 pmol/pl)
dNTP’s : 0.5ul (6mM)
DMSO S5ul (% 100)
Safsu 36.5 ul

b. PCR Programi (Perkin Elmer 9600 Thermal Cycler)™"
eNOS geni 4. introndaki 27 bg’lik polimorfik bolge amplifikasyonu igin PCR
programi :

Denatiirasyon
94 °C’da 5 dakika

Déngiiler

94°C’da 1dakika denatiirasyon

56 °C’da 1 dakika yapisma (annealing) 35 dongii
72 °C’da 2 dakika uzama (extension)

72°C’da 5 dakika $On uzama

¢. Amplifikasyon Kontrolii

Agaroz Jel Elektroforezi

Prensip : Elektriksel alanda, % 2’lik NuSieve agaroz-agaroz jel iizerine aplike
edilen DNA’larin anoda dofru go¢ etmesi esasma dayamr. Ornekler DNA belirteci
esliginde yiirtittilerek olugan DNA bantlarinin baz uzunluklarimin saptanmasi saglamr®”’.
Ayraclar ;
1. 10xTBE (Tris Borat EDTA) tampon :

Tris baz 108 g

Borik asit 55g
200 ml 0.1 M EDTA (pH 8.0) i¢inde ¢ozilir ve daha sonra 1000 ml’ye saf su ile
tamamlamr. Kullamilacagi zaman 1:20 sulandirilarak 0.5xTBE tampon hazirlanir.,
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2. %2’lik NuSieve agaroz-agaroz (1:1)jel :

NuSieve agaroz 1g

Agaroz g

10 ml 0.5xTBE  tamponda ¢oziiliir.
3. Etidyum bromiir : 5mg/ml olacak gekilde saf suda hazirlanir.
4, Yikleme Boyas: (loading dye) : 15 g ficoll, 50-100 mg bromfenol mavisi, 10 ml
gliserol ve 90 ml 0.5xXTBE tampon bir erlene konularak manyetik kangtincida 1st
yardimiyla ¢oziiliir. Coziinme igleminden sonra 100 m!’ye 0.5xTBE tamponla tamamlamr.

PCR islemi sonrasi, PCR uriinleri % 2’lik NuSieve agaroz-agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edilir. PCR iirini (5 ul) yikleme boyas:1 (5 ul) ile kangtinlarak , 150 volt
akimda yaklasik 60 dakika yuriitiiliir.
Goriintiileme : Elektroforez islemi sonras1 agaroz jel etidyum bromiir i¢inde yaklagik 30
dakika bekletilir ve su ile yikanarak jelin artik boyalardan temizlenmesi saglamr. UV
transilliiminatdrde kamera ile deney sonucu gorintiilenir ve ¢ekilen fotograflar
degerlendirilerek eNOS genotipleri belirlenir (Sekil 14 ).

PN bc il ___— e N o i
Sekil 14, eNOS geni intron 4 polimorfizmi genotiplerinin jel gériinthisi.

1 : aa kontrol, 2 ; ab kontrol, 3 : bb kontrol, 4 : aa hasta, 5 : ab hasta, 6 : bb hasta
M : Marker ( x174 DNAIHinfT)
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3.3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS paket programu (version 10.0) ile analiz edildi. Caliyma gruplarmn
biyokimyasal parametreleri ortalama + SD verileri ile tanimlandi. KAH (+) ve KAH (-)
olan bireylerin klinik 6zellikleri ve lipid parametreleri arasinda anlamli bir fark olup
olmadifimi belirlemek igin Student t testi kullanildi. Gruplarin kargilagtirimasinda KAH(+)
ve KAH(-) olgular arasindaki genotip dagiimlani X2 ve Fisher’s Exact testi ile belirlendi.
Allelik sikliklar gene-counting yontemi ile saptandi. Belirleyici degigkenler ve eNOS
genotiplerin KAH (+) ve KAH (-) gruplar arasindaki riskini % 95 giiven araliginda
belirlemek i¢in lojistik regresyon modeli kullamid.
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4. BULGULAR

Caliyma grubu kapsamma Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Kardiyoloji poliklinifine bagvuran ve KAH 6n tamst konularak koroner arterleri koroner
anjiografi ile degerlendiren 266 hasta alindi. Koroner anjiografi sonucunda, sol anterior
inen arter, sag veya sirkiimfleks koroner arter ya da bunlarn birincil dallarinin i¢ ¢apinda
% 40 ve Uzeri daralma saptanan 133 birey KAH (+) olan grubu, anjiografik lezyon
saptanamayan 133 birey ise KAH (-) grubu olusturdu.

Caliyma grubunu olugturan tiim bireylerin klinik karakteristikleri ve biyokimyasal
parametrelernin istatistiksel verileri Tablo 7°de g6sterilmigtir.

KAH (-) bireylerin 65’i erkek ve 68’i kadin; KAH (+) bireylerin ise 89’u erkek,
44’ kadindi. Caligma gruplan risk faktorlerine gore degerlendirildiginde erkek cinsiyette
KAH oram kadinlara gére anlaml olarak yiiksek bulundu (p=0.03). KAH (-) bireylerin yas
ortalamas1 51.98 + 9.84, KAH (+) bireylerin ise 52.75 % 10.68 olarak bulundu. Gruplarin
yas ortalamalan dikkate alindifinda gruplar arasinda anlamh bir fark bulunamad:i (p >
0.05). Caliyma grubumuz iginde toplam 109 kisi hipertansif, 38 kigi DM hastasiydi. KAH
(-) bireylerin % 35.3’t ve KAH (+) bireylerin ise % 46.6 ‘st HT hastastydi. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu gruplar arasinda HT agisindan anlamh bir istatistiksel fark
bulunamadi (p > 0.05). KAH (-) bireylerin % 8.3’1i, KAH (+) bireylerin ise % 20.3’ti DM
hastastydi. KAH (+) grupta DM anlamh olarak yiiksek bulundu (p=0.005). Sigara i¢enlerin
toplam sayis1 ise 102 olarak bulundu. Sigara faktéris dikkate alindifinda, sigara igme oram
KAH (+) grupta (% 48.1), KAH (-) gruba (% 28.6) gore anlamh olarak yiiksek bulundu
(p=0.001). Gruplar lipid parametreleri agisindan kargilagtinidiginda. KAH (+) bireylerin
Total-K, LDL-K ve TG ortalamalari, KAH (-) bireylerin ortalamalarina gore istatistiksel
olarak 6nemli oranda yitksek bulundu (p < 0.05). Bunun yamsira HDL-K ortalamalan
degerlendirildiinde gruplar arasinda anlamh bir fark gézlenmedi (p > 0.05).
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Tablo 7. KAH (-) ve KAH (+) olan bireylerin klinik karakteristikleri ve biyokimyasal parametrelerinin

istatistiksel verileri.
KAH (-) KAH (+) P*
n=133 n=133
Erkek / Kadm (n, n) 65/68 89/44 *
Yay (x+SD) [51.98+9.84 52.75 + 10.68 -
Hipertansiyon (n, %) 47 %353 62 %46.6 -
Diabetes mellitus (n, %) 11 %83 27 %203 o
Sigara kullanma (n, %) 38 %28.6 64 %48.1 ook
Total-K (mg/dL) (x+SD) | 196.00+ 9.00 |215.00+40.00 ek
LDL-K (mg/dL) (x£S8D) |119.00£32.00 | 132.00+33.00 ok
HDL-K (mg/dL) (x+SD) |43.00+10.00 43.00 + 8.00 -

TG (mg/dL) (x+SD)

169.00 + 83.00

193.00 £ 111.00

KAH : Koroner arter hastalif1, Total-K : Total kolesterol, HDL-K : Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol,
LDL-K : Diigiik dansiteli lipoprotein kolesterol, TG : Trigliserid
*p - Gruplarda klinik karakteristikler ve biyokimyasal parametrelerin istatistiksel dnemini belirtmektedir.

#p < 0.05, **p < 0.005, **¥p < 0.001

Cahgma grubu kapsamindaki tiim bireylerin 16kosit DNA’lan izole edildi ve eNOS
geni 4. intron 27 bg’lik polimorfizmi PCR ile uygun primerler kullandarak amplifiye
edildi. Tim olgulara ait eNOS geni 4. intron 27 bg¢ VNTR bolgesi allel ve genotipleri

belirlendi ($ekil 15).

Sekil 15, Olgularimizin PCR tirimlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
M : Marker ( x174 DNAIHinfT)
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KAH (-) grupta a allel (393 bg) ve b allel (420 bg) tagiyicihd sirasiyla % 13.9 ve %
86.1; KAH (+) grupta ise sirastyla %21.4 ve %78.6 olarak bulundu (Sekil 16).

Yapilan istatistiksel analizlerde KAH (+)grupta a allel sikh@, KAH (-) gruba
kiyasla istatistiksel olarak daha yilkksek bulundu (p=0.02). Cinsiyetlere gore
degerlendirildifinde erkeklerde grup olarak a allel tagtyiciign agisindan incelendifinde
KAH (-) erkeklere kiyasla KAH (+) erkeklerde a alleli yine anlamli olarak yiiksek
bulunmugtur (p=0.037). Kadinlarda ise anlaml: bir fark gdzlenmedi (p > 0.05).

KAH (-) ve KAH (+) olgularin eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR yéresine ait allel
sikhiklar1 Tablo 8’de sunuldu.

100

9]34
Bﬂu
704
B0+
% 501 eNOS
404 ALLEL
304
204 ; a dllel
104 .
0 oy [ b allel
KAH (-)
Sekil 16, KAH (-) ve KAH (+) gruplarda eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR bolgesi allel
sikhiklarinin dagihim,

Tablo 8. KAH (-) ve KAH (+) bireylerin eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR polimorfik yoresine ait allel
daghimlar.

Toplam Erkek Kadn
Allel KAH() KAH(*) |KAH() KAH(+) |KAH() KAH(+)
a allel %13.9 %21.4* %15.4 %25.3* %12.5 %13.6
b allel %86.1 %78.6 %84.6 %74.7 %87.5 %86.4

KAH : Koroner arter hastalii,

#*p <0.05




Olgularin eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR yoresine ait genotipleri incelendiginde,
KAH (-) bireylerde aa, ab ve bb genotip sikliklart sirastyla % 0.8, % 26.3 ve % 72.9, KAH
(+) bireylerde ise sirastyla % 3.8, % 35.3 ve % 60.9 olarak bulundu (Sekil 17) (Tablo 9).

Olgularin genelinde, cinsiyete bagh olmaksizin bb genotipi daha yiiksek oranda
saptandi. KAH (-) ve KAH (+) bireylerde aa genotipi sirasiyla %0.8, %3.8, bb genotipi ise
sirasiyla % 72.9, % 60.9 bulundu. KAH (-) ve KAH (+) gruplar gerek aa, gerekse bb
genotip tagtyicth@ agisindan  kargilagtinldifinda  istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunamad: (p > 0.05). aa ve ab genotipi tastyan bireylerin toplami, KAH (+) grupta (%
39.1) KAH (-) gruba (% 27.1) kiyasla anlamh oranda yiiksek bulundu (p < 0.05).
Cinsiyet yoniinden incelendifinde erkeklerde KAH (+) grupta, aa ve ab genotip tastyan
bireylerin toplamu (% 44.9), KAH (-) grupla (% 29.2) kiyaslandifinda yine anlamh
derecede yiiksek bulundu (p < 0.05). Kadinlarda aa genotipi tagtyan hi¢bir olgu bulunmad.
Yine kadinlarda ab genotipi ve bb genotipi tagiyanlar arasinda KAH agisindan anlamh bir
fark bulunmad: (p > 0.05). Tablo 9°da KAH (-) ve KAH (+) bireylere ait eNOS geni 4.
intron 27 bg VNTR bolgesine 6zgii genotip dagilimlan gosterildi.

100
904
804
704 ]
o | | enOS
% 504 | | GENOTIP
° || ea
304 genotip
204 e
8 |5
o N N bbb
KAH (+) KAH (- genctp
Sekil 17. KAH (+) ve KAH (-) olgularda ¢eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR bélgesi genotip

stkliklart.
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Tablo 9. KAH (-) ve KAH (+) bireylerin eNOS geni 4. intron 27 b¢ VNTR polimorfik ydresine ait genotip
dagilimlarn.

Toplam Erkek Kadmn
KAH() KAH(+) |KAH() KAH(+) |KAH() KAH(+)
Genotip n, % n, % n, %
aa 1 (%0.8) 5 (%38) [1 (%15 5 (%56) |0 (%0.0) O (%0.0)
ab 35 (%26.3) 47 (%35.3) | 18 (%27.7) 35 (39.3) |17 (%25.0) 12 (%27.3)
bb 97 (%72.9) 81 (%60.9) | 46 (%70.8) 49 (%55.1) [ 51 (%75.0) 32 (%72.7)
aa+ab |36 (%27.1) 52(%39.1)* | 19 (%29.2) 40(%44.9)* | 17 (%25.0) 12 (%27.3)

KAH ; Koroner arter hastalif,

#p<0.05

Lojistik regresyon modelinde KAH gelisiminde rol oynayabilecek degiskenler
analiz edildi ve bu parametrelerin risk katsayillan, %95 giliven araliklari ve istatistiksel

olarak anlamliliklar: belirlendi (Tablo 10).

Tablo 10. KAH geligiminde belirleyici defigkenlerin lojistik regresyon modeli sonuglar.

Belirleyici Standart Goreceli % 95 Giiven
Degiskenler Katsay: Hata G risk (OR) Aralif p degeri
Cinsiyet* 1.015 0217 21.831 (2.760 1.803 — 4.225 0.000
Yas 0.037 0.010 12.420 {1.037 1.016 — 1.059 0.000
Hipertansiyon 0.662 0.205 10.447 (1.938 1.297 - 2.895 0.001
Diabetes mellitus |{1.182 0.295 16.085 (3.262 1.830-5.813 0.000
Sigara** 1.024 0.219 21.888 |2.784 1.813-4.276 |0.000

*Referans defiigkenler, cinsiyet*; kadin, sigara; igmeyen**

Lojistik regresyon analizi sonucunda KAH riskinin, erkek cinsiyette 2.76 kat, her
bir yag artistyla 1.037 kat, HT varlignyla 1.938 kat, DM hastalii olmasiyla 3.262 kat ve
sigara igmeyle 2.784 kat arttif1 ve bu verilerin, KAH igin bagimsiz birer risk faktorleri
olduklan istatistiksel olarak belirlendi (p < 0.05) (Tablo 10).
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S. TARTISMA

KAH, aterojenik lipoproteinlerin koroner arterlerde birikmesi sonucunda olugan
koroner ateroskleroza bagh olarak geligen bir hastalikti’®?’*!. Diinyada en basta gelen
olim nedenlerinden biri olan KAH’mn, Diinya Saghk Orgitiinin hazirladi®i yagamu
kisitlayan Onde gelen nedenler listesinde 2020 yilinda birinci siray1 alacafi tahmin
edilmektedir’®. Yapilan galigmalarda kirk yas sonrast KAH geligme riski erkeklerde % 49,
kadmlarda ise % 32 olarak belirlenmigtir’”. Ulkemizde de KAH’1 olim nedenlerinin
baginda yer almaktadir’.

Aterosklerozun patogenezinden sorumlu tutulan endotel disfonksiyonu olaylarin
baglama, ilerleme ve klinik komplikasyonlarinda onemli rol alir ve bilinen risk
faktorlerinin hemen tamamu (sigara, HI, DM, hiperkolesterolemi, OxLDL-K) endotelde
iglev bozukluguna yol agabilmektedir® 122!,

Kronik hastaliklanin (H7T, tip II diabet vb.) bir g¢ogunda oldugu gibi KAH
etyopatogenezinden de gok sayida genetik ve gevresel faktor sorumiu tutulmaktadir®>*,
Son 50 yidan bu yana yapilan epidemiyolojik galigmalarda ise ateroskleroz geligimiyle
iligkili pek ok gevresel ve genetik risk faktorii tizerinde durulmaktadir'>'S,

Bizde bu galiymamizda; Cukurova Bolgesi'nde, KAH olusumunda rolii oldugu
diiginiilen risk faktorlerinden yag, HT, DM, sigara, TK, LDL-K, HDL-K ve TG gibi baza
risk faktorlerinin ve yine KAH olugumunda énemli roli oldugu diigiiniilen genetik risk
faktorlerinden eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR polimorfizminin bizim toplumumuzda
KAH olusumu iizerine etkisini aragtirdik.

Caligma kapsamina alinan kontrol ve hasta gruplanm koroner anjiografik
degerlendirme sonuglarina gore belirledik. Koroner anjiografisinde plak ve/veya darhk
belirlenen 133 birey KAH (+) olan grubu, plak ve/veya darlik saptanamayan 133 birey ise
KAH (-) (kontrol) grubumuzu olusturdu. HT, DM, sigara yoniinden segici davranmiimad.

Gruplarin klinik karakteristikleri ve biyokimyasal parametrelerinin verildigi Tablo
7’de de gozlenildigi gibi KAH (+) olan grupta erkek cinsiyet, DM, sigara, TK, LDL-K ve
TG yiiksekligi, KAH (-) gruba gore anlamh olarak yiiksek bulundu
(p <0.05, p < 0.005, p <0.001, p < 0.001, p < 0.001 ve p < 0.05).
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Yas, HT, HDL-K agisindan ise KAH (-) ve KAH (+) gruplar arasinda anlamh bir
fark bulunamadi (p > 0.05) (Tablo 7).

Caligmamizda gruplar olusturulurken cinsiyetler ve yag dagilimlan arasinda anlamh
bir farklihk olmamasina olabildigince 6zen gosterildi. KAH (-) grupta kadin (n:65) ve
erkek (n:68) olgu sayis1 arasinda anlaml bir fark yoktu (p > 0.05). Buna karsin KAH (+)
grupta kadin-erkek sayis1 dengelenemedi, erkek (n:89) ve kadin (n:44) olgu sayist
arasinda anlamh fark vardi (p < 0.05) (Tablo 7). KAH (-) ve KAH (+) gruplarn yag
ortalamalan arasinda anlaml bir fark yoktu (sirasiyla 51.98 + 9.84, 52.75 + 10.68)

(p > 0.05).

Yay artist, KAH igin giiglii bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Cinsiyet ve
etnik farkhliklardan bagimsiz olarak yas artigiyla birlikte KAH mortalitesi de artis
gostermektedir*!. Ayrica bazi KAH risk faktorleri de yaga bagh olarak degigim gosterir.
Ornegin homosistein artis1 ve HT yagin artmasiyla birlikte daha sik gozlenen risk
faktorleridir®®. KAH yag ilerlemesine bagh olarak artan kronik bir hastalik oldugu igin 33
yag alt1 ve 70 yag Uistli kigileri galigma kapsamina alinmadi ve bunun digindaki her yas
grubundan 6rnek alinmasina 6zen gosterildi.

KAH’ min erkeklerde kadinlara kiyasla 10-15 yil 6nce bagladign bilinmektedir.
Bunun nedeni kadinlarda menapoza degin salglanan endojen ostrojen hormonudur.
Amerika Birlegik Devletleri'nde yapilan aragtirmalarda, 60 yagina degin her 17 kadindan
sadece birinde KAH ortaya gikarken, erkeklerde bu saymin daha yiiksek oldugu ve her 5
erkekten birinde KAH geligtifi, altmig yas sonrasinda ise bu saymm esitlendigi
saptanmugtr*??2, Bilindigi gibi ostrojen, KAH iin nemli risk faktorleri olan TK, LDL-K,
TG, Lp(a) ve homosistein diizeylerini dugiirerek koruyucu etki géstermektedir. Aynca
ostrojenler LDL reseptorlerinin giighii diizenleyicileridir. Menapozla birlikte ostrojenlerin
azalmasiyla LDL reseptOr aktivitesi azalir ve LDL diizeyleri yiikselmeye baglar. HDL’de
ise artiy durur ve diigiiy baglar®®??. Postmenapozal dénemde ise bu etkiler ortadan kalktif
icin kadinlarda tim lipid parametreleri artmaktadir. Kadnlarda premenapozal seyrek
goriilen KAH insidans1 ilerleyen yag ve endojen dstrojen seviyelerinde diists ile birlikte 55
yas sonrasinda dramatik olarak artar®®***. KAH (+) olgu grubumuzda kadin / erkek
sayisinin esitlenememesinin ve KAH (+) kadin olgu sayisimn erkeklere kiyasla digiik
olmasiin baglica nedeni olabilir.
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Bolgemizde daha énce yapilan bir galigmada KAH (+) olgularda HT anlamh olarak
yiiksek bulunurken bizim olgulanmizda KAH (+) bireylerde HT agisindan aniamh bir fark
bulunamadi ( p > 0.05)"!!.

Caliyma grubumuzda HT agisindan anlamh fark gozlenmemesi KAH (-) grupta da
yag, obezite, DM, kolesterol yiikseklifi ve sigara gibi HT agisindan risk olugturan
faktorlerin kigilerde mevcut olmasiyla agiklanabilir. Toplumumuzda HT yaygin olarak
gbzlenmektedir. Mahley ve ark. tarafindan Tirklerde yapilan ¢ahsmada kadinlarin
ortalama %26’s1 ve erkeklerin %17’sinde sistolik basincimin 140 mmHg ve diyastolik
basincin 90 mm Hg’nin iizerinde oldugu bulunmugtur®,

Diabetes Mellitus, Amerikan Kalp Birlifi tarafindan kardiyovaskiiler bir hastalik
olarak tammlanmaktadir. DM, KAH i¢in giicki ve bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul
edilir ve KAH nedeniyle olugan Olimlerin %75-80’inden sorumlu tutulmaktadir
Erkeklerde KAH riskini iki kat arttirirken, kadinlarda bu artis dort kata kadar
Qlkmaktadlr68’226.

Hasta ve kontrol gruplanmiz DM agisindan kargilagtinldiginda DM’li olgu oram
KAH (+) grupta literatiir verileriyle uyumlu bir gekilde anlamh olarak yiiksek bulundu (p <
0.005). Bu veriler bolgemizde daha once yapilmug olan ¢alismayla da uyumluydu'!’.

Caliymamizda sigara igenlerin sayist da KAH (+) grupta, KAH (-) gruba gore
anlamh olarak yliksek bulundu (p < 0.001). Sonuglanin bélgemizde daha énce yapilmig
olan galigmalarla uyumlu oldugu gozlendi'''”**, Mahley ve ark.’min yapti galismada
sigaramin Turk’lerde KAH igin en yaygmn risk faktorii oldugu ( kadinlarlarda % 30-40,
erkeklerde ise % 50-70 ) bulunmugtur®®.

Sigara, ateroskleroz igin tammlanan majér risk faktorleri arasindadir ve KAH
riskini iki-dort kat arttirdis ve kardiyovaskiiler hastalifa bagh olan tim &liimlerin
%50’sinden sorumlu oldugu dusiinilmektedir’*"??®. Sigara ayrica diger risk faktorlerini
sinerjik olarak etkileyerek KAH riskini arttirmaktadir®?%,

Yiiksek serum TK ve LDL-K ile dugiik serum HDL-K diizeyleri KAH igin
bagimsiz risk faktorleridir®®’. Caligma gruplanmuz lipid parametreleri agisindan
irdelendiginde, TK duzeyleri KAH (+) grupta (215.00 + 40.00) literatiir bilgileri ve
bolgemizde daha 6nce yapilan galigmayla uyumlu olarak KAH (-) gruba (196.00 = 9.00)
kyasla anlaml olarak yiiksek bulundu (p < 0.001)%11!,
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Bolgemizde TK diizeylerinin diger bolgelere kiyasla yiiksek oldugu Mahley ve ark.
‘in  Tirkiye’de 6 degigik bolgede 9000 erkek ve kadinda yaptifi ¢aligmada ortaya
konulmustur. Bu ¢ahigmada diger bolgelerle karglagtinldifinda Istanbul ve Adana’ da
ortalama plazma TK diizeylerinin (erkeklerde 184mg/dl, kadinlarda 190mg/dl) yiiksek
oldugu, ancak Tiirk’lerde TK diizeylerinin dier popiilasyonlarla kiyaslandiginda ¢ok fazla
yiiksek olmadig belirlenmigtir®’,

Serum kolesterol diizeyleri ile KAH arasinda giighii baglant1 oldufu ve damar
duvarinda hastalifin baglamasi ve ilerlemesi igin serum kolesteroliiniin belli bir diizeyde
olmasi gerektigi bilinmektedir. TK dizeyleri 150mg/dL (4 mmol/L) veya altinda olan
toplumlarda bagka bir risk faktérii mevcut olsa bile aterosklerotik olaylar seyrek
gozlenir'>*?? NCEP ATP IIl’e gore TK’iin ideal olarak 200mg/dI’nin altinda olmasi
istenmekte ve 240mg/dl ve tizeri yitksek risk olarak kabul edilmektedir®.

NCEP ATP II simflamasina gore LDL-K diizeylerinin < 100mg/dl olmas:
idealdir®. Caliymamizda LDL-K ortalamalari KAH (+) grupta (132.00 + 33.00) KAH (-)
gruba (119.00 = 32.00) kiyasla oldukga yiiksek bulundu (p < 0.001). KAH (+) grupta
gozlenen anlamlt LDL-K yiiksekligi literatiirle uyumlu bulundu®®''!. Ayrica Bersot ve ark.
tarafindan Tirklerde yapilan Tiirk Kalp Caliymasinda saptanan ortalama LDL-K diizeyleri
(119mg/dl) bizim kontrol grubunda saptadifimiz ortalama LDL-K diizeyleriyle uyumlu
bulundu®?.

Cahymamizda HDL-K ortalamalan agsindan gruplar arasinda anlamh bir fark
bulunamadi (p > 0.05). Ancak daha once bolgemizde yapilan bir caligmada ise
verilerimizden farkh olarak KAH (+) grup ile KAH (-) grup kiyaslandifinda ortalama
HDL-K diizeylerinin KAH (+) grupta anlamh olarak diigitk oldugu gozlenmigtir*'!.

Cesitli popiilasyonlan kapsayan epidemiyolojik c¢aligmalardan elde edilmis gok
sayida veri, kan kolesteroliiniin 1/4’tinii tagtyan plazma HDL-K diizeyleri ile KAH gelisme
riski arasinda giiglii bir ters iliskinin varlifim gostermektedir®***°. HDL’ nin bu koruyucu
etkisinin periferden kolesterolii karacigere tagimasi ve boylece plaklardan agin kolesterolii
uzaklagtirarak, plagin bilytimesini yavaglatmas yoluyla gergeklestigi diisiintilmektedir®>*”.

Yiiksek plazma HDL-K’ii (> 60mg/dl) negatif risk faktorii olup KAH ve AMI'iine
karst koruyucu etki yapar. Digik HDL-K ise (<40mg/dL) énemli bir pozitif risk
faktoradur® 5>, KAH olan kisilerde yapilan caligmalarda, HDL-K digkliginin
(<40mg/dl) KAH igin en yaygmn lipid risk faktorii oldugu tespit edilmigtir®™®.
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Bersot ve ark. tarafindan Tiirk popiilasyonunda, 20 yas lizerindeki 9837 yetigkinde
yapilan ¢ahsmada erkeklerin %75%i, kadmnlann ise %50’sinde HDL-K diizeylerinin
40mg/dl’nin altinda oldufu ve ortalama HDL-K diizeylerinin erkeklerde 36mg/dl ve
kadinlarda ise 42mg/dl oldugu saptanmigtir®.

Bersot ve ark. Tiirkleri digitk TK ve LDL-K yamsira ¢ok diigiik HDL-K’{ine sahip
ve yaygin KAH bulunan bir popiilasyon olarak karakterize etmiglerdir™’.

ideal olarak TG diizeylerinin 150mg/dI’nin altinda olmas1 istenir®. Mahley ve ark.
tarafindan Tirk popiilasyonunda yapilan ¢alimada erkeklerde gozlenen TG diizeyleri
Amerikali ve Alman erkekler ve Almanya da yasayan Tiirk erkeklerle uyumlu (120-
150mg/dl), Tiirk kadinlaninda ise diger popiilasyonlara kiyasla diigiik (90-110mg/dl)
oldugu bulunmugtur®?**!,

Hipertrigliseridemili kadin ve erkekde KAH i¢in anlagilmas: zor olan bir bagimsiz
risk faktoriidir. Diger lipidler ile TG’ler arasindaki giiglii etkilegimlerin olmasi, bireyler
arast ve birey i¢i biyolojik degigkenliklerin yiiksek olmasi ve metodolojik zorluklar
nedeniyle TG diizeyleri deZerlendirmeyi giiglestirir. TG yiiksekligi, diigikk HDL diizeyleri
ile birlikte oldugunda KAH riski daha da ¢ok artmaktadir. TG yiiksekligi ve KAH riski
arasindaki iliski kadmlarda erkeklere kiyasla daha fazladir®®>™,

Caliymamuizda TG ortalamalan KAH (+) grupta (193.00 + 111.00) KAH (-) gruba
(169.00 + 83.00) oranla yitksek bulunmugtur (p < 0.05). Bu bulgulann da literatiir
verileriyle uyumlu oldugu gozlenmigtir®?,

Yapilan ¢ahsmalar insanlarda ateroskleroza yatkinliin gen mutasyonlarimin
kombinasyonu ve bunlann ¢evresel faktorlerle etkilegimleri sonucu oldugunu
gostermektedir®®®. Bireyin, proaterojen faktorlere ve damar duvarmin aterojen uyarya
yamtim daha gok genetik yapist belirlemektedir. Bunun yamsira g¢evresel faktorler de
hastaligin ilerleme hizim (plak olugumu) belirgin gekilde etkilemektedir'!.

KAH’ mn bir ailede birden fazla kigide ortaya ¢ikmasi ve semptomlarin erken yasta
gortilmesi KAH geligiminde genetik faktdrlerin etkisini agik bir gekilde ortaya
koymaktadr™'", Baz ailelerde bireylerinin bir ¢ogunda kolesterol dizeyleri gok
yiksektir,. Bu durum erken yagta KAH gelisimine neden olmaktadir. Ailesel
hiperkolesterolemiyle ilgili yapilan g¢aligmalarda bu olgularda LDL-R mutasyonlarina ¢ok
stk rastlanmugtir. Ailesel hiperkolesterolemi otozomal dominant kalitim gosteren bir
hastalrktir'*%,
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Giniimiizde KAH olusumunda 6énemli rol oynadifi diiglinillen ¢ok sayida gen
tizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir. Baglica galigilan genler; ACE, LPL, LDL-R, Apo B,
Apo E ve NOS genleridir®#%354107.111,114

Bir ¢ok kardiyovaskiiler sistem hastalifinin (Ateroskleroz, Anjina pektoris, HI,
Pulmoner HT) etyopatogenezinden yetersiz NO salmmi sorumlu tutulmaktadir'>*13*1%%,
Bu verilerden yola ¢ikilarak NO miktarinda azalmaya yol agan NOS enzimi gen
polimorfizmlerinin KAH etyopatogenezinde rol oynayacafi kamsma varlmig ve g¢ok
sayida alisma yapilmugtir'®'%%,
eNOS geninde saptanan basglica polimorfizmier;

e 4. intron 27 bg VNTR polimorfizmi'¢2°120%203
7. ekzon Glu298Asp polimorfizmi?®! 14204205
11. intron (-30 A —G) polimorfizmidir'®
13. intron ardigik gok sayida tekrar polimorfizmi*”’

18. intronda biallelik polimorfizmi®®’

23. intron (10 G —T) polimorfizmi*”’

eNOS geni “5° flanking” bolge -786 T —C, -922 A —G ve -1468 T —A nokta
polimorfizmleridir?®186-206203

Bu polimorfizmler arasinda KAH agisindan en ¢ok incelenenler eNOS 4. intron 27
bg VNTR polimorfizmi ve 7. ekzon Glu298Asp polimorfizmleridir'™!®1%28200201,202,204.205

Yapilan galigmalar sonucunda plazma NO ve stabil son iiriinleri olan nitrit ve nitrat
diizeylerinin bazi eNOS gen polimorfizmleriyle (intron 4 VNTR ve 7 ekzon Glu298Asp)
iligkili oldugu rapor edilmigtir**2%7,

eNOS geni 4. intron 27 b¢ VNTR polimorfik bolgesi dort tekrar igeren a (393 bg)
114,208

ve beg tekrar igeren b (420 bg) allelerinden olugur

Wang ve ark. tarafindan Beyaz wkta ve saglikh kisilerde yapilan bir ¢aligmada,
eNOS geni 4. intron 27 bg¢ polimorfizminin plazma NO diizeylerini %25 oramnda
etkiledigi ve plazma nitrit ve nitrat diizeylerinin ise homozigot aa genotipine sahip
kigilerde artig gosterdii bildirilmigtir®,

Biz de gahgmamizda bu verilerden yola gikarak, KAH olusumunda rolii oldugu
digiintilen genetik risk faktorlerinden eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR polimorfizminin
KAH olugumu {izerine etkisini aragtirdik.

52



Bu amagla olgularimzin tiimiiniin eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR yoresine ait
allelik yap1 ve genotiplerini belirledik (Tablo 8, 9).

Caligmamizda a allel siklifi KAH (-) olan grupta % 13.9, KAH (+) olan grupta ise
% 21.4 olarak bulundu. Bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (p=0.02).
Cinsiyetler dikkate alindifinda, erkeklerde a allel tagiyicilif1 hasta grubunda anlamh olarak
yiiksek bulunurken (p=0.037), kadinlarda anlamh bir fark g6zlenmedi (p> 0.05) (Tablo 8).

Japonyada AMI'li olgularda yapilan bir galiymada da bizim sonuglanmizla uyumlu
olarak gerek toplamda (p=000.7) gerekse cinsiyetler goz Oniine alindifinda erkeklerde a
allel sikhi@1 kontrol grubuna goére anlamh olarak yiiksek bulunmug (p=0.016), kadinlarda
ise gruplar arasinda anlamh fark bulunmamugtir (p > 0.05)"7.

Kontrol grubumuzda (n:133) saptanan eNOS 4. intron 27 bg allelik dagiimlan
difer ¢aliyjma gruplanmn verileriyle kargilagtinldifinda olgularimzda goézlenen a allel
siklif1 (% 13.9), daha once Tiirk popiilasyonunda Demirel ve ark. tarafindan yapilmg olan
¢aliymamn kontrol grubunda (n:65) gozlenen a allel sikhifindan (%6) olduk¢a yiiksek
bulunmugtur®®. Bu farklihfin nedeni Demirel ve ark. tarafindan yapilan galismanm
Turkiye’nin farkll bir bolgesinde yapilmig olmasi ve kontrol érneklerinin sayisinin (n:65)
bizim kontrol grubumuza kiyasla daha az olmasiyla iligkili olabilecegi kamisina varilmgtir.

Avustralya popiilasyonunda Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada 153 saghkh
kisiden olugan kontrol grubunun (n:153) a allel sikhi1 (%17) bizim kontrol grubumuzdaki
orandan yiksek bulunurken, Ichihara ve ark. tararafindan Japon popiilasyonunda yapilan
caligmada kontrol grubunda (n:550) a allel sikhf %10 bulunmug ve bizim kontrol
grubumuzdan disiik oldugu gozlenmistir®®"!”. Ancak Fatini ve ark. tarafindan italyan
toplumunda yapilan bir galiymada ise 544 kisiden olugan kontrol grubunda bulunan a allel
siklis (%15) bizim kontrol grubumuzda gézledigimiz a allel siklikligryla uyumlu oldugu
gozlenmigti’®. Bu benzerlk Akdeniz bolgesi insanlarmn  genetik ve yagamsal
Ozelliliklerinin yakinhiyla iligkilendirilebilir.

KAH (+) grupta gozlenen allelik dagiimlar diger galiyma gruplarinin verileriyle
kargilagtimildiginda a allel sikhifimiz (% 21.4), daha once Tirklerde, iskemik KAH'h (n:29)
olgularda saptanan a allel siklifina (%5) kiyasla oldukga yiiksek oldugu bulunmustur®®,
Bu farkhlifinda yine diger ¢aliymada hasta grubunda 6rnek sayisimn (n:29) daha az
olmasindan ve yoresel farkliliklardan kaynaklandi®t  duginildi.  Avustralya
popiilasyonunda 549 KAH (+) hastada ve Japon popiilasyonunda 455 AMI'lii hastada
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yapian caligmalarda allel sikiklan aym (%14) bulunmugtur®'’. Bu veriler bizim
saptadifimiz a allel sikkhindan diisik bulunmugtur. Ancak yine Italyantarda 304 karotid
aterosklerozlu hastada yapilan ¢ahymada gézlenen a allel sikhi@ (%22) bizim KAH (+)
grubumuzun a allel sikliiyla uyumlu bulunmugtur™®. Bu verilerin yakinlig yine her iki
popiilasyon grubu arasindaki cografik ve genetik benzerliklere baglanmgtir.

Kontrol grubumuzda gozlenen b allel sikliga (% 86.1) diger popiilasyonlarda
gozlenen dagihimlarla uyumiu bulunmugtur' ™!,

Kontrol ve hasta grubumuzun b allel sikliklan (sirasiyla % 86.1 ve % 78.6),
cinsiyet faktorii goz ontine alinarak ve alinmadan kargilagtinldiginda daha 6nce yapilmig
¢aligmalarla benzer olarak allel sikliklan arasinda anlamh bir fark gozlenmistir
(p> 0.05) 114208,

Olgularimizin eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR bélgesine 6zgii genotip dagilimlan
incelendifinde KAH (-) ve KAH (+) bireylerde cinsiyete bagh olmaksizin aa genotip
sikliklan sirastyla % 0.8 ve % 3.8 olarak bulunmustur (Tablo 9). Gruplar aa genotip
dagilim: agisindan kargilagtinldifinda anlamb bir fark gozlenmemigtir (p > 0.05).

Cahigmamzda aa genotip dagiimlann cinsiyet faktorii dikkate alinarak
degerlendirildiginde ise erkeklerde, KAH (-) ve KAH (+) gruplarda aa genotip sikliklar
strastyla %1.5 ve %5.6 olarak bulunmustur. Kadinlarda ise aa genotipli bireye ne kontrol
ne de hasta grubunda rastlanmamigtir (sirasiyla %0, %0). Ancak toplamda ve cinsiyetler
géz oOniine almarak incelendifinde de gruplar arasinda aa genotipi agisindan anlamh bir
fark bulunamamustir (p > 0.05).

eNOS 4. intron 27 bg VNTR yoresinde aa genotipi nadir olarak gozlenir ve etnik
olarak farkh popiilasyonlarda dagihim %1-%10.6 arasinda bulunmustur”*, KAH ve aa
genotipi arasinda iligki oldugu ilk olarak Wang ve ark. tarafindan Avusturalya da yapilan
bir gahgmada gosterilmisti’™®'. Ancak daha sonra Japonya ve Avrupa’da yapilan
galigmalarda bizim verilerimizle uyumlu olarak KAH ve aa genotipi arasinda iligki
bulunamamustir. Ancak AMI ve aa genotipi arasinda iligki oldugu gosterilmigtir*”'14201235

Olgularimizda saptadifimz aa genotip sikliklann Wang ve ark’mmn 702 olguyu
kapsayan caligmalarinda KAH (-) ve KAH (+) olgularda gozledikleri (%0.7 ve %3.3)
oranlarla uyumlu oldufu gozlenmisti”®. Yine Demirel ve ark. tarafindan Tirklerde
yapilan galigmada olgularin higbirinde (kontrol ve hasta) aa genotipli bireye rastlanmamust:
(%0)*®. Japon populasyonunda aa genotip sikhiklar, kontrol gurubunda bize benzer
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sekilde %1, AMI’h hastalarda ise %2 olarak bulunmustur'’. Tayvanlilarda yapilan
caligmada ise kontrol grubunda aa genotipi hi¢ gozlenmemis, KAH (+) grupta ise % 0.6
olarak bulunmugtur®.

Caligmamizda KAH (-) ve KAH (+) bireylerde bb genotipi sirasiyla % 72.9 ve %
60.9 olarak bulundu. Kontrol grubu ve KAH (+) grup bb genotip tagtyicilifi agisindan
kargilagtinildifinda anlamh bir fark bulunamadi (p> 0.05). Literatiirde bulunan kontrol ve
hasta gruplarina ait bb genotip sikliklar1 sirasiyla; Demirel ve ark %88, %90, Wang ve ark.
%66.7, %74.6, Ichiara ve ark. %81, %75, ve Hwang ve ark. %80, %77.9 olarak rapor
etmigtir. Hasta grubu verilerimiz bu gahgmalarla kargilagtinldifinda, KAH (+) grupta bb
genotip siklig1 diger caligmalara gore daha diigitk bulunmugtur 223

bb genotip sikliklan cinsiyetler agisindan incelendifinde Japon popiilasyonunda
yapilan caligmayla da uyumlu olarak bb genotip dafihm agisindan anlamh bir fark
bulunmanmgtir’”.

Caligmamizda KAH (-) ve KAH (+) gruplarda ab genotip sikliklar sirasiyla % 26.3
ve % 35.3 olarak bulunmugtur. KAH (-) ve KAH (+) gruplar ab genotip sikhig agisindan
kargilagtinldifinda onceki galigmalarla uyumlu olarak anlamh bir iligki bulunamamgtir
(p>0.05)!7114201.208.233,234236

Literatiirde bulunan kontrol ve hasta gruplanna ait ab genotip sikliklan sirasiyla;
Demirel ve ark. %12, %10, Wang ve ark. %32.7, %22.1, Ichiara ve ark. %18, %23,
Hwang ve ark. %20, %21.5 geklinde rapor etmiglerdir. Verilerimizle kargilagtinildiginda
bizim ab genotip sikliklarimz hem KAH (-) ve hem de KAH (+) grupta literatiir verilerine
gore daha yiiksek bulunmusgtur.

Caliymamizda ab genotipi siklifi erkeklerde KAH (-) grupta %27.7 ve KAH (+)
grupta ise %39.3 olarak, kadinlarda ise yine sirasiyla %25.0 ve %27.3 bulunmustur.
Cinsiyet faktorii dikkate alindifinda, Japon popilasyonunda yapilan ¢aligmayla uyumlu
olarak ab genotip daZilim agisindan anlaml bir fark bulunmamgtir'”.

KAH (-) ve KAH (+) olgularda a alleli tagtyan genotiplerin ( aa ve ab) toplamu
KAH (+) grupta % 39.1 ve ¥ KAH (-) grupta % 27.1 olarak bulunmustur. Istatistiksel
olarak degerlendirildiinde aa + ab genotiplerinin toplaminin KAH (+) grupta anlamh
olarak yiiksek oldufu gozlenmistir (p < 0.05). Cinsiyetler dikkate alnarak yapilan
degerlendirmede ise aa + ab genotipi tasiyan bireylerin toplamu KAH (+) grupta % 44.9
KAH (-) grupta % 29.2 bulunmus, her iki grup kargilagtinldifinda yine anlamli derecede

55



yitksek oldugu gdzlenmigtir (p < 0.05). Kadinlarda ise aa ve ab genotipi tastyan bireylerin
KAH (-) (%25) ve KAH (+) gruplarda (%27.3) farkli olmadifii gézlenmigtir (p > 0.05).

Ichihara ve ark. da AMI ile eNOS geni 4. intron polimorfizmi iligkisini irdeledikleri
caliymalaninda AMI'lii grupta aa ve ab genotipi tagiyan bireylerin toplamum kontrol
grubuna gore hem toplam popiilasyonda (p=0.007) hem de erkeklerde (p=0.016) anlamh
derecede yiiksek bulmuglar ve bizim galigmamzla uyumlu oldugu goézlenmigtir. Kadinlan
dikkate aldiklaninda ise yine bizim verilerimizle uyumlu olarak anlamh fark
bulamanuglardir (p > 0.05)"".

Kunnas ve ark. ani kardiyak 6lim sonrasi 700 Kafkas kokenli Finli’de otopsi
verilerine dayanarak yaptiklari c¢aligmada aterosklerotik lezyon alanlarinin ve koroner
stenoz ylizdelerinin eNOS geni 4. intron 27 bg VNTR polimorfizmi ile iligkisini
¢aliymamizda oldugu gibi kontrol ve hasta gruplarinda, a allel tagtyan (aa + ab) bireylerin
toplamum karsilagtirmuglar, ¢aligmalarnt sonucunda bizim verilerimizden farkli olarak KAH
yayginhfi ve koroner stenoz yiizdeleri ile eNOS geni 4. intron polimorfizmi a allel
tagtyicih@y arasinda anlamhi bir iligki bulamamglar, aksine eNOS geni 4. intron VNTR
polimorfizmi a allel tagiyiciifiin AMI igin koruyucu olabilecegini rapor etmiglerdir
(p=0.004)**,

Caligmamiz sonucunda KAH’nin bilinen risk faktdrlerinin Yas, HT ve HDL-K
diginda hemen timiiniin bizim KAH (+) olgulanmz i¢ginde gegerli oldugunu saptadik. Yine
caligmamizda saptadifimiz genetik veriler sonucunda Cukurova Bolgesi'nde eNOS geni 4.
intron 27 bg VNTR polimorfizminin KAH geligimi ile iligkili oldugunu gdzlemledik. Elde
ettifimiz sonuglar literatiirde aym veya farkh grup hastalarda yapilms mevcut baz
galigmalarla uyumlu'"?°% ve bazilariyla ise uyumsuz bulundy?*8234235:236

Degisik popiilasyonlarda yapilan genetik galigmalarda farkli sonuglar bulunmasimin
nedeni sadece farkh btyikliikte popiilasyon segimiyle iligkili olmayp bu farkli sonuglar
ornek toplanmasinda farkli segim kriterlerinin kabul edilmis olmasi, 6zellikle de hastalik
tipi, hastahgin derecesi, yas, irk, cografik farkliliklar ve birlikte bulunan gevresel faktorler
gibi etkenler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Zit sonuglarin popiilasyonlardaki genetik
heterojeniteden kaynaklandiim diigiindiirmiigtiir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Cahgma sonuclanimza gére eNOS geni 4. intron a allel tagsiyicihifimn KAH
agisindan genetik bir marker olabilece§i ve bu molekiiler varyantin KAH igin yeni bir risk
faktorii olarak kabul edilebilecedi kamsina varlmgtir.

Bu veriler KAH patogenezinde gevresel faktorler yam sira genetik risk faktorlerinin
Onemini bir kez daha vurgulamaktadir.

KAH agsindan yiiksek riskli bireylerin 6nceden saptanmasinda genetik risk
faktorlerinin de difer risk faktorleriyle birlikte degerlendirilmesi ve gen-gen etkilesimleri
lizerinde durulmasi onerilmektedir.
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