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KISALTMALAR

ABTS: 2°,2°-Azino-di-(3-ethylbenzthiazoline sulphonate)
ADP: Adenozin difosfat

Apo B100: Apolipoprotein B-100

c¢GMP: Siklik guanozin monofosfat

CO: Karbon monoksit

DM: Diabetes mellitus

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DTPA: Dietilentriamin pentaasetik asid
EDREF: Endotel kaynakl gevseme faktorii
EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit
eNOS: Endoteliyal nitrik oksit sentaz
ETZ: Elektron transport zinciri

FAD: Flavin adenin diniikleotid

FMN: Flavin adenin mononiikleotid
GM-CSF: Graniilosit-makrofaj koloni uyarict faktor
GSH: Rediikte glutatyon

GST: Glutatyon - S — transferaz

HDL: Yiiksek dansiteli lipoprotein

H,0,: Hidrojen peroksit

iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
KAH: Koroner arter hastaligi

LDL: Diisiik dansiteli lipoprotein
M-CSF: Makrofaj koloni uyarici faktor
MCP-1: Monosit kemoatraktant protein-1
MDA: Malondialdehit

MM-LDL: Minimal modifiye LDL
NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

nNOS: Noéronal nitrik oksit sentaz

OH™ : Hidroksil radikali

O, : Siiperoksit radikali

ONOQO' : Peroksinitrit



Ox-LDL: Okside LDL

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
PUFA: Coklu doymamais yag asitleri
RNA: Riboniikleik asit

SOD: Siiperoksit dismutaz

SOR: Serbest oksijen radikali

TAA: Total antioksidan aktivite

TG: Trigliserid

VLDL: Cok diisiik dansiteli lipoprotein
VNTR: Variable number of tandem repeats (Degisken sayida ardisik tekrarlar)
XO: Ksantin oksidaz



1. GIRIS

Gelismis bat1 iilkelerinde Oliimlerin en basta gelen sebebi kardiovaskiiler
hastaliklardir. Bu yiizden ¢ok sayida aragtirmaya konu olmakta ve giin gegtik¢e bu konuda
yeni gelismeler saglanmaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin temelinde yatan asil olay ateroskleroz olup
etyopatogenezinde ¢ok sayida genetik ve gevresel faktorler rol oynamaktadir. Ozellikle
serbest radikaller ve bunlarin etkisi sonucu olusan okside LDL (Ox-LDL) kopiik hiicre
olusumunun ve aterosklerozun basta gelen sebebi olarak kabul edilmektedir.

Antioksidanlar, serbest radikal etkisine karsi korunma saglarlar. Bu noktada beslenme
ile disaridan alinan antioksidan vitaminler biiyiik 6neme sahiptirler. Bundan dolay1 her bolge
icin antioksidan aktivite Ol¢limii hastaliktan korunmada ve destek tedavisi almada yol
gosterici olmaktadir.

Ote yandan, son yillarda kesfedilen nitrik oksidin (NO) de kardiyovaskiiler sistem ve
ozellikle damar tonusu {lizerinde cok etkili oldugu anlasilmistir. Bu o6zelligi ile NO
metabolizmas1 ile ilgili ¢ok yogun c¢aligmalar yapilmaktadir. Bunlardan, NO sentezini
saglayan endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin genetik polimorfizminin koroner
arter hastalig1 ile iliskili olduguna dair bulgular elde edilmistir. Ornegin, eNOS geninin 4a
alleli i¢in homozigot olan hastalarda bu allelin koroner arter hastaligi (KAH) ve Ml ile iliskili
oldugu belirlenmistir. eNOS geni 4a allelinin diisiik NO seviyeleri ile iligkili oldugu ve 4a
allelli i¢in homozigot olan bireylerde NO metabolitlerinin 4b/b genotipli bireylerinkinden
%20 daha diisiik oldugu gosterilmistir. Boylece, eNOS geni 4a alleli NO diizeyini etkilemek
suretiyle KAH patogenezinde rol almaktadir. Japon bireylerde 4a allelinin artmis kan basinct
ile iligkili oldugu da bildirilmistir.

Genetik polimorfizm toplumlar arasi1 varyasyon gosterdiginden her toplum igin ayri
ayri arasgtirilmasi gerekmektedir.

Biz bu ¢aligmamizda bolgemiz koroner arter hastalari ve saglikli kontrollerde total
antioksidan aktivite (TAA), Ox-LDL ve NO seviyesi ile eNOS geni intron 4 ve intron 23’deki

polimorfik yapilarin sikligini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KORONER ARTER HASTALIGI

Kardiovaskiiler hastaliklar; koroner kalp hastaligi, inme ve periferik damar
hastaliklarin1 da igine alan farkli hastalik gruplarimi kapsar. Fakat biitlin bu hastaliklarin
tiimiiniin altinda yatan patoloji aterosklerozdur. Aterosklerozun fizyopatolojisi oldukga
komplekstir, kan damarlarinin subendotelyal araliginda, arter duvarmin tim yapisal
elemanlari, trombosit, 16kosit ve 6zelikle monosit, makrofaj gibi ¢esitli inflamatuar hiicreler
ile lipid ve lipoproteinlerin birikimini i¢ceren kronik, inflamatuar bir hastaliktir (1,2).

Bu siirecde merkezi rol oynayan vaskiiler endotel, arteriyel duvar ve kan dolagimi
arasinda dinamik bir gecis bdlgesidir. Damar duvarindaki degisiklikler yasam boyunca
olusurken, ateroskleroz yaslanmadan farkl bir patolojik bir stirectir (1).

Aterosklerozun oncii lezyonlari; yag izleri (fatty streak) ve fibroz plaktir. Yag izleri,
aterosklerozun en erken goriilen bulgusudur. Ug yasmn altindaki ¢ocuklarda da
gozlenmektedir. Bat1 tipi diyetle beslenen ¢ogu kisiler 20 yasinda bir kisim yag izlerine sahip
olurlar. Yag izleri mikroskopik olarak; kopilik goriiniimii veren intraselliiler lipitlerle dolu
bliyiik hiicrelerin (kOpiik hiicreleri, foam cells) subendotelyal bolgeye toplanmasiyla
karakterizedir. Kopiik hiicrelerinin bir kismi diiz kas orijinli olsa da esas olarak lipidlerle
yiiklii makrofajlardir. Fibroz plak, aterosklerotik hastaliklarin kliniginde 6nemli rol oynar.
Yag izleri arteriyel damarlarda yaygin plak gelismeyen bdlgelerde bile olusabilir.
Mikroskopik olarak, fibr6z plaktaki degisikliklerin cogu intimal tabakada meydana gelir ve
burada monosit, lenfosit, kopiik hiicreleri ve konnektif doku toplanmistir. Bazi lezyonlarda,
hiicre yikintilarinin nekrotik ¢ekirdegi, kopiik hiicreleri ve kolesterol kristalleri goriiliir.
Bazilarinda da konnektif matriks i¢inde diiz kas hiicrelerinden ibaret fibréz bir baslik bulunur.
Yag izlerinden farkli olarak, fibr6z plak igindeki kopiik hiicrelerinin ¢ogu diiz kas orjinlidir
(3).

2.1.1. Ateroskleroz olusum hipotezleri

Ateroskleroz gelisimiyle iliskili kompleks olaylar1 agiklamak igin {i¢ farkli hipotez
ortaya atilmistir (4). Bunlar;

1)  Hasara yanit hipotezi

2)  Tutulmaya (retention) yanit hipotezi

3)  Oksidatif modifikasyon hipotezi



1) Hasara yamit hipotezi: Bugiin hala aterosklerotik siirecin nasil basladigi tam
olarak anlagilamamistir. Bu anlamda en fazla kabul géren goriis Ross tarafindan ortaya atilan
hasara tepki (“response to injury”) hipotezidir. Bu hipotezde anahtar olay endotel hasaridir
(5). Endotel hasari, normal vaskiiler 6zellikleri degistiren bir takim kompansatuvar cevaplara
yol agar. Ornegin, hasar, 18kosit ve trombositlerin endotele adezyonunu arttirir ve lokal
vaskiiler antikoagulan cevreyi prokoagulan bir cevreye doniistiiriir. Toplanan lokosit ve
trombositler, sitokin, vazoaktif ajanlar ve biiyiime faktorlerini salgilarlar ve intima igerisine
diiz kas hiicre migrasyonunu ve onlarin proliferasyonu ile karakterize olan inflamatuvar
cevabi arttirirlar (4).

Inflamatuvar cevabm bir diger komponenti arter duvari igerisine makrofajlarin
toplanmasidir. Bu makrofajlar diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) partikiillerini alarak i¢i lipid
dolu kopiik hiicrelerini olustururlar. Lipid birikimi ve kdpiik hiicre olusum siireci inflamatuvar
cevapla devam eder. Siiregelen inflamasyon olayini, sitokin, biiyiime faktorleri ve proteolitik
enzimlerin salinimi ile birlikte olan hiicresel nekroz izler. Lezyonun otokatalitik olarak

geniglemesiyle lezyon liimene dogru ilerler ve sonunda kan akimini bozar (4).



Sekil-1’de hasara yanit hipotezi sematize edilmistir.

J,:-'
8 .
y Lékosit
! Diiz k = . adezyonu
. - . uz as W irisi
Endoteliyal Lékosit Endoteliyal Lakosit hiicre K& puk Th: .. ve girigi
permeabilite  migrasyonu adezyon adezvonu midarasvony hicre ucre
L S olusumu aktivasyonu?2dezyonu ve
agregasyonu

I. a J-F = £ ] - L)
T Fibréz kapsdl
olusumu

Makrofaj Nekrotik cekirdek
olusumu
Sekil-1: Hasara yanit hipotezi (4)
(A: Artmis endotel gegirgenligi ve subendotel araligina LDL birikimi. Endotele
16kosit adezyonu ve transmigrasyonu B: T hiicre aktivasyonu, 16kosit
adezyonu, trombosit adezyon ve agregasyonu ile kopiik hiicre olusumu C:
Siiregelen makrofaj birikimi, fibréz kapsiil olusumu ve lezyonun merkezinin

nekrozu)
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2) Retansiyona yamit hipotezi: Bu hipoteze gore aterosklerozu baslatan olay
lipoprotein retansiyonudur. Arter duvarina lipoprotein retansiyonu, ekstraselliiler matriks
komponentleriyle siki olarak baglantili gibi gériinmektedir. Ozellikle, apolipoprotein B-100
iceren lipoproteinlerin, damar duvarma birikiminin inflamatuvar kaskad: tetikledigi

diisiintilmektedir (4). Sekil-2’de retansiyona yanit hipotezi 6zetlenmistir.

Hiperkolesterolemi
DM

& I—." insdilin rezistansi
| pr— Obezite

Post prandiyal dislipidemi

8 @:‘ Ldkositimonosit

T Tek tabakal
— ’ r endotel
Y XS
3 @ 12 ﬁ’
10

i Eg.'f' H

@' S @ 13 %

-ﬁﬂ

. jl U 'EE'..;&:%' i
A R

Sekil-2: Retansiyona yanit hipotezi (4)
1. Lipoprotein sekresyonu ve lipoliz 2. Artere gegis 3.Baglanma ve tutulma 4.Atilma (efflux)
5.Birikme 6.Kemotaksis 7. Adezyon molekiillerinin ekspresyonu 8. Eklenme 9.Damar digina
atilma 10.Farklilasma 11.Modifiye LDL’nin igeri alinmasi1 12.K&piik hiicre olusumu

13. Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu

3) Oksidatif modifikasyon hipotezi: Aterosklerozda oksidatif modifikasyon
hipotezi, Goldstein ve arkadaslarinin kiiltiire makrofajlarin kimyasal olarak modifiye olmus
LDL (Ox-LDL) varliginda lipit yiiklii hiicrelere doniistiigii goriisii ile ortaya cikmustir (6).
Modifiye LDL’nin in vitro diiz kas hiicresi ve endotel hiicrelerinde monosit kemotaktik
protein-1’in sentezini arttirdigt gosterilmistir. Ox-LDL, monosit ve lenfositler igin

kemotaktiktir ve Ox-LDL’nin diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi gosterilmistir



(4). Ox-LDL, makrofajlar tarafindan kopilik hiicre olusumu i¢in daha hizli oranda
alimmaktadir. Ayrica, Ox-LDL endotelyal hiicreler gibi bir takim hiicrelere sitotoksiktir (7).
Sekil-3’de oksidatif modifikasyon 6zetlenmistir.

Dolagimdaki monositler
Dogal LDL Damar Idmeni
D Endotel
hicreleri
r""_--‘
Olgun Endotel Endotel
® monaosit-makrofaj = hasan disfonksiyonu
of F
I
i B,
I
I-‘. C
\'ﬂv Subendotelyal
Huicre aracili aralik
oksidasyon | Képik —
Okside LDL hiicresi Kopuk hiicre
nekrozu
—_— _— == r !
g ; — s Dz kas

Sekil -3: Oksidatif Modifikasyon Hipotezi
(www.kcl.ac.uk/.../tabs/image10.gif")

( A: Ox-LDL monosit kemotaksisini uyarir. B: Monosit gidigini engeller.
C: Kopiik hiicre olusumuna aracilik eder. D: Ox-LDL endotel disfonksiyonu ve
hasarina yol agar. E: Ox-LDL birikiminden dolay1r kopiik hiicre nekrozu

olusur.)

2.1.2. ATEROSKLEROZUN FiZYOPATOLOJIiSi

Aterosklerotik plak gelisiminde ¢esitli evreler vardir. Bu evreler sunlardir:
1. Endoteliyal aktivasyon veya disfonksiyon

2. Inflamatuar evre

3. Reperativ evre

4. Trombotik evre (1)
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a. ENDOTELYAL AKTiVASYON VEYA DiSFONKSiYON

Aterosklerotik siirecteki ilk basamak endotel disfonksiyonudur. Sirkiilasyondaki
yiiksek lipid konsantrasyonlari, artmis kan basinci, sigaradaki toksinler ve yiiksek glukoz
diizeyleri gibi aterosklerotik risk faktorleri endotel fonksiyonunda bozukluga yol agmaktadir
(1,8). Lezyona egilimli arter bolgelerinde albiimin, LDL ve fibrinojene gegirgenligin arttigi
gosterilmistir. LDL, subendotelyal araliktaki kollajen ve glikozaminoglikanlar gibi ekstra
selliiler matriks proteinlerine baglanarak arter duvarinda birikir. Ayrica endotelyal yiizeyde
etkilenmis bolgelerde, 6zellikle monositler toplanmaya baslar ve makrofajlara doniistirler.
Ateroskleroz siklikla fokal olup kismen, kan damarlarinin dallanma noktalarina yakin lokal

girdap bolgelerini etkiler (1,6).

b. INFLAMATUVAR FAZ

Arteriyal duvara monositlerin girisi ve makrofajlara doniisiimii inflamatuvar yanitin
tipik bir 6zelligidir. Makrofajlarin asil amaci hasarli hiicreleri bulmak ve reaktif oksijen ve
nitrojen tlirevleri ile enfeksiyonu baslatmaktir. Makrofajlar ayn1 zamanda lipit biriktirmekte
ve bu faz ekstraseliiler lipid depolanmasinin veya yagl cizgilenmelerin goriildigi faz

olmaktadir ki bu durum ¢ok geng insanlarda bile goriilebilir (1).

¢. REPERATIF FAZ

Birgok aterosklerotik plagin olgunlagma siirecinde belirli bir zaman periyoduna ihtiyag
duymasi plagin olgunlagmasinda inflamatuvar durumu 6nlemeye zit bir defans veya savunma
mekanizmasinin oldugunu bildirmektedir. Bu durum 6zellikle diiz kas hiicrelerinin kontraktil
Ozelliklerinin kayb1, kollajen ve matriks proteinlerini sentez edebilecekleri daha fibroblastik
bir fenotipe donlismeleri ile iliskilidir. Degisimin yarar1 ise yagli dokunun yeniden
yapilanmasinda biiylik mekanik giiclii bir fibroz kapsiil, yani bir g¢esit skar dokusu ile
kaplanmasidir. Bu noktada bir¢ok plak progresyona gitmemekte ve klinik sonug
gelismemektedir. Lipid depolanmasinin ve yeni fibroz kapsiillerin olusumunun ¢oklu fazlari
olabilir ve bazen arter duvar1 kalinlasir, plak arteriyal liimene girer ve kismen kan akimini
Onler. Ayrica oksijen ve besin maddeleri i¢in kalinlagmig arteri gegmek zorlasir ve hipoksik
ve sonugta nekrotik hale gelebilir. Bunun Onlenmesi icin, anjiogenez siireci, yeni kan

damarlarinin olusumu uyarilabilir ve gerekli besinler saglanabilir (1).
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d. TROMBOTIK FAZ

Tiim aterosklerotik plaklar ayn1 degildir; igerikleri ( makrofaj sayis1 ve lipid orani gibi)
ve fibroz kapsiiliin kalinlig1 degisiklik gosterebilir. Fibroz kapsiilii ince olanlar mekanik bir
zorlamaya daha duyarli olabilir. Fibroz kapsiildeki hasarlanma doku faktorii gibi pro-
trombotik proteinlerin sizintis1 sonucunda koagiilasyon kaskadini aktive ederek trombiis
olusumunu baslatacaktir. Bu durumda olusan trombus arteri tamamen veya kismen tikayabilir

veya olusan trombiis bir baska artere go¢ ederek orada tikanmaya sebep olabilir (1).

2.1.3. EPIDEMIiYOLOJIK RiSK FAKTORLERI

Koroner arter hastaliginin gelismesini veya ilerlemesini 6nlemede ya da seyrini
yavaglatmada, oOzellikle geri dondiiriilebilir risk faktorleri ¢ok Onemlidir. Bunlarin en
onemlileri; sigara i¢gme, hipertansiyon ve hiperkolesterolemidir. Ozellikle geng eriskinlerde bu

risk faktorlerinin kontrolil koroner arter hastaliginin yayginligini azaltmada ¢cok énemlidir (3).

Koroner kalp hastalhig risk faktorleri (3)
Major risk faktorleri
Sigara igme
Hipertansiyon
Serum total kolesterol veya LDL kolesterol yiiksekligi
HDL kolesterol diisiikliigii
Diabetes mellitus
Kondisyonel risk faktorleri
Trigliserid ytiksekligi
Lipoprotein(a)
Homosistein
Pihtilagma faktorleri
Plazminojen aktivator inhibitor-1
Fibrinojen
C-reaktif protein
Predispozan risk faktorleri
Obezite (6zellikle abdominal obezite)

Fiziksel aktivite azlig1

14



Erkek cinsiyet

Ailede erken yasta KAH bulunmasi
Sosyal ve ekonomik faktorler
Psikolojik faktorler

Insiilin direnci

2.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamus elektron ihtiva eden atom veya
molekiiller olup otaklanmamus elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler ve yar1 dmiirleri kisadir.
Radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girerek, yeni radikal olusumuna yol agarlar ve
boylelikle zincir reaksiyonunu baslatirlar (9-13).

Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollar ve patolojik mekanizmalar sonucu
ti¢ yolla olusmaktadir:

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin
kalarak homolitik boliinmesi.
XY X + Y
2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi
A —->A"+¢e
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
A +e —> A"

Biyolojik sistemde olusan radikaller organik veya inorganik molekiiller seklinde

olabilirler. F e+2, F e+3, Cu+2, Mn"? metallerinde ortaklanmamis elektronlar1 olmakla beraber

serbest radikal olarak kabul edilmezler (10,13).

2.2.1.Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksid, hidrojen peroksid, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil
radikalidir. Bunlardan ilk dordiiniin ¢esitli reaksiyonlar1 ile sonuncusu meydana gelir

(11,14,15).
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2.2.1.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu,

serbest siiperoksid radikal anyonu (O, .") meydana gelir.
O+ — 0Oy

Stiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de rediikleyici 0Ozellige sahiptir.
Katekolaminlerin, tiollerin ve hemoproteinlerin oksidasyon tepkimelerinde, ¢esitli enzimatik
tepkimelerde, oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin katalitik etkileri sirasinda siiperoksit
anyon radikali olusur (16,17). insan viicudunda en biiyiik siiperoksit kaynagi ETZ’dir
(12,13,18).

Lipofilik 6zelligi olan siiperoksit radikali uzun yar1 6mre sahiptir. Bu 6zelliginden
dolay1 uzak bolgelere diffiize olabilmektedir. Siiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte
kendisi direk olarak fazla zarar vermez. Asil énemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve

gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (11,19).

2.2.1.2. Hidrojen peroksit

Oksijenin iki elektron veya siiperoksitin bir elektron almasi ile hidrojen peroksit olusur.
Oy +¢ +2H" — H,0,
O, +2¢e +2H" — H,0,

H,0, membranlardan kolayca gegebilen, uzun Omiirlii bir oksidandir. Hidrojen
peroksid bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest
radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksid ile reaksiyona girerek, en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olugturmak iizere ko-
laylikla yikilabilir (11,21).

Hidrojen peroksid siiperoksitle reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar veren serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur(22).

2.2.1.3. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (‘OH), hidrojen peroksidin gecis metallerinin varliginda
indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Son derece reaktif bir oksidan
radikaldir. Ayrica hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da (Haber

Weiss reaksiyonu) olusur (11,16,23).
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Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da
hidroksil radikali olusur. Yarilanma omrii ¢ok kisa olup, olustugu yerde biiyiikk hasara
sebep olur. Asagida gosterildigi gibi tioller ve yag asidleri gibi ¢esitli molekiillerden bir
proton kopararak yeni radikallerin olugmasina sebep olur (11).

R-SH + ‘OH— RS +H,O
-CH, + OH— -CH" + H,0O

2.2.1.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen ('0,), ortaklanmamus elektronu olmadig icin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yOniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle olusur(11).

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R"),
peroksil (peroksi) radikalleri (ROO"), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO"), thiyl radikalleri
(RS") gibi 6nemli serbest radikaller de meydana gelirler. Bunlardan 6zellikle poliansatiire
yag asidlerinden meydana gelen peroksil radikali yar1 d6mrii uzun olan bir radikaldir (11).

Thiyl radikalleri ise oksijenle tekrar reaksiyona girip siilfenil (RSO’) veya thiyl
peroksil (RSO, °) gibi radikalleri meydana getirirler (11).

2. 3. ANTIiOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Metabolik ve fizyolojik siireclerde reaktif oksijen tiirleri iiretilirler. Zararl oksidatif
maddeler, enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlarla uzaklastirilirlar. Bazi durumlarda,
oksidanlarda artma ve antioksidanlarda azalma oOnlenemeyebilir ve oksidatif/antioksidatif
denge oksidatif duruma dogru kayabilir. Sonug¢ olarak, pek ¢ok hastalikla iliskisi oldugu
gosterilen oksidatif stres gelisir (24,25).

Serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari dnlemek igin
viicutta bir¢ok savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlar antioksidanlar olarak bilinirler
ve hedef molekiildeki oksidan hasar1 engellerler veya geciktirirler.

Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 baslica sunlardir:

— Reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan enzimler araciligi ile veya dogrudan

temizlenmesi
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— Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun engellenmesi
— Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalizleyen metal iyonlarinin baglanmasi

— Zedelenmis hiicresel yapilarin hasar sonrasi tamir edilmesi veya temizlenmesi.

Antioksidanlarin siniflandirilmasi (11)

1) Yapilarina gore
a) Enzimler
b) Enzim olmayan molekiiller
2) Kaynaklarina gore
a) Endojen antioksidanlar
b) Eksojen antioksidanlar
3) Coziiniirliklerine gore
a) Suda ¢oziinenler
b) Yagda ¢oziinenler
4) Yerlesimlerine gore
a) Hiicre i¢inde bulunanlar
b) Plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunanlar

Bazi 6nemli antioksidanlar ve etkileri Tablo-1’de verilmistir.
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Tablo-1: Bazi 6nemli antioksidanlar ve etkileri

Tip

Doku lokalizasyonu

Fonksiyonu

1. Nonenzimatikler

Membranlar, ekstra

0," , "OH ve lipid peroksil radikallerini daha az

-Vitamin E selliiler s1v1 reaktif  bilesiklere  ¢evirir, zincir  kirici
(tokoferol) antioksidandir.
-Vitamin A Membranlar 0," ‘yi temizler; peroksil radikalleri ile direk

(B-karoten)

reaksiyona girer.

-Vitamin C Intra- ve ekstraseliller | O,” , 'OH ile direk reaksiyona girer.
(askorbik asit) sivida genis bir bicimde | Lokositlerden salinan ROS’leri nétralize eder.
dagilmistir Vitamin E radikalinin rejenerasyonunu saglar.
-Glutatyon Esas olarak intraselliiler 0O,°, 'OH ve lipid hidropeksitlerle direk
reaksiyona girer. GSH enzimleri i¢in substrattir
-Urik asit Genis olarak dagilmistir | Gegis metallerini baglar. O,” , "'OH" ve peroksil

radikalleri ile reaksiyona girer. Askorbik asidin

oksidasyonunu 6nler.

II. Enzimatikler

Mitokondri ve sitozol

Dismutaz reaksiyonu ile O™ yi H,O, ye

-SOD doniistiiriir.

-GSH doniisiim Sitozol ve mitokondri Normal metabolizma siiresince H,O, ‘yi indirger.
enzimleri Diisitk molekiil agirlikli disiilfidler1  (GSSG-
- GSH peroksidaz >GSH), NAD(P)H kullanarak indirger.

- GSH rediiktaz

-Katalaz (CAT)

Peroksizomlar

Ozellikle hastalik durumlarinda H,O,’yi indirger




2.3.1. DOGAL (ENDOJEN ) ANTIOKSIiDANLAR

2.3.1.1. ENZIM YAPISINDAKI ANTIOKSIDANLAR

2.3.1.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)

Stiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistimiini katalizler. Bu reaksiyon spontan da meydana gelebilir. Fakat, SOD varliginda
reaksiyonun aktivitesi 4000 kat artar (11,25).

SOD
20" +2H - > 0; +H;0,

Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikalinin zararli etkilerine kars1 korumaktir. Boylelikle lipit peroksidasyonunu inhibe eder
(11). SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir. Normal metabolizma
sirasinda hiicreler tarafindan yliksek oranda siiperoksit {iretimi olmasina ragmen bu enzim

sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyi diisiik tutulur (11).

2.3.1.1.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px,E.C.1.11.19)

Glutatyon peroksidaz, aktivitesi i¢in selenyuma ihtiya¢ duyan ve selenyum igeren
tetramerik, antioksidan bir enzimdir (4,25). Selenyum aktif olarak katalitik reaksiyona katilir.
Sitozolde bulunan glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ile kolesterol ve yag asidi
hidroperoksitlerine etki eder. Bu reaksiyonda indirgeyici olarak glutatyon (GSH) kullanilir
(4,26).

H,O, + 2GSH ------------- - GSSG + 2 H,O
Diger antioksidanlarla birlikte bu enzim, solunum patlamasi sirasinda olusan serbest
radikallerin fagositik hiicreye zarar vermesini engeller. Eritrositlerde de oksidan strese karsi

en etkili antioksidan enzimdir (27).



2.3.1.1.3 Glutatyon - S — Transferazlar (GST) (E.C.2.5.1.18)

Glutatyon - S — transferazlar (GST), ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda rol
alan, her biri iki alt birimden olugmus bir enzim ailesidir. Basta arasidonik asit ve lineloat
hidroperoksitleri olmak iizere lipit peroksitlere kars1 selenyumdan bagimsiz GSH peroksidaz

aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi olustururlar (11).

ROOH + 2GSH ------------ - GSSG + ROH + H,O

2.3.1.1.4. Katalaz (E.C.1.11.1.6)

Basglica hiicresel peroksizomlarda lokalize olan hiicre i¢i antioksidan bir enzimdir.

Hidrojen peroksiti, su ve molekiiler oksijene doniistiiren reaksiyonu katalizler.
Katalaz
2H,0; -------mmm- -2 2H,0 + O,

Ayrica bu enzimin peroksidaz aktivitesi de vardir, organik peroksitlerle reaksiyona
girer ve su ve organik alkollere hidrojen verir. Katalaz artmis oksidatif stres durumlarinda
cok etkilidir ve hiicrede iiretilen hidrojen peroksitten hiicreleri korur. Bu enzim 6zellikle
glutatyon miktarinin kisith ve GPx aktivitesinin azaldigi durumlarda 6nemli olup, adaptif

hiicre cevabinda oksidatif strese tolerans gelisiminde 6nemli bir rol oynar (25).

2.3.1.1.5. Mitokondrial sitokrom oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

siiperoksidi detoksifiye eden enzimdir(11).

0, +4H" +4e¢ - - 2H,0
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2.3.1.2. ENZIiM YAPISINDA OLMAYAN ANTIiOKSiDANLAR

2.3.1.2.1. Rediikte glutatyon (GSH)

GSH, karacigerde sentezlenen bir tripeptiddir. Glutamik asid, sistein ve glisin
aminoasidlerinden meydana gelmistir. Cok dnemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur.
Bunun disinda, proteinlerdeki -SH gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu gruplar
oksidasyona karst korur. Boylece, fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. Rediikte glutatyon (GSH), reaksiyon sonucu oksitlenerek
okside glutatyona (GSSG) doniistir (19). Okside glutatyonun tekrar rediikte hale gelmesi
NADPH' in kullanilmasi ile miimkiindiir (28).

2.3.1.2.2. Askorbik asit (C vitamini)

C vitamini suda ¢dziinebilen giiclii bir antioksidandir (29). Ayni zamanda ¢ok gii¢lii
bir indirgeyici ajan olan askorbik asit semidehidroaskorbat radikal ara tiriinii lizerinden
kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur. Giiglii indirgeyici aktivitesinden dolay1 ayni
zamanda gii¢lii bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona
girerek onlar1 temizler. Semidehidroaskorbat da antioksidan etki gosterir. C vitamini
tokoferoksil radikalinin, o-tokoferole indirgenmesini saglar. Askorbatin fizyolojik
konsantrasyonlar1, vaskiiler hiicreler, aktif noérofiller ve hiicreden bagimsiz sistemler

tarafindan baslatilan LDL peroksidasyonunu inhibe eder (4,6).

2.3.1.2.3. E vitamini (Tokoferoller)

E vitamini tokoferol yapisindadir ve dogal olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve
zeta gibi cesitli tiirevleri bulunmaktadir. D-a-tokoferol en genis dogal dagilimi ve en
biiyiik biyolojik aktiviteyi gosterir. Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol de
a-tokoferoldiir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka,
vitaminin kimyasal olarak aktif kismini1 olusturur ve antioksidan Ozelligi bu gruptan

kaynaklanir. a-tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur.
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Cok gii¢lii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatiire yag asidlerini (PUFA) serbest radikal etkisinden koruyan ilk
savunma hattin1 olusturur. Bir molekiil a-tokoferol 100 molekiil PUFA'nin
peroksidasyonunu engelleyebilir. E vitamini, siiperoksid ve hidroksil radikallerini, singlet

oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve diger radikal 6rneklerini indirger (11).

E vitamini, zincir kirict bir antioksidan olarak bilinir. Ciinkii fonksiyonlari, lipid
peroksi radikallerini (LOO-) parcalamak ve boylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyon-

larin1 sonlandirmaktir (11).

2.3.1.2.4. Karotenler

B-karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksid radikalini temizledigi ve
peroksi radikalleri ile direk olarak etkileserek antioksidan vazife gordiigii tesbit edilmistir

(11).

2. 4. VASKULER OKSIiDAN ENZIiM SiSTEMLERI

3. 4.1. NADPH Oksidaz

Membrana yerlesmis bulunan NADPH oksidaz enzimi, molekiiler oksijene bir
elektron ilave ederek siiperoksiti (O, ° ) olusturur. Elektron vericisi olarak NADH veya
NADPH’1 kullanir (4,9). Hiicre zarinin dis yiizeyinde bulunan NADPH oksidaz, respiratory
burst’ten (solunumsal patlama) sorumludur. Uygun bir uyartyla fagosit uyarildiktan sonra
NADPH oksidaz aktive edilir (10). Preklinik calismalar, NADPH bagimli O, iiretiminin
endotelyal disfonksiyonu arttirdigini géstermektedir. Klinik calismalar, vaskiiler hastaliklarda
NADPH oksidaz’in roliinii desteklemektedir. Vaskiiler hiicrelerde NADPH oksidaz,
anjiotensin II, trombin, platelet derived growth faktor, timor nekrozis faktor-a, interlokinl,
endotel hiicrelerine shear stresi igeren mekanik kuvvetler ve vaskiiler endotel biiyiime faktorii

gibi uyaranlar tarafindan aktive edilebilmektedir (4).
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2. 4.2. Ksantin oksidaz (XOD)

Kapillerler ve siniizoidlerin endotel hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunan
ksantin oksidaz, pilirin metabolizmasi1 sirasinda ksantin ve hipoksantinin oksidasyonunu
katalizler (4,25). Patolojik durumlarda, ksantin oksidaz, biiyiilk miktarda reaktif oksijen
tiirlerinin (stiperoksidin) iiretimini saglar (25). Ksantin oksidaz i¢in endotel igerisinde
tanimlanan bir sinyal de shear strestir (4). Endotel disfonksiyonun patogenezinde XOD
iligkisini goOsteren pek c¢ok kanit, oxypurinol veya allopurinol ile enzimin deneysel

inhibisyonu ile elde edilmistir (30).

2. 4. 3. Endotelyal nitrik oksit sentaz

Vaskiiler hemostazda onemli rol alan nitrik oksitin li¢ izoformundan birisi olan eNOS,
endotel disfonksiyona istirak eder. eNOS, L-arjinin ve tetrahidrobiyopterin ile baglandiginda,
NO iiretimini katalizler. eNOS, L-arjinin ve tetrahidrobiyopterin ile baglanmadiginda, Oy -
ve HyO, tiretir. Bu durum endotel disfonksiyonunda meydana gelir, NO azalir, siiperoksit ve

peroksinitrit olusumu ile aterosklerotik lezyonlarda kopiik hiicre olusumu artar (30).

5. OKSIDE LDL (Ox-LDL)

LDL, yogunlugu 1.019 - 1.063 g/mL, cap1 20-30 nm olan ve periferik dokulara
endojen kolesterol saglayan, kolesterolden zengin bir lipoproteindir (31). LDL kendine ait
reseptorlerle hiicre igine alinir. Bu yolla alinan kolesterol miktar1 oldukg¢a sinirhidir (32).
Dogal LDL ne sitotoksiktir, ne de endotel fonksiyonlarinda degisime yol acar. Fakat,
makrofaj tarafindan alinan LDL’nin yapisindaki bir takim degisiklikler sonucunda
makrofajlarin kopiik hiicrelere doniisiimii gergeklesir (33). LDL, oksidasyon, glikolizasyon,
asetilasyon veya malondialdehitin baglanmasiyla modifiye olabilir. LDL oksidasyonu, LDL
yapisindaki doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonu sonucu yikilmasiyla olusur (11).
LDL oksidasyonu ii¢ safthada gerceklesmektedir; (32-34)

1) Lag fazi: Bu sathada oksidatif reaksiyonlar yavastir ve bu satha LDL’deki
antioksidanlarin tiikendigi sathadir.

2) Progresyon Fazi: Hizli lipit peroksidasyonunun oldugu sathadir.
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3) Dekompozisyon fazi: Bu sathada coklu doymamis yag asitlerinin %70-80’1
oksidasyona ugrar ve hexanal, 4-hidroksinonenal ve malondialdehit (MDA) gibi aldehitik

tirtinler olusur.

2.5.1. LDL Oksidasyonunu Etkileyen Faktorler

2.5.2. Intrensek Faktorler

a) Substratin niteligi: @ LDL’nin icerdigi yag asitlerinin bilesimi oksidasyonda
onemlidir. Tavsan ve insanlarda yapilan ¢aligmalarda LDL’nin oleik asit miktarinin
arttirilmasinin oksidasyona duyarhiligi azalttigi gosterilmistir (32).

b) LDL’nin antioksidan icerigi: LDL cesitli antioksidanlar tarafindan oksidasyondan
korunur. Gergekten, LDL’deki a-tokoferol, B-karoten, ubiquinol, 10-lycopen ve
probukol gibi antioksidanlarin miktariin fazla olmasi oksidasyona olan direnci
arttirarak lag fazinin uzamasini saglarlar (11,32).

¢) LDL partikiiliiniin biiyiikliigii: Kiigiik, yogun LDL partikiilleri oksidanlara daha
duyarhdir ve LDL reseptorlerine daha az afinite gosterirler. Bu ylizden daha uzun
yarilanma siiresine sahiptirler ve koroner arter hastalig1 i¢in daha fazla risk tasirlar

(31,32,35).

2.5.3. Ekstrensek Faktorler
a) Hiicresel potansiyel aktivitedeki degisiklikler: Hiicrelerin siiperoksit anyonu
salgilama yetenekleri ile makrofajlarin 15-lipooksijenaz ekspresyonundaki farkliliklar LDL
oksidasyonunu etkilemektedir (32).
b) Plazma ve hiicre dis1 sividaki bazi metallerin (6rn; selenyum, bakir, demir)
konsantrasyonu veya bu metalleri baglayan proteinlerin konsantrasyonu (32)
¢) Plazma veya hiicre dis1 sividaki antioksidanlarin konsantrasyonu: Ozellikle iirik
asit ve askorbik asit gibi antioksidanlar biiyiik 6neme sahiptir (32).
d) HDL konsantrasyonu: HDL’nin lipid peroksidasyonunu azalttig1 kaydedilmistir,
ancak bu etkinin mekanizmasi bilinmemektedir (32).
e¢) LDL’nin intimada bulunma siiresi: Lipoprotein(a), LDL’yi baglayan glikoproteinler
ve matriks proteinlerindeki degisiklikler, LDL veya matriks proteinlerinin non-enzimatik
glikozilasyonu, LDL nin intimada bulunma siiresini etkiler (32).
Intimaya giren LDL oksidan etkiye maruz kaldiktan sonra, oksidatif modifikasyona

ugrar. Bu oksidatif modifikasyona ugrayan firiinler, minimal modifiye LDL (MM-LDL)
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olarak adlandirilirlar. Bu iirlinler scavenger reseptorler tarafindan taninmayip normal
reseptorlerce hiicre i¢ine alinirlar. Minimal modifiye LDL (MM-LDL), makrofaj koloni
uyarici faktor (M-CSF) ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF) salinimina yol
acarak aterosklerozda onemli rol oynar. M-CSF, monositlerin makrofajlara doniistimiinii
indiikler ve olusan makrofajlar MM-LDL’ nin Ox-LDL’ye doniistimiinii hizlandirirlar (32).
Plazmadaki antioksidanlardan dolayr LDL oksidasyonu, plazmadan daha ¢ok reaktif
oksijen tiirlerinin fazlaca sentezlendigi endotel hiicreleri ve aktif 16kositler tarafindan damar
duvarinin subendotel tabakasinda meydana gelir (36). Sekil-4’de intimada Ox-LDL’nin ve

kopiik hiicre olusumu gosterilmistir.

Hiperlipidemi, HT,sigara i¢imi, toksinler,
Hemodinamik faktérlerimmun reaksiyonlar, virtisler
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Sekil-4: Ox-LDL ve kopiikhiicre olusumu
(www.smbs.buffalo.edu/.../y2case/y2ans04.htm)

Ox-LDL ¢opcli ve yakalayict reseptorler olarak adlandirilan bir takim spesifik
reseptorlere baglanarak hiicresel Ozelliklere aracilik ederler. Bir¢ok Ox-LDL reseptori
tanimlanmistir, biiylik arterlerin endotel hiicrelerinde bulunan major reseptdr olarak LOX-1
(lektin benzeri Ox-LDL reseptorii-1) karakterize edilmigtir. LOX-1 aortik, karotid, torasik ve

koroner arter ve venlerde sentezlenmekte ve hipertansiyon (HT), diabetes mellitus (DM) ve
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aterosklerozis gibi damar durumunu etkileyen patolojik durumlarda sentezi artmaktadir. Yine
yapilan bazi ¢alismalar bu reseptorlerin makrofajlarda, diiz kas hiicrelerinde, fibroblastlarda
ve plateletlerde exprese edildigini gostermektedir. LOX-1’in aterosklerozdaki potansiyel rolii
su 4 kanitla gosterilebilir:

1) LOX-1, Ox-LDL’yi baglamada ve proteolitik olarak yikiminda gii¢lii bir aktivite
ortaya koymaktadir.

2) Ox-LDL, LOX-1 aktivasyonuyla endotelyal disfonksiyon veya apopitoza aracilik
etmektedir.

3) LOX-1 dinamik olarak proaterojenik durumlarda sentezi artmaktadir.

4) LOX-1 aterom tiirevi hiicrelerde bulunmakta, invivo olarak insan ve hayvan
ateroskleroz lezyonlarinda birikmektedir (37).

Ox-LDL, dogal haldeki LDL’den bircok yonleriyle farklilik gostermektedir. Bu
farkliliklar agagidaki gibidir (7).

e Ox-LDL, makrofajlar tarafindan scavenger reseptorleri araciligi ile daha hizli oranda
ve kontrolsiiz bir sekilde alinmaktadir. Ayrica, Ox-LDL, gelisen lezyonda
makrofajlarin birikimiyle sonuglanacak tuzaklayici bir etkiyi ortaya cikaran doku
makrofajlarinin  motilitesini inhibe ederek makrofajlarin arter intimasinda kalis
stiresini uzatmaktadir (7,33,37-39).

e Ox-LDL ve onun baz iirlinleri kismen proinflamatuvardir. Bu inflamasyon hem
hiimoral, hem de hiicresel immun cevapla olusmaktadir (40). Ox-LDL, dolasimdaki
monositler ve T hiicreleri i¢in kemoatraktan molekiilleri sekrete eder ve onlarin damar
intimasina gociinii hizlandirir (7,33,37,41). Ox-LDL endotelyal hiicrelerden monosit
kemoatraktant protein (MCP-1) salinimini stimiile eder. Yani, Ox-LDL teorik olarak
sirkiilasyondan monositlerin go¢iine direkt veya indirekt olarak etki edebilir (7).

e Ox-LDL endotel hiicreleri gibi arter duvarindaki bir takim hiicrelere sitotoksiktir.
Endotel hiicrelerine etkileriyle NO aracili diiz kas gevsemesini inhibe eder
(7,33,37,42).

e Ox-LDL, diz kas hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve transformasyonunu
indiiklemekte de etkilidir (37).

e Ox-LDL’ye has olan diger bir 6zellik ise oksidasyon siirecinin LDL’yi modifikasyon
yonlinde bircok neoepitoplarina doniistiirmesiyle ona immunojenik 6zellik
kazandirmasidir (7,40). Hem insan ve hayvan serumlarinda, hem de aterosklerotik

lezyonlarda Ox-LDL’nin epitoplarma karst spesifik immunglobulin G’ler tesbit
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edilmistir (7,32). Bu otoantikorlarin aterosklerozun patogenezine eslik ettigi veya
siradan bir belirte¢ olup olmadig1 heniiz kesin degildir (7). Pek ¢ok arastirmaciya gore
lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA veya 4-hidroksinonenal LDL’ye
baglanarak spesifik antikor olusumuna yol agan epitoplar olustururlar (43). MDA,
Apo BI100’de bulunan lizin rezidiilerine kovalent bag ile baglanir ve onun

immiinojenik 6zellik kazanmasina yol agar (44).

2.6. NITRIK OKSIT (NO)

NO, membranlardan kolayca gecebilen, hidrofobik, kiigiik bir molekiil olup 6-30
saniye yarilanma omrii olan bir gazdir (45-47). Pek cok hiicrede nitrik oksit sentaz (NOS)
enzim ailesi tarafindan, endojen bir aminoasit olan L-argininin terminal guanidin grubunun
NO’e gevrilmesiyle iiretilir (48,49). Bu reaksiyon sirasinda molekiiler O, ile kofaktdr olarak
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin
mononiikleotid (FMN), tetrahidrobiyopterin (BH4) ve ‘hem’ kullanilir.

NO sentezinin iki basamagi vardir: Birinci basamak, L-argininin N°-hidroksi-L-
arginine hidroksilasyonudur. ikinci basamak ise, N°-hidroksi-L-argininin, L-sitriillin ve NO’e

oksidasyonudur (50). Sekil-5’de NO’in sentezi ve NOS’un yapis1 gosterilmistir.

H:M HaM HaN
>-=NH >I=x MOH >= MNOH
H—HN H—M He= 1
Q=0 H0 Q=0 H,O
NO
Hy NADPH NADP H;N 0.5 NADPH 0.5 NADP™ HyMi
L&) 18] O
HO H» HO
L-arginine L-N-hydroxyarginine L-citrulline

Sekil-5: NO’nun sentezi ve NOS un yapisi
Asetilkolin, histamin, trombin, serotonin, ADP, bradikinin, norepinefrin, substant P ve

izoproterenol gibi ¢esitli agonistler, endotelden NO sentez ve salinimini arttirabilmektedirler

(45,51,52). Bununla birlikte, NO salinimt i¢in en fizyolojik agonist, siiregelen shear stresdir
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(51, 53). In vitro shear stres veya in vivo shear orani, endotelyal hiicre yiizeyindeki kan akimi
tarafindan olusturulan kuvvetin tegetsel vektoriidiir. Endotelyal hiicrelerin shear strese maruz
kalmasi giiclii bir fazla devam eden NO saliniminda patlama ile sonuglanir (51).

Membranlart kolayca gegen NO, guanilat siklaz enzimi araciligiyla su etkilere yol
acar:

e Vaskiiler diiz kas hiicre relaksasyonunun stimiilasyonu ve vazodilatasyonu (52,54),
e Trombosit agregasyonunun inhibisyonu (52,54,55),

e Lokosit ve monositlerin endotele adezyonunun inhibisyonu (54),

e Endotel gecirgenliginin azalmasi (54).

NO, guanilat siklazin ‘hem’ bdlgesine baglanarak guanozin trifosfattan, siklik
guanozin monofosfat (cGMP) sentezini saglar (56). cGMP damar diiz kas hiicrelerinin
gevsemesine yol acgan iyon kanal fonksiyonlarmi modiile eder, sitozolde Ca
konsantrasyonlarin1 azaltarak, ¢cGMP bagimli protein kinazlar1 aktive eder ve kaspas
aktivitesinin baskilanmasina yol agan bir sekonder mesajc1 gibi davranir. Ayrica NO direkt
olarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyon ve relaksasyona yol agan kalsiyum
bagimli potasyum kanallarini da uyarir (47,57).

Bu 0zeliklerinden dolayi, NO’nun antiaterojenik bir molekiill oldugu kabul
edilmektedir (54). Ayrica NO, bunlarin disinda nérotransmitter, immunomodiilator ve yabanci
maddelere kars sitotoksik etkiler de gostermektedir (58).

Reaksiyon sonucu olusan NO gaz yapisinda oldugu i¢in hizla c¢evre hiicrelere
diffiizlenebilir ve etkisini yok edilene kadar siirdiirebilir. Fakat, fazla miktarda olusumu
dokular icin toksik oldugundan hizla etkisiz hale getirilir. Kan i¢ine salinan NO’nun biiyiik
kismi esas olarak eritrositler tarafindan metabolize edilir. Hemoglobin ve myoglobine baglanan
NO, nitrit (NOy") ve nitrat (NOj") olarak atilir (59,60).

Bunun yaninda NO, zayif bir oksidan veya rediiktan bir bilesik olarak birgok
reaksiyona katilabilecek eslenmemis elektron iceren, biatomik serbest bir radikaldir.
Fizyolojik sartlar altinda, NO, serbest oksijen radikali ile reaksiyona girerek, giiclii bir
oksidan olan peroksinitriti olusturur (48). Peroksinitrit, hiicresel proteinlerin, lipidlerin ve
LDL partikiillerinin oksidasyonu veya direk hiicre toksisitesi ile vaskiiler fonksiyonlar
tizerinde zararl etkilere sahiptir (61). NO ile O, ™ arasindaki reaksiyon, NO’in ‘hem’ ile olan
reaksiyonundan veya O, ” ‘in siiperoksit dismutaz ile olan reaksiyonundan daha hizlidir (4).

NO, siilthidril igeren proteinler ve ‘hem’ proteinleri ile kolaylikla etkilesir. Proteinleri

nitrozilleme yeteneginden dolayr onlarin aktivitelerini ve o6zelliklerini degistirebilir. Son
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zamanlarda, NO’in hemoglobinin ¢ok 1iyi korunan iki siilfidril grubu ile etkilestigi
bulunmustur (62). Endojen NO dondérii olarak fonksiyon goren S-nitrozotiyoller giiclii platelet
agregasyon inhibitorleri olup EDRF gibi vazorelaktan etki gosterirler (48,61).

2.6.1. NITRIK OKSIT SENTAZ (NOS) ENZIMi

Memeli hiicrelerinde NO iiretimi, nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan
diizenlenmektedir. NOS enzimleri, sitokrom P4s¢ rediiktaz enzim ailesi ile benzerlik
gostermektedir. Onlar gibi ‘hem’ grubu i¢ermektedir ve sitokrom Pyso ig¢in tipik olan
indirgenme ve CO ile muamele ile 450 nm'de maksimum absorbans goésterme
Ozelligine sahiptirler. Saflastirilmis NOS enziminin CO ile inhibe oldugunun
gosterilmesi de, reaksiyonda sitokrom Psso tipi bir ‘hem’in varligim1 gostermektedir

(63-65).

2.6.2. NOS iZOFORMLARI

Ug farkli NOS izoformu tanimlanmis olup, bunlardan ikisi yapisal, iigiinciisii ise
sitokin ve diger bilesikler tarafindan uyarilabilen formdur. NOS’un yapisal izoformlarindan
biri endotelyal NOS (eNOS, NOS3), digeri ise néronal NOS (nNOS, NOSI1) olarak
adlandirilmustir (48). Indiiklenen izoformu (iNOS, NOS2) ise, pek ¢ok hiicrede infeksiyon ve
inflamasyon gibi anormal durumlarda uyartilir (66).

NOS, L-NMMA gibi L-arginin analoglar1 ve L-argininin guanidyum kismina
benzeyen pek cok amino asit bilesigi tarafindan inhibe edilir. Ayrica glukokortikoidler de
NOS’u inhibe ederler (67).

NOS’lar1 sentezleyen 3 gen bolgesi bulunur ve bu genler sirasiyla kromozom 12,7 ve

6 da lokalizedir (67).

2.6.1.1.1. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

Ilk defa endotel hiicrelerinde tanimlanmis olan eNOS aktif hale gelmek i¢in Ca’a
ithtiyac¢ duyar. Yapisal NOS’lar olan eNOS ve nNOS’un sentez siiresi kisa olup, tiretilen NO

miktar1 ¢ok diisiiktiir. Bunun sebebi, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun azalmasiyla

enzimin inaktif duruma ge¢mesidir (67).
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eNOS’un aminoasit dizilimi nNOS ile %60 oraninda benzerlik gostermektedir. Her
ikisinde de benzer olan bolgeler FAD, FMN, NADPH, kalmodulin ve protein kinaz A
fosforilasyon bolgesidir (59,68). eNOS’un NH, terminalinde, noronal NOS’da bulunan 220
aminoasitlik bolge eksiktir ve eNOS 2. pozisyonunda glisinin N-miristollenmesi ve 15 ve 26.
pozisyonlarinda post translasyonel sisteinin palmitoillenmesi ile modifiye edilmistir. Bu da,
eNOS’un membranla iligkili oldugunu diislindiirmektedir (50,62). Bu yag asitleri
plazmalemmal kaveola ve golgi bolgesinin isaretlenmesi i¢in de dnemlidir (50).

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS),134 kD’luk iki benzer monomerden olusan bir
dimerdir. eNOS monomeri, fonksiyonel olarak iki farkli bolgeye, N-terminal oksijenaz
bolgesi ve C-terminal rediiktaz bolgesine sahiptir. eNOS enzimi sadece dimerik formda tam
olarak fonksiyoneldir (50). Rediiktaz bolgesi, NADPH, FAD ve FMN flavinleri ve
kalmodulin i¢in baglanma bdlgeleri icerir. Katalitik bolge igeren N-terminal oksijenaz
bolgesi, L-arjinin, BH4 ve ‘hem’ icin baglanma bolgeleri igerir. Rediiktaz bdlgesi,
flavinlerden oksijenaz bolgesine baglh ‘hem’ grubuna elektron transfer eder.

Enzimin dimerik hale gelmesi hem molekiiliiniin baglanmasi ile baslar; ‘hem’in
yoklugunda enzim monomer halde kalir. Dimerik halde enzime BH4 baglanabilir ve dimeri
kararli hale getirir, kararli hale gecis ayn1 zamanda ¢inko iyonlari ile de saglanir. eNOS
dimerinin fonksiyonel aktivitesi tetrahidrobiyopterin molekiillerinin baglanma sayisina
baglidir. Tetrahidrobiyopterin baglanmamis bir eNOS dimeri O," iiretmeye egilimlidir,
tetrahidrobiyopterin (BH4) molekiiliiniin birinin baglanmasi, eNOS dimerinin NO ve O™ ‘nin
her ikisini iiretme egilimi ile sonuglanir. Yiiksek seviyede BH4 varlig1 ise doymus bir dimer
olusturarak yalnizca NO sentezleyen bir enzim olusmasini saglar (50).

Hiicre i¢i artan Ca seviyeleri kalsiyum/kalmodulin kompleksinin olusumuna yol acar
ve bu kompleks kaveolinle yer degistirerek, NOS enzimindeki kalmodulin bolgesine baglanir

ve enzimi aktiflestirir (50). Sekil-6’de eNOS’un etki tarzi gosterilmistir.

31



# Acetylcholine

Inactive

Sekil-6: eNOS enziminin etki tarzi

(www.sigmaaldrich.com)

2.6.1.1.2. Indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS2)

130 kDa’luk sitozolik bir enzimdir (62,65). Makrofaj, endotel hiicresi, notrofil ve diiz
kas hiicresi gibi pek ¢ok hiicre tipinde sitokinler, endotoksin ve lipopolisakkarit gibi
bakteriyel {irlinlere maruziyet sonrasi indiiklenir (47,69). eNOS ve nNOS gibi aktivasyon i¢in
eksojen kalsiyum ve kalmoduline bagimli olmadigi icin aktivitesi uzun siirer ve fazla
miktarlarda NO {iretimine yol acar (47,62). Enzim indiiklendiginde NO {iretimi saatlerce hatta
giinlerce stirer (70). iNOS’un kalsiyumdan bagimsiz olmasi kalmoduline sikica baglanmasi
sebebiyledir (69). iNOS araciligiyla iiretilen NO, bakteri, parazit ve tiimor hiicreleri {izerine
sitotoksik etki yapar ve bazi DNA ve RNA viriislerinin yayilmasin1 dnler. Bu etkilerini de,
bazi enzimlerde bulunan demir gruplarim1 baglayarak, ¢ogalmayi saglayan ana metabolik
yollar1 baskilayarak ve oksijenle birlesip hidrojen radikali ve antioksidanlar1 ortaya ¢ikararak
saglar (67).

Makrofajlardan salinan NO, yabanci mikroorganizmalara karst nonspesifik bir
savunma yapar. Bunun yanisira artmig NO’nun doku tahribat1 yaparak damar gec¢irgenligini

artirdigt ve septik soktaki vazodilatasyona katkida bulundugu disiiniilmektedir. NO
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sentezinin tamamen bozulmasi da inflamasyonu hizlandirmaktadir (71-73). Sekil- 7°de

iINOS’un etki mekanizmasi gosterilmistir.

IFN-vR

: ngéﬁaggﬁémﬁfﬁﬁéﬁ e D
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=

CREB, NF-

Sekil-7: iNOS enziminin etki mekanizmasi

(www.sigmaaldrich.com)

2.6.1.1.3. Noronal NOS

160 kDA’lik bir polipeptiddir ve sitokrom Pyso ile %36 benzerlik
gostermektedir. NADPH, FAD, FMN ve kalmodulin i¢in baglanma bdlgesi
icermektedir (64,71).

Noronal NOS basta beyin, spinal kord, sempatik gangliyon gibi sinir sisteminde
bulunmakla beraber, adrenal bez, uterusun epitelyal hiicreleri, akciger ve mide gibi baska
dokularda da tesbit edilmistir (70)

Merkezi sinir sisteminde ndromodiilatér olarak gdrev alir, ayrica koku alma, gérme,
agriy1 algilama ve hafiza olusmasi gibi islevlerde de rolii vardir.

Periferik sinir sisteminde ise nonadrenerjik nonkolinerjik sistemde ndrotransmitter
olarak gorev alir. Solunum fonksiyonlarinda, Gastointestinal sistem motilitesinde, tim
dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin diizenlenmesinde rol alir (67). Sekil-8’da

nNOS’un etki tarzi gosterilmistir.
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Sekil-8: nNOS etki tarzi

(www.sigmaaldrich.com)

2.6.3. Insan NOS-3 (eNOS) Geninde Varyasyonlar

Insan NOS-3 geni 7. kromozomun 7q35-36" da yerlesik olup, 4052 niikleotidlik
mRNA tarafindan kodlanmakta ve 26 ekzon icermektedir (74,75). 1990’larin ortasinda
eNOS’un tanimlanmasindan bu yana kardiovaskiiler olaylarla iliskili olabilecegi diisiiniilen
bir ¢ok spesifik allel varyasyonlari tesbit edilmis ve genel olarak 3 tip varyasyon
tanimlanmistir (74). Bunlar:

1) Intron kodlayan bélge varyasyonlari,

2) 5’flanking (promotor) bolgesindeki varyasyonlar,

3) Acik okuma alaninda (open reading frame) tanimlanan varyasyonlar (74).

1) intron kodlayan bélge varyasyonlari: NOS-3 gen varyasyonlarmin ¢ogunlugu
intronlar {izerinde bulunmaktadir (74). Intron 2, intronl1, intron 12, Intron 18 (ala 27 cys),
intron 22 ve intron 23 (gly 10 thr)’de tek niikleotid varyasyonlari ile intron 2, intron 8, intron
13 ve intron 4 bolgelerinde VNTR polimorfizmi tanimlanmustir (66,74). Intron 13 bdlgesinde
37’yi asan sitozin-adenin (CA) tekrarinin varlig1 gosterilmistir (74,75).

eNOS geninin intron 4’de iki allel tanimlanmistir. Biiyilik 4b allelinde 27 bp’lik dizi
bes defa, 4a allelinde ise ayn1 dizi 4 defa tekrar etmektedir (76).
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Son zamanlarda eNOS geninin 4a alleli icin homozigot olan hastalarda bu allelin
koroner kalp hastalig1 ve Ml ile iliskili oldugu belirlenmistir ( 76).

eNOS geni 4a allelinin diisik NO seviyeleri ile iligkili oldugu ve 4a allelli i¢in
homozigot olan bireylerde NO metabolitlerinin 4b/b genotipli bireylerinkinden %20 daha
diisiik oldugu gosterilmistir. Boylece, eNOS geni 4a alleli NO diizeyini etkilemek suretiyle
KAH patogenezinde rol almaktadir (76).

Yine, Japon bireylerde 4a allelinin artmus kan basinct ile iliskili oldugu da
bildirilmistir(76)

Yapilan caligmalar intron 4 bolgesindeki polimorfizmin enzimin ‘hem’ baglayan
bolgesinin yapisini ve dolayisi ile fonksiyonunu etkiledigini gostermistir (77).

Intronlar proteinlerin amino asit diziliminde etkili olmadiklar1 halde ekzonlarin dogru
okunmalarinda ve gen regiilasyonunda etkilidirler. Dolayist ile intronlardaki polimorfizm
ekzonlarin yanlis okunmalarina ve sonugta proteinin hatali sentezine sebep olurlar (77, 78).

Intron 4 a/b VNTR igin sense ve antisense primerleri ile 27 bp’lik tekrarlanan baz

dizisi asagida verilmis ve dizi iizerinde belirtilmistir.

Sense primer:

aggccctatg gtagtgectt (5111-5130 arasi)

Antisense primer: gtgaccacag cactaagaga (5511-5530 arasi)

27 bp’lik tekrarlanan baz dizisi: gtc tagacctget gcaggggtga ggaa

4921
4981
5041
5101

5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301

intron 4’¢ ait baz dizisi:

ctgagagacc
ccgggggctg

aaaggtaggg
cctggttatc

gctg
aagccctgge
gcagccccte
tcacacccca
cactaagaga
ccatcactgg
cctcaactaa
gctttagctc
cctcccttga
cctcctcect
gtcaggatga
tgctcaaaga
cacactccta
gaggccgagt
cctggcccag
gcaggaaggg
ccctgcectcce
ctcaccctcc

cgggcgctac
ggaggtccca
ggactgcccc
aggccctatg

agcggagttc
tgctgcttct
acccacaccc
gcccacagac
agcaagctgc
ccgccaaaga
aataaaaaca
aacttcgatc
ccccaggttg
caggcaggag
gcagggtcct
gaatcacccg
ggcggectct
ccctecctetg
ggaggagatg
atcagtgtgg
tcaaccaaga
tctcecgetg

Caaaagggga
aactgtgggg
accctcagca
gtagtgcctt

cctgggeggt
cccccaagag

actgctaccc

tcggggcetgg

cccatggggg
gtttgaaata

atcctatctg
catctgagct
gtccctgeca
tgggacctcc
aggaggcctc
tcctttettg
tagacatccg
tactggatac
agaagcagcc
ctgccaatgg
agtcctctgg
cctcggcetgg

gcggggtgge
gagatccttg
cccaggggaa

ggctggagga

gctgtcagta
agaaggcttc
cagttcccct
ccttagttac
acttggtccc
aagccacgtg
acacttgcct
gccatagtgg
ctccectgec
cagcctcctc
tggtgcagcc
aatgccatgg
ttggtgccta
caagtcagct
cggatggtgc
tcaggagggc
agctgatact
ctcag

gtgcggce
ggggcagttc
ccttttccct
cctcagccca

ggggaaagaa

gcaggagcag
tcccgecagg
gcttcggccc
tggaacgcct
catggccttg
cccagtgaat
gaccctctaa
accccactca
cctgtcactg
ctggggcctc
ttcccttcce
atcatggggg
acccaagcat
tccataggga
tacatatgtc
gccatggagt
caagacccce

tggccagcga
ctaaggcttc
tagagactgg
gtagtgaaga

cctcctggaa
ccagtccagt
gcaccctccc
gtgaccacag
gcctccttca
cccaaaggaa
gtcattcaaa
gagctgcgtc
acacatgttt
cactcagaat
accatccatg
atttgctgcc
cagtttggca
tggggagaca
agagagcagg
gaaccatggc
cgtctctctc
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2) 5’flanking (promotor) bolgesindeki varyasyonlar: Bu promotor bolgedeki allel
varyasyonu transkripsiyonu ve enzim diizeylerini direkt olarak etkileme potansiyeline sahiptir
(74). Nakayama ve arkadaslari NOS-3 geninin 5’ ucu ile iliskili 3 adet mutasyon
tanimlamiglardir. Bunlar:

1) Thr 786 Cys,

2) Ala 922 Gly,

3) Thr 1468 Ala’dir (74,79,80).

3) Ekzon 7°de Tek Niikleotid Polimorfizmi: Ekzon 7’nin agik okuma bdlgesinde
tanimlanan varyasyon proteinin primer yapisini degistirip enzimin bir veya daha fazla
fonksiyonel 6zelligine etki edebilmektedir. Bu mutasyon 298. pozisyonda glutamat yerine
aspartat gecisi ile olugsmaktadir (74).

Gen varyasyonlarmin 1rk, cinsiyet, cevre sartlart (DNA yapisin1 etkileyen
radyoaktivite, ultraviyole 1sinlar, kimyasal maddeler, ¢evre kirliligi, serbest radikaller vs.) ve
diger faktorlerden etkilendigi bilinmektedir (81). Biz bu calismada boélgemizde yasayan
saglikli kisilerle KAH olan kisilerde eNOS’un intron 4 VNTR ve intron 23 polimorfizmini
aragtirarak varsa bolgemiz i¢in bu tip varyasyonlar1 ortaya koymay1 ve bu varyasyonun KAH

riskinde rol alip almadigini belirlemegi amacgladik.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Bu ¢alisma 40-70 (57,6 + 8,9) yaslar1 arasinda toplam 106 koroner arter hastasi (KAH)
(30 kadin, 76 erkek) ile 41-73 (54,2 £ 7,6) yaslar1 arasinda higbir sikayeti ve bulgusu olmayan
toplam 89 saglikli kontrol (49 kadin, 40 erkek) vakasi iizerinde gerceklestirildi. Hastalar,
S.UM.T.F. Kardiyoloji AD’na basvurup teshis edilen ve yatirilarak tedavi altina alman
kisilerden se¢ildi. Hastalara koroner anjiografi yapildi ve koroner arterlerin en az birinde
%50’den fazla tikanma belirlenenler ¢aligmaya dahil edildi. Hastalarin yas, cinsiyet, kilo, boy,
sigara ve alkol kullanimi, hipertansiyon, diabet ve aile dykiisii sorgulandi. Tablo-2’de KAH
ile saglikli kontrollere ait yas, cinsiyet, sigara, DM, HT, aile dykiisii ve damar tutulumu gibi
ozellikleri verilmistir. Hastalar klinik 06zelliklerine gdre anhipertansif, antidiyabetik,

antiagregan, antihiperlipidemik veya nitrat tlirevi ilaglar aliyorlardi.

KAH (n) KONTROL(n)

Yas (y1l) 57,6 £8,9 542 +7,6
Sigara (+) 51 18
Sigara (-) 55 71
Aile Oykiisii (+) 44 12
Aile Oykiisii (-) 62 77
DM (+) 26 -
DM (-) 80 89
HT (+) 55 -

HT (-) 51 89
Tek damar tutulumu 27 -

Iki damar tutulumu 30 -

Ug damar tutulumu 43 -

Tablo-2: KAH ve kontrol grubunun 6zellikleri
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Hasta ve kontrol gruplarina ait rutin olarak Olcililen lipid parametreleri tablo-3 de

karsilastirilmistir.
Parametre n Grup X+SD p
TG 68 Kontrol 157,01 + 84,9 0,478
mg/dl 97 KAH 169,32 +107,7
Kolesterol 68 Kontrol 202,28+43,7 0,001
mg/dl 98 KAH 178,8+42,8
HDL Kol. 57 Kontrol | 45,26£12,02 0,001
mg/dl 98 KAH 37,91+8,08
LDL Kol. 56 Kontrol 126+41,41 0,002
mg/dl 95 KAH 106,45 + 35,08
VLDL Kol. | 68 Kontrol 31,42+16,98 0,480
mg/dl 97 KAH 33,53+21,52

Tablo-3: Hasta ve kontrol gruplarina ait lipid degerleri

Tablo-3’ten gorildiigli gibi hastalara ait total kolesterol, HDL kolesterol ve LDL
kolesterol degerleri kontrollere kiyasla diisiik bulunmustur. Bunun nedeni, hastalarimizin lipid
diistiriicii tedavi almis olmalar1 ve ayrica bir kisminin MI gecirmis olmalaridir. Bilindigi gibi
MI’dan sonra lipid seviyeleri diiser ve uzun siire diisiik seyreder.

Calismamizda asil amag lipidler olmayip TAA, Ox-LDL, NO ve eNOS gen
polimorfizmini ortaya koymak oldugundan lipid parametreleri sadece birer rutin test olarak ve
hastalarin takibi ic¢in Ol¢iildii. Bu yiizden, hastalarin lipid diisiiriicii tedavi almis olmalar

dikkate alinmada.

3.1.1. Kullamlan Cihazlar
e Sogutmali santrifiij (ORTO marka)
e Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
e Vortex (Niive)
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Hassas terazi ( Precisa 125 A)

Ayarlanabilir otomatik pipetler

Shaker (DPC marka)

Otomatik Eliza okuyucusu ve yikayicisi (cihazi ELx 50 marka)
Thermo cycler (Biometra)

Gorilintiileme cihazi (Biometra)

Elektroforez Tanki (Horizon 58)

Gii¢ Kaynagi (Titan plus)

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Nitrat rediiktaz (sigma)

FAD ( Flavin Adenin Dintikleotid) (sigma)
NADP (Nikotin Adenin Diniikleotid Fosfat) (sigma)
Hidroklorik asit (HCL) (Merck)

%1°lik siilfanilik asit (Sigma)

%1°lik N-naftiletilendiamin (Sigma)
Cinko siilfat (ZnSO4) (Merck)

Sodyum Hidroksit (NaOH) (Sigma)
Sodyum Nitrit (NaNO;) (Horasan Kimya)
Fosfat Tamponu

H,0; (Hidrojen Peroksit) (Merck)
Kloroform (Sigma)

Trolox (Sigma)

Glasiel Asetik asit (Merck)

Sodyum asetat (Merck)

Taq Polimeraz (Bioron)

dNTP set (Promega)

25mM MgCl, (Bioron)

Reverse-forward primer

Restriksiyon enzimi (Hind II)

100 bp’lik ladder ( Amresco)

Agaroz (Sigma)

Etidyum Bromid
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e Tris (Sigma)

e EDTA (Sigma)
e 6 x loading dye
e Etanol (Merck)

3.2. METOD

Hastalardan koroner anjiyografiden sonra saglikli kontrollerden ise 10-12 saatlik
acliktan sonra sabah a¢ karna kan 6rnekleri alindi. Anjiyografi de a¢ en az bir gecelik acliktan
sonra yapilmaktadir.

Vakalardan 8-10 ml antikoagiilansiz tam kan ve genetik analizler i¢in 2 ml EDTA’I1
kan 6rnegi alindi. Antikoagiilansiz tam kandan Ox-LDL, TAA ve NO tayini yapildi. Bunun
icin kan Ornekleri pihtilagtiktan hemen sonra bekletilmeden santrifiij edildi ve serumlari

ayrildi. Ayrilan serumlar ¢alisma giiniine kadar -20°C’de saklandi.

3.2.1. Ox-LDL Ol¢iimii

Ox-LDL, ELISA yéntemi ile ¢alisan Mercodia marka kit kullanilarak (kat no:10-1158-
01) olgiildii. Testin prensibi, okside apolipoprotein-1’in antijenik determinantlarina karsi
olusmus iki monoklonal antikor kullanilarak hazirlanmis sandvi¢ ELISA yontemidir. ELISA
kuyucuklarina konulan serumdaki Ox-LDL, kuyucuklardaki kat1 fazda bulunan anti Ox-LDL
antikoru (Ig-Ox-LDL) ile reaksiyona girer. Inkiibasyondan sonra reaktif olmayan plazma
komponentleri yikama ile uzaklastirilir. Sonra, kuyucuklara konulan Ox-LDL’yi taniyan
peroksidaz isaretli apolipoprotein B antikoru kati faza bagli Ox-LDL ile reaksiyona girer.
Ikinci inkiibasyondan sonra, yikama ile baghh olmayan enzim isaretli antikor uzaklastirilir.
Kuyucuklara kati fazda bagli bulunan konjugat ile reaksiyona giren 3,3’,5,5’-tetrametil
benzidin (TMB) ilave edilir. Reaksiyon, asit ilavesi ile durdurulur ve olusan renk ELISA
okuma cihazinda 450 nm’de okunur. Sonuglar, 0.5 U/L, 1.2 U/L, 2.6 U/L, 5 U/L ve 9.7 U/L
konsantrasyonundaki standartlar kullanilarak %B/By‘a karsilik ¢izilen konsantrasyon

grafiginden faydalanarak hesaplanir.
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3.2.2. Total Antioksidan aktivite ol¢ciimii (TAA)

TAA, Erel’in modifiye ettigi metoda gére olgiildii (82). Testin prensibi, ABTS"
radikalinin olusturdugu mavi-yesil rengin ortama ilave edilen numunedeki antioksidanlar ile
azalmasi esasina dayanmaktadir. ABTS (2,2’-azinobis-3-ethylebenzothiazoline-6-sulfonate),
ABTS" radikalini olusturmak iizere bir peroksidaz olan metmiyoglobin (HX-Fe" ) ve H,0; ile
inkiibe edilir. Olusan ferrilmiyoglobin (X-(Fe™ =0)) ABTS ile ABTS" radikalini olusturmak
lizere reaksiyona girer.

ABTS" radikali kismen stabil, mavi-yesil renktedir. flave edilen numunedeki
antioksidanlarin oranina gore renk olusumu inhibe olur. Bu renk degisimi 600 nm’lik dalga
boyunda 6lgiiliir. TAA hesaplanmasinda bir E vitamini analogu olan Trolox standart olarak
kullanilir.

Kullanilan Reaktifler

1. 0,4 mol/L, pH 5,8 asetat tamponu:

0,4 mol/L sodyum asetat ve 0,4 mol/L glasiel asetik asit cozeltileri ayr1 ayr
hazirlandi. Bunun i¢in, 32,8 g CH3COONa 1000 ml deiyonize suda ¢oziildii ve 22,8 ml
reagent-grade glasiel asetik asit 1000 ml deiyonize suda diliie edildi. Daha sonra 940 ml
sodyum asetat solusyonu ile 60 ml asetik asit soliisyonunu pH metre esliginde karistirildi.
Asetik asit- sodyum asetat tamponunun pH’s1 5,8’e getirildi.

2. pH’1 3,6 olan 30 mmol/l asetat tamponu:

Bunun i¢in 2,46 g CH3;COONa ve 1.705 ml reagent-grade glasiel asetik asit 1000’er ml
deiyonize suda ayr1 ayri ¢oziildii. Daha sonra 75 ml sodyum asetat soliisyonu 925 ml asetik
asit sollisyonu ile karistirildi ve pH’s1 3,4’e getirildi. 278 pl %35’lik H,O, soliisyonu 1000 ml
bu tampona ilave edildi. Bu hazirlanan ¢6zelti icerisinde 0,549 g ABTS ¢o6ziildii. 1 saat oda
1s1sinda bekletildi.

Hazirlanan reaktiflere numune ilave edildikten sonra okumalar otoanalizorde tarafimizdan
hazirlanan programa gore spektrofotometrik olarak yapildi. Reaktif ve numune ilavesi metotta
belirtilen oranlara gore yapildi. Her numune i¢in 200 pul R1, 5 pl numune ve 20 pl R2
kullanildi.

3.2.3. Nitrit ve nitrat ol¢iimii

NO’nun yar1 émrii ¢ok kisadir. Oksijen varliginda hizla nitrite ve nitrata dontigserek

inaktive olur (83). Ayrica oksijen, ‘hem’ ve siilfidril gruplar1 ile kolayca reaksiyona girer. Bu
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nedenle NO’yu 6lgmek zordur. Nitrit ve nitrat NO metabolitleridir. Bu molekiillerin biyolojik
aktiviteleri yoktur ancak, Olciilen nitrat ve nitrit diizeyleri endojen NO diizeyi hakkinda bilgi
verir (84).

Nitrit ve nitrat tayininde en ¢ok kullanilan yontem ’Griess’’ reaksiyonuna dayanan
yontemdir. Bu yontem ilk defa 1879°da kullanilmistir. Griess yontemi asidifiye nitratin uygun
aromatik amininin tipik diazotizasyonuna dayanir. Daha sonra gelisen kenetlenme (coupling)
reaksiyonu sonucu renkli bir bilesik olan azo kromoforu olusur. Olusan azo kromoforu, nitrit
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak spektrofotometrede Olgiilebilir ve 500-600 nm’de
maksimum absorbans verir. Bu yontemde en ¢ok kullanilan aminler ve kenetleyici ajanlar
siilfanamid ve N-1-naftil etilendiamin’dir. Bunlarin disinda amin olarak siilfanilik asit,
nitroaniline ve p-aminoasetofenon kullanilir. Giiclii kenetleyici ajan olarak ise fenol, 1-naftol,

1-naftol-4-siilfonat, 1-amino naftalen ve 1,3 diaminobenzen kullanilir (85,86).

3.2.3.1. Nitrat ol¢iimii

Nitrit ve nitrat dl¢limleri Smarason tarafindan modifiye edilen enzimatik yontemle ve
Griess reaksiyonu kullanilarak yapildi (87).

Buradaki temel prensip nitrat’in nitrat rediiktaz enzimi ile nitrite ¢evrilmesine dayanur.
Boylece total nitrit diizeyleri Griess reaksiyonuyla 6lgiiliir. Daha sonra enzimatik doniisiim
olmaksizin nitrit diizeyleri yine Griess reaksiyonu ile olgiiliir. Boylece total nitrit’ten bu
Olciilen nitrit diizeyleri ¢ikarilinca nitrat diizeyleri elde edilmis olur. Olusan nitrit pembe renk

verir ve konsantrasyonlar1 548 nm’de spektrofotometrik olarak dlgiiliir.

Kullanilan Reaktifler

e Fosfat tamponu (pH =7,5): 6.8 g KH,PO4 ve 8.7 g K,HPO, tartildi. Her biri
ayr1 ayr1 bir miktar deiyonize suda ¢oziildiikten sonra son hacimleri deiyonize
su ile 500 mL’ye tamamlandi. Boylece, her birinin 0.1 M’lik soliisyonlari
hazirlandi. Daha sonra pH 7.5 olacak sekilde bu cozeltilerden karistirilarak

fosfat tampon hazirlandi.

e NADPH cozeltisi ( 2 mmol / L): 16.6 mg NADPH tartilarak bir miktar

deiyonize suda ¢6ziildii ve son hacmi deiyonize su ile 10 mL’ ye tamamlandi.

o FAD c¢ozeltisi (50 pmol / L): 4.1 mg FAD tartilarak bir miktar deiyonize suda

¢oziildii ve son hacmi deiyonize su ile 100 mL’ ye tamamlandi.
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o Aspergillus nitrat rediiktaz ( 1U / mL): 5 {nite nitrat rediiktaz bir miktar

deiyonize suda ¢6ziildii ve son hacmi deiyonize su ile 5 mL’ye tamamlandi.

e Cinko siilfat ¢ozeltisi ( 0,2 mol / L): 28,75 g ZnSO4 bir miktar deiyonize suda

¢oziildii ve son hacmi deiyonize su ile 500 mL’ye tamamlandi.

¢ Sodyum hidroksit ( 2 mol / L): 40 g NaOH tartilarak bir miktar deiyonize

suda ¢6ziildii ve son hacmi deiyonize su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

o Siilfanilik asit % 1 (Griess 1): 5 g siilfanilik asit 61.25 mL HCIl’de (4 mol/L)

¢oziilerek deiyonize su ile 500 mL’ ye tamamland.

e Naftiletilendiamin, % 1 (Griess 2): 2.5 g Naftiletilendiamin tartilarak bir
miktar deiyonize suda ¢6ziildii ve son hacmi deiyonize su ile 250 mL’ ye

tamamlandi.

e Standart cozelti (Stok): 17.25 mg sodyum nitrit 250 mL deiyonize su
igerisinde c¢oziilerek 1000 umol/L konsantrasyonda ¢6zelti hazirland.

e Caliyma standartlari: Stok standart c¢ozeltisinden deiyonize su ile
seyreltilerek 5, 12.5, 25, 50, 100 umol/L konsantrasyonda c¢alisma standartlari

hazirlandi.

Metod

Tiplere 150 puL hasta serumu, 150 uL KH,PO4 / KoHPO,4 tamponu, 25 plb 2 mmol / L
NADPH, 25 pL 25 umol / L FAD ve 25 uL IU / mL aspergillus nitrat rediiktaz eklendi. Oda
sicakliginda 1 saat bekletildi. Daha sonra tiiplere 250 pL 0,2 mol / L ZnSO4 ve 35 pl
2 mol / L NaOH eklenerek 6rnekler deproteinize edildi. Tiipler 5000 devir/dakika hizinda 15
dakika santrifiij edildi. Santrifilij sonrasi tiiplerden 375 uL slipernatan alindi. 500 pL Griess 1
ayiract eklendikten sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra tizerine 375 puL
taze hazirlanan Griess 2 ayiraci eklenerek olusan pembe rengin 548 nm’deki absorbansi
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Calisma sirasinda degisik konsantrasyonlardaki standartlar da serumlarla birlikte
calisilarak  standart  egrisi  ¢izildi. Hasta  Orneklerinin  absorbanslarima  gore

konsantrasyonlarinin tayini standart egrisine gore yapildi.
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3.2.3.2. Nitrit ol¢iimii

Nitrit diizeyleri Griess ayiraciyla Olgiiliir. Hasta serumlart ZnSO, ile deproteinize
edildikten sonra 4 mol/L HCI i¢inde % 1 siilfanilik asit (Griess 1) eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda bekletilir. Daha sonra ilizerine % 1 N- naftiletilendiamin (Griess 2) reaktifi ilave
edilince pembe renk olusur. Olusan pembe renkli {irlinlin absorbansi 548 nm’de

spektrofotometrik olarak olg¢iiliir.

Kullanilan Reaktifler

Nitrit 6l¢iimiinde kullanilan ayiraglar, enzim reaksiyonu disinda nitrat Ol¢limiinde

kullanilan reaktifler ile aynidar.

Metod

375 uL hasta serumuna, 250 pL 0,2 mol / L ZnSO4 ve 35 uL 2 mol / L NaOH
eklenerek Ornekler deproteinize edildi. Tiipler 5000 devir/dakika hizinda 15 dakika santrifiij
edildi. Santriflij sonras1 siipernatandan 375 uL alindi ve 500 uL 4 mol/L HCI i¢inde % 1
stilfanilik asit (Griess 1) eklendikten sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
lizerine taze hazirlanan % 1 N- naftiletilendiaminden (Griess 2) 375 uL eklenerek olusan

pembe rengin absorbansi 548 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

Calisma sirasinda degisik konsantrasyonlardaki standartlar da serumlarla birlikte
calisilarak  standart  egrisi  ¢izildi. Hasta  Orneklerinin  absorbanslarma  gore

konsantrasyonlarinin tayini bu egriye gore yapildi.

3.2.4. eNOS POLIMORFIZMININ ARASTIRILMASI

3.2.4.1. DNA Izolasyonu
Hasta ve kontrol grubundan alinan 2 ml’lik kan 6rnegi EDTA’l tiiplere alindi. DNA

izolasyonu, Miller ve arkadaslarinin (88) gelistirdikleri yogun tuz konsantrasyonu metoduna

bazi kiiclik modifikasyonlar uygulanarak agagidaki gibi yapildu.
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e Falkon tiiplerinin igerisine 10 ml soguk steril distile su konuldu.

e Bunun iizerine EDTA’] tiip icerisindeki kandan 1 ml eklendi ve pipetleme yapilarak
homojen bir sekilde karismasi saglandi.

e 4500 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi.

¢ Olusan siipernatan kismi atilarak pelletin falkon tiipiin dip kisminda kalmasi saglandi.

e Pellet’in lizerine 850 pul nuclei lyzis buffer (10 mM Tris HCL, 400 mM NaCl ve 2 mM
Na,EDTA, pH 8.2) eklendi ve pipetleme yapilarak pelletin homojen hale gelmesi
saglandi.

e 37°C’de 10 dakika bekletildi ve tekrar pipetleme yapildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi.

e Homojen hale gelmis olan materyalin iizerine 850 pl kloroform eklendi ve vorteks ile
karigtirtlip 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilda.

e 13000 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi ve sonucunda faz olusumu saglandi.

e Ust tabakadaki seffaf kistm alinarak ayri bir eppendorf igerisindeki 1 ml %96’lik etil
alkoliin lizerine eklendi ve alt iist edildikten sonra DNA yumak halinde gézle goriildii.

e 12000 RPM’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra alkol faz1 dokiildii ve boylece DNA
eppendorfun dibine ¢oktiiriildii.

e Uzerine 200-500 ul %70’lik etil alkol eklenip 12000 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi.

e Alkol faz1 dokiiliip dip kistmdaki DNA’nin kurumast i¢in eppendorf ters cevrilip
havada kurumaya birakildu.

e Havada kurutulan DNA steril distile su (150-300 pl) ile homojen hale getirildi.

e DNA, PCR analizi yapilincaya kadar -20°C’de saklandh.

3.2.4.2. eNOS intron 4 bolgesinin incelenmesi

eNOS intron 4 a/b VNTR polimorfizminin degerlendirilmesinde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR ) teknigi kullanildi. Bunun i¢in
(Forward) 5°-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT-3’
(reverse) 5°- TCT CTT AGT GCT GTG CTC AC-3’ primerleri kullanilarak ¢ogaltma
yapildi (81). PCR reaksiyonu i¢in toplami 20 pl’yi bulan asagidaki karisim kullanildi:
Reaksiyon karigimi:
1,6 ul dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 mM)
2 pl 10xPCR tamponu
1 ul MgCl,
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1,2 ul 10 pmol primer
11,8 ul dH,O
0,4 ul DNA Taq polimeraz enzimi
2 pl genomik DNA
PCR reaksiyonu Biometra marka termal cycler’da asagidaki gibi gerceklestirildi;
94°C’de 3 dakika bir dongii
Denaturasyon 94°C’de 1dakika,
Annealing 56°C’de 1 dakika, 35 dongii
Extension 72°C’de 2 dakika,
72°C’de 5 dakika ve
4°C’de bir dongii programi uygulanarak yapildi.

3.2.4.3. Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriiniinii degerlendirmek i¢in %?2’lik agaroz, TAE soliisyonu ile
karistirtlip kaynatilarak agaroz jel hazirlandi. TAE solusyonu hazirlamak i¢in 10 ml EDTA
(pH=8, 0,5 M), 24,2 g Tris, 5,71 ml glasiel asetik asit karistirilarak son hacim deiyonize su ile
100 ml’ye tamamlandi. Bu solusyon 50 kati diliie edilerek c¢alisildi. Agaroz, TAE i¢inde
eritildikten sonra EtBr (10pg/ml Ethidium bromiir) ilave edildi. Jel ile kuyucuklar olusturmak
icin jel kabina dokiilerek uygun taraklar yerlestirildi. Elde edilen PCR iiriiniinden 5 pl alinip
yiikleme boyast (6 x loading dye) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Jel, 45 dakika 120
voltluk elektrik akimina tabi tutuldu. Ayrica, gozlenen bantlarin beklenen bantlar olup
olmadigini tespit etmek i¢in 100 bp’lik ladder kullanildi. Jeldeki bantlar UV illiiminator
altinda degerlendirildi.

eNOS intron 4 bolgesi, 4 ve/veya 5 kez tekrarlanmaktadir. Bu bolgenin 5 tekrar1 bb, 4
tekrar1 aa, 4 ve 5 tekrar ise ab seklinde genotiplendirildi. Sekil-9°da Intron 4a/b VNTR gen

bolgesinin jel goriintiisii gosterilmistir.
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&——420bp
393 bp

hb ab bb ab pp

Sekil-9 : intron 4 VNTR bélgesinin goriiniimii

3.2.4.4. eNOS Intron 23 bélgesinin incelenmesi.

Bunun icin,

Forward: 5’CCC CTG AGT CAT CTA AGT ATT C-3°

Reverse: 5’AGC TCT GGC ACA GTC AAG-3’ primerleri kullanilarak 676 bp’lik
amplifikasyon {iriinii PCR ile ¢ogaltildi (81). PCR programi asagidaki sekildeydi;

94°C’de 3 dakika bir dongii

94°C’de 0,15 dakika,

59°C’de 0,15 dakika, 35 dongii
72°C’de 0,15 dakika,

72°C’de 3 dakika ve

4°C’de bir dongii

Elde edilen iiriin HindlII restriksiyon enzimi kullanilarak kesildi. Restriksiyon enzim
kesimi i¢in 6 pl’lik karigimlar olusturuldu. Bu 6 pl’lik karisim iginde;
3,5 wl steril dH,O
2 ul Restriksiyon Enzim Buffer
0,5 pl Restriksiyon Enzimi (Hind II)
bulunmaktadir. Bu 6 pl’lik karigimlar PCR iiriiniiniin igerisine eklendi ve su banyosunda
37°C’de 12-16 saat bekletildi.
Inkiibasyon sonrasinda %3’liikk agaroz jel hazirlandi. Elde edilen enzim kesimi iiriinii

jele yiiklendi. Jel 45 dakika 120 voltluk elektrik akimina tabi tutuldu ve gozlenen bantlarin
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beklenen bantlar olup olmadigini tespit etmek i¢in 100 bp’lik ladder kullanildi. Bantlar, UV
illliminator altinda degerlendirilip fotografi ¢ekildi. Sekil-10’da intron 23 bdlgesinin PCR’1

takiben enzim kesimi sonrasi goriintiisii gosterilmistir.

LADDER
577 bp

99 bp

Sekil-10 : Intron 23 bolgesinin kesim sonrasi jel goriintiisii

1-7’ye kadar olan kuyucuklar hastalara ait, 8. kuyucuk ise 100 bp’lik laddere ait

goriintiidiir. 1-7’ye kadar olan 6rnekler GG olarak genotiplendirilmistir.

3.2.4.5. istatistiki Analizler

Hasta ve kontrol grubuna ait biyokimyasal testler ve PCR-RFLP teknigi ile elde edilen
degerler SPSS programi kullanilarak degerlendirildi. Ox-LDL ve kolesterol testleri i¢in t-testi,

NO, TAA, TG, HDL, LDL, VLDL bulgular1 i¢cin Mann-Whitney testi kullanildi. Genetik

analizlerin istatistiksel degerlendirmesi i¢in Ki-kare analizi yapildu.
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4.BULGULAR

Vakalarimiza ait NO, Ox-LDL ve TAA bulgular1 tablo-4’de toplu halde verilmistir.
Tablo-4: KAH ve saglikli kontrol vakalarma ait NO, Ox-LDL ve TAA

parametrelerinin karsilagtirmasi

Parametre | n Grup X+ SD p
NO 82 Kontrol 41,44 +£25,9 0,022
pmol/L 95 KAH 47,78 +£27,0

Ox-LDL 74 Kontrol 1,983 + 0,682 0,006
U/L 101 KAH 2,332 £ 0,896

TAA 83 Kontrol 1,0495 + 0,173 0,001
mmol/L 90 KAH 0,915 +£0,225

Tablo-4’den goriildiigii gibi, KAH hastalarina ait NO ve Ox-LDL degerleri kontrol

grubuna gore istatistiki agidan 6nemli oranda yiiksek, TAA diisiik bulunmustur.

KAH ve kontrollere ait NO degerleri sekil-11°de, Ox-LDL degerleri sekil-12’de,

antioksidan aktivite degerleri sekil 13°‘de gosterilmistir.

NO
umoliL

43
47 1
45 1
454
44
431
421
411
40 1
39 1
35

KAH Kontrol

Sekil-11: KAH ve kontrollere ait NO degerleri
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Ox-LDL
UIiL

KAH Kontrol

Sekil-12: KAH ve kontrollere ait ox-LDL degerleri

TAA

mmolfL
105

055

0.9

0,85

0,8

KAH Kontrol

Sekil-13: KAH ve kontrollere ait antioksidan aktivite degerleri.
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KAH’a ait parametreler arasindaki korelasyonlar tablo-5’te ve saglikli kontrollere ait

parametreler arasindaki korelasyonlar tablo-6’da verilmistir.

Tablo-5: KAH’a ait parametreler arasindaki korelasyonlar

Parametre NO Ox-LDL TAA Tutulan
Damar
Sayisi

NO Korelasyon | - - 270(**) _ 189 094
wmol/L Katsayisi ’ ’ ’

p - ,009 ,081 ,372

n } 93 86 93
Ox-LDL Korelasyon | 270(**) - 349(+%) 206(*)

Katsayisi ’ ’ ’
U/L

p ,009 : ,001 ,041

n 93 : 89 99
TAA Korelasyon | 189 349(%%) - 030
mmol/L Katsayisi

p ,081 ,001 } 179

n 86 89 } 89
Tutulan Korelasyon * -
Damar Katsayisi 094 ,206(*) 030
Sayisi p ,372 ,041 ,779 )

n 93 99 89 }

Tablo-5’ten goriildiigii gibi KAH’a ait NO-Ox-LDL arasinda istatistiki agidan 6nemli

bir negatif korelasyon, Ox-LDL ile TAA ve Ox-LDL ile tutulan damar sayis1 arasinda 6nemli

pozitif korelasyon bulunmustur.
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Tablo-6: Kontrol vakalarina ait parametreler arasindaki korelasyonlar

Parametre NO Ox-LDL TAA
NO Korelasyon

Katsayisi ] 148 076
pmol/L

p - ,224 ,503

n - 69 79
Ox-LDL Korelasyon | 148 - 179
U/L Katsayisi

p ,224 ; ,137

n 69 } 70
R
mmol/L Y

p ,503 ,137 :

n 79 70 }

Tablo-6’da goriildiigii gibi sagliklt kontrollere ait parametreler arasinda istatistiki

acidan 6nemli bir korelasyon bulunamamustir.

eNOS polimorfizmi bulgular

KAH ve kontrol vakalarina ait eNOS intron 4 VNTR polimorfizminin dagilimi ve
intron 23 polimorfizminin dagilim tablo-7’de verilmistir.

Tablo-7: KAH ve kontrol vakalarinda intron 4 VNTR ve intron 23 genotip sikliklari,

yiizdeleri ve allel sikliklar (frequency) ve istatistiki onemleri

52



Genotip sikliklar1 (frequency) Allel siklig1 (frequency)

Polimorfizm Grup 4a/4 4a/b 4b/b 4a 4b p
Intron 4 VNTR  KAH 1 (%1) 16(%21) 59 (%78) 0,11 0,89 O.D
Intron 4 VNTR  Kontrol 1(%1) 16 (22) 58 (%77) 0,12 0,88 O.D
GG GT TT G T p
Intron 23 KAH  75(%100) - - 1 0 O.D
Intron 23 Kontrol 61 (%100) - - 1 0 OD

O.D: Onemli degil

Tablo-7’den goriildiigii gibi KAH ile kontrol vakalarma ait intron 4 VNTR
polimorfizmi arasinda ylizde dagilim ve allel sikligi bakimindan oOnemli bir fark
bulunamamistir. Yine, her iki grupta intron 23 polimorfizminin tamami GG olarak
bulunmustur.

KAH ve kontrol vakalarina ait eNOS polimorfizmi ile NO diizeyleri arasindaki iliski
tablo-8’de verilmistir.

Tablo-8: KAH ve kontrol vakalarina ait intron 23 ve intron 4 allelleri ile NO diizeyleri

arasindaki iligki

Genotip Kontrol KAH
NO n NO n
Intron 4 aa/ab 35,74 15 4238 14
Intron 4 bb 40,9 56 46,7 62
OD OD

Tablo-8’den goriildiigii gibi gerek KAH’da gerekse kontrol vakalarinda Intron 4

VNTR polimorfizmi ile NO iiretimi arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunamamustir.



5. TARTISMA
5.1.TOTAL ANTIOKSIDAN AKTIVITE BULGULARININ

TARTISILMASI

Oksidatif olaylar, lipid peroksidasyonunun artmasi, diger zararli metabolitlerin olusumu
ve plazma antioksidanlarin tiilkenmesi ile sonuglanir (89).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve antioksidan savunma sistemleri arasindaki
dengesizlik sonucu oksidatif stres artar.

Serbest radikallerin ve peroksitlerin biyolojik etkileri, viicutta genis bir antioksidan
savunma mekanizmasi tarafindan kontrol edilmektedir (90). Gergekten, antioksidan sistem
serbest radikallerin zararli etkisinden korunmada 6nemli role sahiptir. Oksidan maddelere
kars1 savunmada, geg¢is metal iyonlarinin baglanmasi, SOR olusumunun 6nlenmesi, olusan
radikallerin toplanmasi veya baskilanmasi, radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmasi, hasara
ugrayan hedef molekiillerin tamiri veya ortamdan uzaklastirilmasi gibi mekanizmalar
yeralmaktadir (91).

Deneysel caligmalar, serbest radikal aracili reaksiyonlarin endotel disfonksiyonu ve
hasarini uyarabildigini gostermistir (92).

Calismamizda koroner arter hastalarinda serum TAA diizeyi kontrollere kiyasla dnemli
oranda diisiik bulunmustur. Bu bulgu koroner arter hastalarinda oksidatif/antioksidatif
dengenin oksidatif tarafa kaydigini1 ve bu hastalarin yogun oksidatif stres altinda olduklarini
gostermektedir. Bu bulgumuz literatiir bulgular ile uyum halindedir.

Nojirt ve arkadaslar1 (93), total antioksidan durum, karotenoidler ve GSH-Px igeren
antioksidanlarin seviyelerinin koroner arter hastaliginin siddeti ile iligkili oldugunu, total
antioksidan aktivite seviyesinin koroner arter hastalarinda kontrollere gore belirgin olarak
diistiigiinii bulmuslardir. Bu arastirmacilar, tutulan damar sayisiyla TAA seviyesi arasinda da
negatif bir korelasyon bulundugunu gdstermislerdir.

Vassalle ve arkadaslar1 (94), oksidatif stres ile KAH ve farkli aterojenik risk faktorleri
arasindaki iligskiyi arastirdiklar1 caligmalarinda, koroner arter hastalarinda TAA diizeylerini
kontrollere kiyasla daha diisiik bulmugslardir. Yine, ayni ¢calismada etkilenmis damar sayisi ile
TAA diizeyleri arasinda negatif iligki bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada, lipid peroksidasyon
markir1 olan 8-izoprostan (8-epiPGF,, ) diizeyleri, koroner arter hastalarinda kontrollere
kiyasla yiiksek bulunmus ve yine izoprostan diizeyleri tutulan damar sayisi ile de artis
gdstermistir.

Demirbag ve arkadaslar1 (95), koroner arter hastalar1 ile normal koroner arterli

bireylerde, DNA hasar skoru ile total antioksidan aktivite arasinda belirgin bir farklilik



oldugunu ve hastalarda total antioksidan aktivite ile DNA hasar skoru arasinda negatif bir
korelasyon bulundugunu gostermislerdir.

Serdar ve arkadaglari(96), koroner arter hastaligi olan hastalarda antioksidan
parametrelerini (SOD, GPx, serum paroksanaz, serum arilesteraz, plazma vitamin C, E,
karotenoid) kontrollere kiyasla daha diistik, lipid peroksidasyon iiriinii olan plazma MDA
miktarini ise daha yliksek bulmuslardir.

Tamer ve arkadaslar1 (97), aterosklerozlu hastalarda saglikli kontrollere kiyasla serum
vitamin C, eritrosit-rediikte glutatyon ve total antioksidan durumun azaldigini, serum
malondialdehit seviyesinin ise arttigini bildirmislerdir.

Biitiin bu bulgular, koroner kalp hastalarinin azalmis antioksidan kapasite sonucu
oksidatif stres altinda olduklarini, dolayisi ile tedavilerinde antioksidan kullanilmasinin
faydali olacagini gostermektedir. Ancak, bu hastalarda TAA diizeylerindeki azalmanin sebebi
bilinmemektedir. Fakat, artmis serbest radikal {iretiminin antioksidan madde kullanimini
arttirmasi sonucu TAA diizeyinin diismesine sebep olabilir diye diisiiniiyoruz.

Ote yandan, Dogru-Abbasoglu ve arkadaslar1 (98) anjiografi ile teshis edilen koroner
aterosklerozlu hastalarla saglikli kontrollerde serum MDA ve total antioksidan aktivite
bakimindan bir farklilik bulamamiglardir. Bu bulgu bizim bulgularimiza ve diger
arastirmacilarin bulgularina uymamaktadir.

Nojir1 ve ark. ile Vassale ve ark. TAA diizeyi ile tutulan damar sayisi arasinda negatif
korelasyon bulmalarina ragmen calismamizda boyle bir korelasyon bulunamamistir. Bunun
nedenini izah edemedik. Ancak, bizim c¢alistigimiz vaka sayisi her iki arastirmacilarinkinden
cok daha fazladir. Dolayist ile bulgumuzun daha giivenilir oldugunu sdyleyebiliriz. Fakat,
hastalarimizin tedavi altinda olmalari, diyet kisitlamasi ve aldiklar1 ilaglar gibi faktorler
antioksidan etki gosteren bilesenler iizerinde farkli etkiler gosterebilir. Boylece, sonugta
hastalara ait toplam TAA diizeyleri diisiik ¢iksa bile damar sayisi ile olan korelasyon
beklenenden farkli ¢ikabilir.

Sonug olarak, hastalar tedavi altinda olmalarma ragmen TAA’nin diisiik oldugunu
gosteren bulgumuz bu hastalarda klasik tedaviye ilave olarak antioksidan tedavinin de

mutlaka uygulanmasi gerektigini gostermesi bakimindan oldukca dnemlidir.

5.2. OKSIDE LDL BULGULARININ TARTISILMASI

Ox-LDL’nin KAH i¢in ¢ok 6nemli bir risk faktorii oldugu birgok arastirmaci
tarafindan (99-105) ortaya konmustur ki bizim bulgumuz da bu yondedir. Gergekten,
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calismamizda koroner anjiografi ile li¢ damardan herhangi birinde en az %50 oraninda
tikanma olan KAH’larinda Ox-LDL diizeylerini kontrollere gore istatistiki agidan anlamli
derecede yiiksek bulduk. Bu bulgumuz da literatiir bulgulari ile uyum halindedir (99-105).

Anselmi ve arkadaslari (99), stabil ve unstabil anjinali hastalar ile kontrol vakalarinda
Ox-LDL diizeylerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, Ox-LDL diizeylerinin, unstabil hastalarda
stabillere, stabillerde de kontrollere kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ayni
aragtirmacilar, anjiyografik olarak tesbit edilen kompleks plak varligi ile Ox-LDL diizeyleri
arasinda pozitif bir korelasyon bulmuglardir.

Miyazaki ve arkadaslar1 (100), koroner arter hastalarinin ayirici teshisi i¢in yararl bir
markir olabilecegini diisiindiikleri malondialdehid-modifiye LDL (MDA-LDL) diizeylerini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda koroner arter hastalarinda kontrollere kiyasla LDL kolesterol
diizeylerinde bir farklilik bulmazken, MDA-LDL diizeylerinin anlamli bir sekilde yiiksek
oldugunu tesbit etmislerdir. Bagka bir ¢alismada akut miyokard infarktiisii geciren vakalarda
Ox-LDL/kolesterol oraninin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (101).

Suzuki ve arkadaslarinin (102) ¢aligmalarinda , koroner arter hastalarinda Ox-LDL ve
LDL kolesterol diizeyleri kontrollere gore anlamli derecede yiiksek, HDL kolesterol diizeyleri
ise daha diisiik bulunmustur.

Ehara ve arkadaglar1 (103), akut MI geciren kisilerde plazma Ox-LDL seviyelerini
saglikli kontrollere gore belirgin bir bigimde yiiksek bulmuglardir. Ayrica, Ox-LDL seviyesi
yiksek olup akut MI’dan oOlen hastalarin otopsilerinde, aterosklerotik lezyonlarda
immiinohistokimyasal olarak makrofaj kokenli kopilik hiicrelerinin bolca bulundugunu
gostermislerdir.

Toshima ve arkadaglar1 (104), koroner kalp hastalarinda plazma Ox- LDL
diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Shimada ve arkadaslar1 (105), kardiyak oliim, nonfatal myokard infarktiisii veya
koroner arter bypass grefti gibi kardiyak olaylarda Ox-LDL diizeylerini yiiksek bulmuslardir.

Biitiin bu bulgular, LDL oksidasyonunun KAH’ 1n patogenezinde 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Ayni hastalarda TAA’nin diisiik ¢ikmasi da bu hastalara klasik tedaviye ilave
olarak antioksidan tedavinin mutlaka diigiiniilmesi gerektigini gdstermektedir. Ayrica, serbest
radikal etkisine karsi korunmanin KAH olusumunu 6nlemede son derece 6nemli oldugu da
anlasilmaktadir.

Calismamizda KAH’da, Ox-LDL ile tutulan damar sayisi arasinda dnemli pozitif

korelasyon bulunmustur. Bu bulgu, Ox-LDL’nin koroner kalp hastaligi i¢in oynadigi roli
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daha net gostermesi bakimindan oldukc¢a 6nemlidir. Literatiirde bdyle bir korelasyonu ortaya
koyan baska herhangi bir calismaya rastlayamadik.

Yine, ¢aligmamizda KAH’da Ox-LDL ile NO arasinda anlamli negatif bir korelasyon
bulunmustur. Bu bulgu her iki parametrenin birbirinden bagimsiz oldugunu gostermektedir.
Ciinkii, Ox-LDL olusumunun asil sebebi NO disindaki diger serbest radikallerdir. Ayrica, Ox-
LDL’nin eNOS gen expresyonunu azalttig1 bildirilmistir (106). Buna gore, yiiksek Ox-LDL
diizeyleri ile birlikte NO diizeyinin de artmis olmas1 baska mekanizmalarin da NO artisinda
etkili oldugunu gostermektedir. Nitekim, aterosklerotik plaklarda aktive olmus makrofajlarin,
sitokin salinimini uyararak indiiklenebilir NOS izoformunun salinimini uyardigi ve bu
enzimatik uyarilma sonucu eNOS tarafindan sentezlenen NO miktarlarinin yaklagik 100 kati
kadar artt1g1 kaydedilmistir (107).

Ote yandan, KAH da TAA diisiik ve Ox-LDL’nin yiiksek ¢ikmas1 bu hastalar agisindan
¢ok onemli bir bulgudur. Ancak, Ox-LDL yiiksek ve TAA diisiik bulunmusken her ikisi
arasinda pozitif bir korelasyon ¢ikmasini izah edemedik. Fakat, kontrol grubunda bdyle bir
korelasyon ¢ikmadigi halde sadece hasta grubunda bu tip bir korelasyonun bulunmus olmast
hastalara uygulanan tedaviden kaynaklanmis olabilir.

Ote yandan, Ox-LDL’nin artis1 TAA azalmasindan ziyade serbest oksijen radikallerinin
(SOR) artmasinin bir sonucudur. Ciinkii, SOR artis1 antioksidanlarin tiikketimiyle sonuglanir.
Sonugta, SOR artis1 hem Ox-LDL artis1 hem de TAA azalmasina neden olur. Dolayis1 ile, Ox-
LDL diizeyindeki artis ile TAA diizeyindeki azalis birbirlerine olan etkiden ziyade SOR
etkisinin bir sonucudur.

Calismamizda ortaya c¢ikan en 6nemli bulgulardan birisi de hasta gurubunda tedavi
sonucu lipid parametreleri diismiis olmasina ragmen Ox-LDL diizeyinin olduk¢a yiiksek
olmasidir. Ciinkii, gerek bizim bulgularimizdan gerekse diger arastirmacilarin bulgularindan
Ox-LDL’nin diger lipid parametrelerinden ¢ok daha onemli bir risk faktorii oldugu
anlasilmaktadir. Dolayisi ile, koroner arter hastalarinda lipid diisiiriicii tedaviye ilave olarak

antioksidan tedavinin de mutlaka uygulanmasi gerektigi kanaatindeyiz.

5.3. NITRIiK OKSIiT BULGULARININ TARTISILMASI

Calismamizda NO diizeylerini koroner arter hastalarinda kontrollere kiyasla belirgin
yiiksek bulduk.
Bu bulgumuz ¢ok sayida arastirmacilarin bulgulari ile uyum halindedir (81,108,109) .

Nitekim; Yoon ve arkadaslar1 (81), koroner arter hastalarinda plazma nitrik oksit diizeylerini
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kontrollere kiyasla daha yiiksek bulmuslardir. Yine aymi c¢alismada hipertansiyonu olan
koroner arter hastalarinda NO diizeyinin hipertansiyonu olmayanlara kiyasla daha yiiksek
oldugu gosterilmistir.

Akarasereenont ve arkadaglari (108), anjiografi ile koroner lezyonun varlig1 gosterilen
hastalarda NO diizeylerinin saglikli kontrollere gore daha ytiksek oldugunu bulmuslardir.

Ferlito ve arkadaslar1 (109), koroner arter hastaligi olan hastalarin nitrit diizeylerini
kontrollere kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulmuslardir. Bu artisin 6zellikle akut koroner kalp
hastaligr olan hastalarda daha da belirgin oldugunu gostermislerdir. Ayni arastirmacilar,
hipertansif koroner arter hastalarinin ortalama nitrit degerlerini hipertansiyonu olmayanlara
kiyasla anlaml1 derecede yiiksek bulmuslardir. Ayrica, KAH ve hiperkolesterolemik kisilerde
nitrit seviyelerinin kontrollere gore dnemli derecede yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Goriildiigi gibi yukaridaki aragtirmacilarin bulgulart bizim bulgularimizi destekler
mabhiyettedir.

Calismamizda sadece 19 hasta nitrat tiirevi kullaniyordu. Bu hastalara ait NO degerleri
50,7 £ 29,6 umol/L seklindedir. Nitrat tiirevi kullanmayan hastalara ait NO degeri ise 47,03 +
29,5 umol/L dir. Her iki bulgu arasindaki fark istatistiki acidan 6nemli degildi. Dolayisiyla,
hastalarimizdaki yiiksek NO bulgularinin tedaviden ziyade artmig NO sentezinin sonucu
oldugu anlagilmaktadir.

Akut miyokard hipoksisinde hipoksiye karsi kompansatuvar ve koruyucu bir rol
oynamak tlizere NO’nun artt1ig1 kaydedilmistir. Yine, hiperkolesterolemik ve hipertansif KAH
da da NO iiretiminin arttigi ve bu artisin endotele olan baskinin azaltilmasi amaciyla
adaptasyon sonucu gelistigi bildirilmistir (81,109). Ayrica, koroner arter hastaliginin bir risk
faktorii olan hipertansiyonda artmis shear strese bagli olarak NO diizeyinin arttig1
kaydedilmistir (81). Uzamis hipoksiyi tolere etmek icin de endotele bagli bir adaptif cevap
sonucu NO’nun artabilecegi belirtilmistir (109).

5.4. eNOS GEN POLIMORFIZMi BULGULARININ TARTISILMASI
Koroner arter hastaligi multifaktoriyel bir hastalik olup, prevalansi irklar ve etnik
gruplar arasinda farklilik gosterebilir. Aym sekilde eNOS gen polimorfizminin ¢esitli etnik

gruplar arasinda farklilhik gosterdigi bildirilmistir. KAH ile ilgili c¢esitli eNOS gen

polimorfizmi oldugu gosterilmistir (81).
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Bu yiizden ayni enzimin farkl etnik 6zellikleri, ¢cevre sartlar1 ve yasam tarzlari olan
bdlgemiz insanlarinda eNOS polimorfizminin belirlenmesi bolgemizde KAH riski agisindan
biiylik 6nem arz eder.

eNOS geni intron 4 a/b VNTR bolgesi aa genotipi nadir olup siklig1 farkl
populasyonlar arasinda %1 ve %10,6 arasinda degigsmektedir (110).

Calismamizda KAH ile kontrollere ait intron 4 VNTR polimorfizmi ve intron 23 G10-
T polimorfizmi bakimindan 6nemli bir fark bulunamamistir. Yine, calismamizda KAH ve
kontrol vakalarinda intron 23 geninin tamamen GG seklinde oldugu bulunmustur. Ayrica her
iki gen ile hastalik riski arasinda da bir iligki bulunamamuistir. Literatiirde bu konuda farkl
bulgular elde edilmistir. Ulkemizde sadece Adana bdlgesinde intron 4 VNTR polimorfizmi
tizerine bir ¢aligma (110) yapilmis intron 23 G10-T polimorfizmi hakkinda ise herhangi bir
calisma yapilmamistir. Dolayisi ile, tilkemizde intron 23 G10-T polimorfizmi ilk defa bu
calismada arastirtlmis bulunmaktadir.

Yoon ve arkadaglar1 (81), Giiney Koreli insanlarda KAH ile saglikli kontroller
arasinda intron 4 VNTR polimorfizmi bakimindan énemli fark bulamamislardir.

Matyar ve arkadaslart (110), tarafindan iilkemiz Adana bolgesinde yapilan bir
calismada KAH ile kontroller arasinda intron 4 VNTR polimorfizmi bakimindan énemli fark
bulamamislar, fakat intron 4 VNTR polimorfizminin diger risk faktorleri ile birlikte
degerlendirildiginde koroner arter hastalig1 i¢in risk faktorii oldugunu belirlemislerdir.

Hibi ve arkadaslar1 (111), intron 4 a/b geninin aa genotipi ile AMI’1n artmis riski ve
koroner aterosklerozun siddeti arasinda onemli bir iliski bulamazken Ichihara ve arkadaslari
(112), eNOS’un a allelinin Japonlarda myokard infarktiisii i¢in bir risk faktorii oldugu
sonucuna varmislardir.

Nakagami ve arkadaglar1 (113), 40 koroner arter hastasi ve 34 kontrol vakasi iizerinde
yaptiklar1 ¢alismalarinda koroner arter hastaligi ile eNOS ve ACE gen polimorfizmi
arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Sonugta, her iki grup arasinda a ve b alleli siklig1 agisindan
bir fark bulamamuslardir.

Odawara ve arkadaslar1 (114) da Japonlarda KAH ve eNOS intron 4 a/b gen
polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki bulamamiglardir.

Park ve arkadaslar1 (115), akut MI ve eNOS gen polimorfizmi arasinda 6nemli bir
korelasyon bulmuslar ve a/a genotipine sahip bireylerin akut MI i¢in artmis bir riske sahip
olduklarini1 géstermislerdir.

Fowkes ve arkadaslar1 (116), periferal arter hastaligi ve koroner kalp hastaliginin,

metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) ve eNOS gen polimorfizmleri ile olan iliskisini
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arastirdiklar1 ¢alismalarinda, gruplar arasinda MTHFR ve eNOS genotipleri bakimindan
anlamli bir fark bulamamiglardir. Bununla birlikte eNOS 4a allelinin sigara igmeyen koroner
kalp hastalariyla zayif iligkili oldugunu gostermislerdir.

Pulkkinen ve arkadaslar1 (76), eNOS geninin intron 4 polimorfizmini, tip II diabeti
olan koroner kalp hastasi, diabeti olmayan koroner kalp hastasi ve saglikli kontrollerde
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, eNOS geni intron 4a alleli ile KAH ve tipll DM arasinda bir
iliski bulamamislardir. Ancak, KAH olan tip Il DM’li hastalarda 6zellikle artmis kan basinci
seviyeleri ile intron 4a alleli arasinda pozitif bir iligki bulmuslardir.

Poirier ve arkadaslar1 (117), MI’lh hastalarla saglikli kontroller arasinda intron 4
VNTR polimorfizmi bakimindan énemli bir fark bulmamuslardir.

Wang ve arkadaslar1 (118), sigara i¢en ve ileri derecede tikali damari olan hastalarda
eNOS 4aa alleli oraninin damar tikaniklig1 olmayan veya hafif olanlara kiyasla énemli oranda
arttigint bulmuslardir.

Poirier ~ ve arkadaglar1 (117), MI’mn eNOS gen polimorfizmi ile olan iliskisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda intron 23 ile MI arasinda herhangi bir iliski olmadigini
bildirmislerdir.

Yoon ve arkadaslar1 (81), koroner arter hastalarinda intron 23 deki GI10-T
polimorfizmindeki G allel sikligin1 kontrollere kiyasla daha yiiksek bulmuslardir.

Sonug olarak, eNOS’un genetik polimorfizmi ile plazma NOx diizeyi ve KAH riski
arasindaki iliskiyi ortaya koymak icin daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Ozellikle, gen
expresyonu ve protein iiretiminin arastirilmast gerektigi kanaatindeyiz. Bu amagla mRNA ve

eNOS’un enzim aktivitesinin arastirilmasi faydali olacaktir.
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6. OZET

Bu ¢alisma 40-70 yaslar1 arasinda toplam 106 koroner arter hastas1 (KAH) (30 kadin,
76 erkek) ile 41-73 yaslar1 arasinda higbir sikayeti ve bulgusu olmayan toplam 89 saglikli
kontrol (49 kadin, 40 erkek) vakasi lizerinde gergeklestirildi. Hasta grubuna anjiografi ile
koroner arterlerinin en az birinde %50’den fazla tikanik oldugu belirlenen kisiler alindi.

Vakalardan sabah a¢ karna kan ornekleri alindi ve total antioksidan aktivite(TAA),
Ox-LDL, NO ve eNOS gen polimorfizmi arastirildi. Tiim bireyler sigara ve alkol kullanima,
HT, DM varlig1 ve aile dykiisii bakimindan sorgulandi.

Ox-LDL tayini, Mercodia marka ticari kit kullanilarak ELISA metoduyla, NO tayini
Griess metoduyla ve antioksidan aktivite tayini ise spektrofotometrik yontemle calisildi.
Vakalarin tam kanlarindan DNA izolasyonu yapilarak PCR-RFLP teknigi ile genetik
analizleri yapildi. Bulgular asagidaki gibidir:

KAH’da Ox-LDL ve NO diizeyleri kontrollere kiyasla énemli oranda yiiksek, TAA
diizeyleri ise diisiik bulundu. Ox-LDL ile tutulan damar sayisi arasinda onemli pozitif
korelasyon bulundu.

KAH’da Ox-LDL , NO ve TAA diizeyleri siras1 ile 2,332 + 0,896 U/L, 47,78 £+ 27
umol/L ve 0,915 + 0,225 mmol/L olarak, kontrollerde ise ayni parametler sirasi ile 1,983 +
0,682 U/L, 41,44 £ 25,9 umol/L ve 1,0495 + 0,173 mmol/L olarak bulundu.

KAH’lan ile sagliklt kontrol grubu arasinda eNOS intron 4 VNTR ve intron 23
polimorfizmi bakimindan énemli bir fark bulanamadi.

Sonug olarak, serbest radikallerin ve Ox-LDL’nin KAH’1n patogenezinde 6nemli rol
oynadigi belirlendi. Ayrica, KAH ile eNOS intron4 VNTR ve intron 23 polimorfizmi arasinda
herhangi bir korelasyon bulunamadi. Bu konuda daha fazla arasgtirma yapilmasi gerektigi

sonucuna varildi.



7. SUMMARY

INVESTIGATION OF Ox-LDL, TOTAL ANTIOXIDANT ACTIVITY, NITRIC
OXIDE AND eNOS GENE POLYMORPHISM IN PATIENTS WITH CORONARY
ARTERY DISEASE.

The study was performed on 106 patients (30 F, 76 M) with coronary artery disease
(CAD) aged between 40-70 years and 89 healty controls (49 F, 40 M) aged between 41-73
years. All patients had more than 50% stenosis in at least one coronary artery documented by
angiography.

Ox-LDL, total antioxidant activity (TAA), NO and eNOS gene polymorphism were
measured on fasting blood samples. Smoking, alcohol drinking, HT, DM and family history
of all cases were recorded.

Ox-LDL was measured using a commercially available kit (mercodia) by ELISA
method, NO was measured by Griess reaction, TAA was measured spectrophometrically,
eNOS gene polymorphism was investigated by PCR-RFLP technique.

Ox-LDL and NO levels of the patients were significantly higher whereas TAA level
was lower than the same parameters of the controls.

Ox-LDL, NO and TAA levels of the patients were 2,332 + 0,896 U/L, 47,78 + 27
umol/L and 0,915 + 0,225 mmol/L respectively. The same parameters of the controls were
1,983 £ 0,682 U/L, 41,44 £ 25,9 umol/L and 1,0495 + 0,173 mmol/L respectively.

A significant positive correlation was found. between Ox-LDL and the number of
stenotic vessels.

No significant difference was found between eNOS intron 4 VNTR and intron 23
polymorphism of the patients and the controls.

Our results shows that free radicals and especially Ox-LDL play an important role in
the pathogenesis of the disease. Also, we have found no correlation between CAD and eNOS

polymorphism which need to be further investigated.
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