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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar tim diinyada farkli etnik gruplardaki erkek ve
kadinlarda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Kardiyovaskiiler hastaliklara yol
acan durumlardan birisi koroner arterlerin daralmasina neden olan aterosklerozdur

(Murray CJ ve ark 1997, Ross R 1986, Tousoulis D ve ark 2003).

Son yillarda aterosklerozda inflamasyonun roliine dair kanitlar artmaktadir
(Ross R 1993). Inflamasyonun ateroskleroz, ateromatdz plak biiyiimesi ve plak
kopmasindaki roliiniin daha iyi anlasilmasi ileriki donemde kardiyovaskiiler hastalik
riski altinda olan bireylerin tanimlanabilmesi i¢in dolasimda bulunan inflamasyon

biyobelirteglerine olan ilgiyi tetiklemistir (Pearson TA ve ark 2003).

ADMA, serbest L-arjininin metilasyonu ile olusmamaktadir. ADMA, hiicre
¢ekirdeginde baskin olarak bulunan birtakim proteinler araciligiyla L-arjininin
posttranslasyonel modifikasyonu ile agiga ¢ikar. Arjinin kalintilarinin metilasyonu
protein arjinin  N-metiltransferazlar (PRMT) denen birtakim enzimlerce
gerceklestirilmektedir. Proteinler proteolize ugradiginda serbest metilarjininler aciga

cikmaktadir.

Iki tip PRMT aktivitesi bildirilmistir. Tip 1, ADMA’i olustururken tip 2
SDMA’i meydana getirmektedir (Tran CT 2003).

ADMA, Endotelyal NOS’mn aktivitesini azaltmak suretiyle vaskiiler yapiy
etkileyebilir. Hasarlanmis damar duvarimi 6rten endotelyal hiicreler, artmis hiicre igi
ADMA seviyelerine sahip olup bozulmus endotelyum bagimli vazodilatasyon
gosterirler (Weidinger FF ve ark 1990, Masuda H ve ark 1999).

ADMA seviyesindeki ytikseklikler aterogenezdeki klinik siireglerle iligkilidir.
Degisik seviyelerde risk tasiyan Japon bireylerde yapilan bir calismanin coklu
degisken analizleri, ADMA diizeyi ve yasin, karotid intima-media kalinliginin tek

bagimsiz gostergesi oldugunu bildirmektedir (Miyazaki H 1999).

ADMA’nin (fakat SDMA’nin degil) yikimi biiylik oranda DDAH enzimi
tarafindan gergeklestirilir (McDermott JR 1976, Murray-Rust J ve ark 2001).



DDAH enziminin DDAH 1 ve DDAH 2 olmak {izere 2 izoformunun oldugu,
azalmis DDAH fonksiyonelligine yol acabilecek polimorfizmlerin ADMA birikimi
ile sonuglanabilecegi ve NO sinyalizasyonunda diislise yol acabilecegi
bildirilmektedir. Arastirmacilar bu nedenle baskin form olan DDAH 1 enzim
formunun hastalik arastirmalarinda aday bir gen olabilecegini bildirmektedirler

(Pankaj Sharma ve ark 2010).

DDAH2/ ADMA yolaginin kardiyak NO iizerine etkilerinin oldugu fakat
normal kosullarda kan basincina ilimli etkiler sagladigint gosterdigini bildirmislerdir

(Kazuhiro Hasegawa ve ark 2007).

Calismamizda koroner kalp hastalarinda arginin metabolizmasinda ortaya
cikan degisikliklerin arastirmasi amaglanmistir. Bu calismada caligmaya goniillii
olarak katilan koroner kalp hastalarinda ADMA seviyeleri ve DDAH(EC 3.5.3.18)
enziminin genetik varyasyonu incelenmistir. Koroner kalp hastaligi olan bireylerde
genetik olarak polimorfizm olmasi kardiyovaskiiler olaylara yatkinligi arttirabilir.
DDAH enziminde bu genetik degisimin saptanmasi ile bu hastalik grubunda daha

ileri tedavi protokolleri gelistirilmesine katki saglamas1 amaglanmuistir.



2. LITERATUR BILGI

2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz, plazma kaynakli aterojenik lipoprotein birikimine karsi arter
intimasinda gelisen kompleks inflamatuar, bir yanittir (Tamminen M 1999). Orta ve
biiyiik capli arterlerin intima ve mediasinda ilk 6nce endotel bozukluklar1 devaminda
aterosklerotik plak gelisimi ile sonuglanan yaygin yapisal degisimlere neden olur

(Nenci GG, 1999).

Ateresklerozun koroner arterlerde meydana gelmesi ile olugsan hastaliga

Koroner Arter Hastaligi (KAH) denilmektedir.

Ateroskleroz elastik arterlerin (aorta ve popliteal arterler) ve biiyiik-orta
biiyiikliikteki miiskiiler arterlerin (koroner ve popliteal arterler) hastaligidir. Nadiren
daha kiiciik arterler etkilenirler. Ateroskleroz; nedenleri tespit edilip tedavi edilirse
durdurulabilen veya geriletilebilen ¢ok faktorlii, sadece koroner arterleri degil tiim
arterleri tutabilen sistemik bir hastaliktir (Cem H 2002). Endotel fonksiyonlarinin
bozulmasi ile baglayan aterotrombotik siire¢, aterom plaginin olugmasi, komplike
olmas1 ve ilizerine trombiis oturmasiyla, akut iskemik olaylar olarak klinikte ortaya
cikarlar. Makrofajlar, lenfositler ve trombositler siiregte yer alan diger Onemli
hiicrelerdir. Inflamatuar sitokinler ve litik enzimler hem siirecin ilerlemesine hem de

plagin yarilabilir olmasina katkida bulunurlar (Oren Z 2004).

Dolasimdaki monositler damar duvarina gé¢ etmekte ve endotelyal hasara yol
acabilecek ¢ok sayida sitokinlerin ve biliylime faktorlerinin salinimina yol
acmaktadir. Ateroskleroz gelisiminde kisisel ve g¢evresel faktorler rol oynamakta
olup kisisel faktorler birinci derece akrabalarda koroner arter hastalifi olmasi,
hipertansiyon, kolesterol yiiksekligi, diabetes mellitus olmasi, yas ve netlestirilmemis
genetik faktorlerdir. Cevresel veya sonradan edinilen risk faktorleri ise sigara

kullanim, yiiksek kolesterol icerikli beslenme, stresli ve pasif yasam seklidir.

Genetik faktorler nadiren tek baslarina semptomatik ateroskleroza (6rn,
homozigot LDLR eksikligi) neden olabilirler. Bireyin proaterojen faktorlere cevabini

ve damar duvarinin aterojen uyartya yatkinligini siklikla genetik yap1 belirler. Ancak

3



cevresel faktorler hastaligin ilerleme hizim1 (plak olusumu) belirgin sekilde

etkileyerek KAH gelisip gelismeyecegini belirler (Solberg LA ve ark 1983).

Baz1 kisiler ateroskleroza diger insanlardan daha yatkindir (6rn, erkekler
kadinlara gore) ve aynt durum aym kiside farkli arter segmentleri i¢in de gegerlidir.
Kisinin proaterojenik faktorlere cevabini ve damar duvarinin aterojen uyariya
yatkinligin1 genellikle genetik yap1 belirler. Ancak c¢evresel faktorler hastaligin
ilerleme hizini belirgin olarak etkiler ve KAH gelisip gelismemesinde etkili olurlar

(Falk E ve ark 2004).
2.2. Aterosklerozun Epidemiyolojisi

Ateroskleroz, geleneksel olarak gelismis tlkelerin bir sorunu olarak kabul
edilmesine ragmen, bu tablo giliniimiizde degismistir. Gelismekte olan {ilkelerin,
enfeksiyon hastaliklari ile savasta basarili olmasi, ¢ok sayida kisinin, ileri orta yas
donemi ve yaslilik donemine kadar yasamasina yol agmistir. Bu toplumlarda,
koroner hastaligin insidansi, Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya’ya gére daha
diisiik olmakla birlikte, risk altinda olan kisilerin sayisinin fazla olmast ve Cin gibi
bolgelerde, fel¢ insidansinin nisbeten yliksek olmasi, aterosklerozu diinya genelinde,

en 6nde gelen 6liim nedeni haline getirmektedir (Crawford ve ark 2003).

Ateroskleroz toplumda en sik rastlanan hastalik olup, en fazla sakatlanmaya
ve Oliime yol acan hastaliktir. Ana belirtilerini koroner arter hastaliklar1 ve iskemik
inme olarak yapar. Kuzey Amerika ve Avrupa’daki oOliimlerin {igte birinden
sorumludur (Hankey G 1998). ABD ve Avrupa’da (17 Bat1 Avrupa iilkesinde) yillik
myokard enfarktiisii insidans1 (yeni olgu/yil) 2.1 milyon, iskemik inme insidans1 ise
1.75 milyondur. Ancak aterotrombotik olaylara bagli gelisen komplikasyonlar
bolgeden bolgeye degismektedir. Aterosklerotik myokard olaylarinin ABD’ de (350
yeni 0lgu/100.000/y1l) diger Avrupa iilkelerine (Fransa; 150 olgu; Italya 150 olgu;
Ingiltere 250 olgu/100.000 populasyon/yilda) gore insidansi daha fazladir. iskemik
aterosklerotik inmeler agisindan bakildiginda bu iilkelerdeki insidans benzer olup,

120-180/100.000/y1l olarak degismektedir (Giroud M ve ark 1991).

Tiirkiye’de epidemiyolojik verilere gore 1000 eriskin niifusta 63 kalp

hastasinin 35’1 aterosklerotik koroner, 20’si de hipertansif kalp hastasidir. Tiirkiye



genelinde eriskinlerde, aterosklerotik kalp hastalifi prevelansi %3.8 (erkeklerde
%4.1, kadinlarda %3.5)’dir. Aterosklerotik koroner kalp hastaligi prevalansi %2 veya
altinda iken 50-59 yaslarinda %8 sikligindadir. Aterosklerotik vaskiiler risk
faktorlerinden hastalarin  %36’sinda  hipertansiyon, %?27’sinde sigara i¢imi,
%16’sinda hiperkolesterolemi, %16’sinda obezite, %7.5’unda diyabet saptanmuistir.
TEKHARF c¢alismasinin sonuglarina gore aterosklerotik kalp hastaliklarinda
hipertansiyon 3.2 kat, yiiksek kolesterol veya diyabet normalden 2 kat daha siktir.
Hipertansiyon 50 yas iizeri erkeklerin %7.8’inde, kadinlarin %14’iinde mevcuttur.
Onemli risk faktérlerinden olan diyabetin erkeklerde %2.5’luk prevelansina karsin
kadinlarda prevelans %4’tiir. Bir bagka risk faktorii olan obezite, iilkemizde
erkeklerde %9 civarinda iken kadinlarda %30 gibi yiiksek rakamlara ¢ikmaktadir.
Sigara icimi ise erkeklerde %59-60’11 rakamlara ¢ikmakta ise de kadinlarda %19
dolaymdadir (Onat A 1996).

Semptomatik aterosklerozu olan hastalarin izlemi ve bakimi, geleneksel
olarak tibbi uygulamanin bir¢ok dallar1 arasinda paylastirilmistir. Ateroskleroz.
birden fazla hastalifa neden olan bir patofizyolojik siire¢ olarak kabul edilir.
Kardiyologlar koroner hastalikla, ndrologlar serebrovaskiiler hastalikla ve damar
cerrahlari, karotis ve periferik arterlerdeki aterosklerozla ilgilenirler. Aslinda bu

ayrim tamamen sunidir ¢iinkii ateroskleroz sistemik bir hastaliktir (Crawford ve ark

2003).

Tiirk Kardiyoloji Derneginin 2000 yilinda yayinladigi raporda hastaligin
tilkemizdeki Onemi vurgulanmaktadir. Buna gore aterosklerozun neden oldugu
koroner arter hastaliklar1 ve inmeden kaynaklanan 6liimlerin, tiim 6liim nedenlerinin

%43 1inii olusturdugu tahmin edilmektedir.

Bu rakamlar Avrupa iilkeleri ile kiyaslandiginda, koroner 6liim oraninin
erkeklerimizde en yiiksek mortaliteye sahip oldugu bilinen Baltik iilkeleri ve Rusya
siniflamaya dahil edilmediginde ilk sirada yer aldigi, kadinlarimizda ise, Ukrayna
kadinlarinda goriilen 6liim oranindan sonra ikinci sirada oldugu bildirilmektedir

(Turk Kalp Raporu 2000).

Etyolojik, patofizyolojik, klinik ve epidemiyolojik karmasikligina ragmen,

ateroskleroz Onlenebilir bir hastaliktir. Bu konu ile ilgili pek ¢ok bulgu vardir. Temel



epidemiyolojik incelemeler, ateroskleroz ile iligkili klinik olaylarin insidansinda ¢ok
fazla degisiklik gostermektedir. Ornegin, orta yasta, akut miyokard enfarktiisii
(AMI), erkeklerde, kadinlara gore 3-4 kat daha fazladir ve iskemik kalp hastaligina
bagli mortalite oranlari, sadece Avrupa’da dort kat degisim gostermektedir (Tunstall-
Pedoe H ve ark 1999). Ancak, en Onemli nokta, aterosklerotik hastaliklarin
insidansinin, nisbeten kisa siireler i¢inde, her iki yonde de radikal olarak
degisebilmesidir. Bu degisiklikler, genetik faktorlerle agiklanamayacak kadar fazla
ve hizlidir; bunlar ¢evrede veya davranista degisikliklerin etkisini yansitmaktadir. Bu
tir ipuclari, bilim insanlarini, degistirilebilir risk faktorlerini temel analitik

epidemiyolojik calismalar ile arastirmaya yonlendirmistir (Crawford ve ark 2003).
2.3. Aterosklerozun Patofizyolojisi

Ateroskleroz fizyopatolojisini Virchow iicliisii ile tanimlarsak damar
duvarindaki degisiklikler, kan akiminda meydana gelen bozukluklar ve kanda

dolasan sistemik faktorlerdir.

Aterosklerotik siire¢, bilinen risk faktorlerinin (hiperlipidemi,hipertansiyon,
diyabet, yaslanma, sigara) endoteli bozmasi ile baslar. Damar i¢i homeostaz ve
homeostazin  diizenlenmesinde temel bir rol iistlenen endotel hiicrelerinin
fonksiyonunun bozulmasi, bu hiicrelerin, aterotromboza kars1 koruyucu nitelikteki

maddeleri (nitrik oksit, prostaglandin) iiretme yetenegini azaltir.

Stirekli mikrotravma altinda bulunan damar agizlari, catallanma ve kivrilma
bolgeleri, endotel fonksiyon bozuklugunun ilk gorildiigii damar yerleridir. Segici
gecirgen ve antitrombotik 6zelligini yitiren endotel, hiicre ve yaglarin gecisine izin
verirken, lipoprotein oksidasyonu, diiz kas proliferasyonu, hiicre dist matriks
olusumu ile pargalanmasini ve trombositlerin aktiflenmesini uyarir (Fuster V ve ark

2003).

Endotel altinda depolanmaya baslayip okside olan lipoproteinler inflamatuar
siirecin baslamasini tetikler. Bu sekilde salinimi artan bazi adezyon molekiilleri,

kemoreaktanlar ve biiylime faktorleri siireci tetikler (Rauch U ve ark 2001).



2.3.1. Endotel Disfonksiyonu

Endotel saglikta ve hastalikta kalp-damar islevlerinin devamliligini saglayan
onemli bir organdir. Endotel hiicreleri uzun yillar yalnizca kan ve damar diiz kasi

arasinda yar1 gecirgen ve damar duvarini koruyucu bir bariyer olarak diisiiniilmiistiir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ise endotelin damar diiz kas mitojenitesi,
vaskiiler tonus, trombositlerin antiadezif ve antiagregan etkileri, lokosit
fonksiyonlari, koagililasyon mekanizmasi, angiogenez, tiimor biiyiimesi ve yayilmasi
tizerinde aktif rol oynayan kompleks bir organ sistemi oldugunu gdstermistir.
Nitekim eriskindeki toplam endotel kitlesi 1.5 kg ile yaklasik olarak karaciger kiitlesi
kadardir (Di Corleto PE ve ark 1996).

Aterojenik uyarilar endotel yap1 ve fonksiyonlarinda adaptasyonla ilgisi
olmayan degisiliklere yol acabilir (Falk E ve ark 2004). Endotel hiicrelerinin
fonksiyonunun bozulmasi, bu hiicrelerin, aterotromboza karsi koruyucu nitelikli
maddeleri (nitrik oksid, prostaglandin) iiretme yetenegini azaltirken siireci tetikleyen
adezyon molekiillerinin (hiicreleraras1 adezyon molekiil-1, VCAM-1 ve selektin) ve
kemoreaktanlarin (monosit kemoreaktan protein-1, makrofaj koloni uyarici faktor,
interldkin-1, interlokin-6, interferon-a ve interferon-y) salgilanmasini artirir (Oren Z
2004). Endotel disfonksiyonuna neden olan bu maddeler ile birlikte pro ve
antitrombotik faktorler, biiylime faktorleri, inhibitorleri ve vazoaktif faktorlerin
fonksiyonlarindaki bolgesel dengesizlikler aterosklerozun baslama, ilerleme ve klinik
komplikasyonlarinda 6nemli rol oynarlar (Di Corleto PE ve ark 1996). Aterosklerotik
plagin olusumunda ve klinik tablo olusturacak sekilde bozunmasinda yiizey
proteinleri 6nemli rol oynar. Bu siirecin onemli hiicreleri endotel, 16kosit ve
trombositlerin ylizeyinde beliren, inflamasyon ve trombozun ortaya ¢ikisina katkida
bulunan bu proteinler, baslica ii¢ grupta toplanabilirler: Selektinler, immuglobulin iist
ailesi ve integrinler (Rugger LF ve ark 2002). Selektinlerin gorevi lokosit ve
trombositlerin  endotel hiicresi ile etkilesimlerini diizenlemektir. P-selektin
trombositlerin, E-selektin endotel hiicresinin inflamasyon ile uyarilmasi sonucunda

belirirken, 16kositlerin uyarilmast ile yiizeylerinde L-selektin diizeyi artar.

Adezyon molekiilleri immunglobulin {iist ailesinde yer alir. Bu molekiiller

niikleer reseptor NF Kappa-B’nin kontrolii altindadir. Damarsal hiicre adezyon



molekiilii (VCAM-1), hiicre i¢i adezyon molekiilii 1 ve 2 (ICAM-1 ve 2) ve
trombosit-endotel adezyon molekiili-1 (PECAM-1), hem hiicrelerin plaga
tutunmasini  saglar hem de kronik inflamatuar siirecte rol alirlar. Integrinler,
trombosit-endotel, trombosit-16kosit ve endotel-16kosit arasindaki iliskide etkili olan

proteinlerdir. Trombositlerin aterotrombotik siirecte roliinii belirleyen integrinlerdir.

Bunlardan en ¢ok {izerinde ¢alisilan1 Glikoprotein IIb/Illa’dir ve agregasyon

ile trombiis olusumunda temel rol tistlenmektedir (Rugger LF ve ark 2002).

Aterosklerozda onemli rol {istlenen bir bagska madde grubu da reaktif oksijen
tiirleridir  (ROS). Inflamasyon, yaralanma ve onarimda sentezleri artar.
Aterosklerozda plagin olugmasinda, yliksek riskli duruma gelmesinde ve trombiis
olusmasinda etkilidirler. Bilinen biitiin risk faktorleri oksidatif stresi artirirlar

(Rugger LF ve ark 2002).
2.3.2. Ateroskleroza Yatkin Bolgeler

Aterojenik uyarandan bagimsiz olarak 6zellikle bifurkasyonlarda olmak {izere
dogumdan itibaren herkeste belli bolgelerde tikayici olmayan intimal kalinlagmalar
vardir. Bu intimal kalinlagmalar zamanla ilerler. Adaptif intimal kalinlagmalar
basing, cevresel gerilim veya baski ve shear stres (dilatasyon) gibi mekanik giiclere
yanit olarak gelisir (Hughes SD ve ark 1997). Azalmis duvar shear stres ve artan
basing (HT) adaptif intimal kalinlagmay1 tesvik ederek basinct normale ¢ekmeyi
hedefler. Ekzantrik intimal kalinlasma siklikla basmcin esit dagilmadig

biflirkasyonlara yakin ve dallanma bdlgelerinde goriiliir (Stary HC ve ark 1992).

Kanitlar akim 6zelliklerinden daha c¢ok damarin seklinin adaptif intimal
kalinlagma miktarin1 belirledigini ve sonunda semptomatik lezyon olusumu i¢in risk

faktori olusturdugunu diisiindiirmektedir (Weninger WJ ve ark 1999).
2.3.3. Yagh Cizgiler

Aterosklerozun erken lezyonlar1 6zellikle disfonksiyone endotelde, intimal
kalinlasmanin oldugu ateroskleroza meyilli bélgelerde olusur. Inflamasyon ve

immiin yanitlar aterogenezin daha en baginda 6nemli rol oynarlar (Ross R 1999).



Hiperkolesterolemi endotel gecirgenliginde artma, hiicre gociinde artma ve
lipoproteinlerin intimada birikmesi ile ve endotel aktiflenmesi monosit ve T lenfosit
toplanmasma yol agan VCAM-1" in fokal ekspresyonu ile iliskilidir. Intimada
monosit kokenli makrofajlar kandan gelen LDL’ leri, olasilikla oksidatif degisimden
sonra ¢opcili (scavenger) reseptorleri araciligiyla igeri alirlar ve lipidden zengin
kopiik hiicrelerine doniisiirler. Bu enflamatuvar hiicreler erken yagl ¢izgi

lezyonlarimin esas kismini olustururlar. T hiicre ve makrofaj orani 1:10 ila 1:50° dir.

Aktif makrofaj ve T lenfositlerin varlig1 aterosklerotik plakta immunolojik bir
reaksiyonun varligin1 gosterir. Yaglt cizgilerin olgun aterosklerotik plaklara
doniismesinde olasilikla 6nemli rol alirlar (Hansson GK 1996). Yagh ¢izgiler liimen

icine uzanmaz ve dolayistyla semptoma neden olmazlar (McGill HC Jr 1984).

Intimada lipid yiiklii k&piik hiicreleri ciplak gdzle sar1 nokta veya yarik
seklinde yagh cizgiler goriilebilir. Yakin zamanda yagl ¢izgilerin insan fetiislerinde
de oldugu fakat gec gebelikte ve erken cocukluk déneminde diisiik kan kolesteroliine
bagli olarak fetal aortik yagli ¢izgilerin gerileyebilecegi ve ¢ocukluk doneminden

sonra tekrar ilerleyebilecegi gosterilmistir (Napoli C 1999).

Geg donemde erkeklerde lezyonlarin daha ileri olmasina karsi hayatin erken

doneminde yagli ¢izgiler kadinlarda erkeklerden daha fazladir (McGill HC Jr 1997).
2.3.4. Plak Olusumu

Normal arter 3 ayr1 katmandan olusur. i¢ten disa endotel, media ve

adventisya.

Tek katli endotel hiicreleri ile kapli intimaya bitisik olan subintima tabakasina
vaskiiler diiz kas hiicreleri gomiiliidiir. Tunika media ile arasinda i¢ elastik lamina

vardir. Tunika media diiz kas hiicreleri zengin kollajen ve elastin arasina gomiiliidiir.

En dis tabaka olan adventisya ile media arasinda da dis elastik lamina
bulunur. Intima tabakasindaki yagli ¢izgiler, tiimii endotel hiicrelerini drseleme
potansiyeline sahip vaskiiler risk faktorlerinin bir veya daha fazlasinin gelecekteki

lezyon noktasinda kritik esige ulagsmalar1 halinde gelismeye baglar.



Bu saldir ile endotel hiicreleri dolasimdaki monositleri kendisine baglayan ve
adezyona neden olan molekiilleri salgilamalarini tetikler. Zamanla biriken monositler
endotel hiicreleri arasindaki mesafelere sizarlar. Bu birikim klasik inflamasyon yaniti
meydana getirir. Monositler bu go¢ esnasinda makrofajlara doniislir. Bunlar okside
LDL’lerdeki yag asitleriyle karsilasinca vaskiiler hiicrelerden salgilanan
kemoatraktan sitokinlerin de (6rn. Kemokin Makrofaj Kemoatraktif Protein 1)

etkisiyle subintimal mesafeye gogerler.

Makrofajlar modifiye olup, okside LDL’leri taniyan reseptorlerinin
ekspresyonunda artig gosterebilirler. Boylece okside LDL’deki yag asitlerini alan
makrofajlar kopiik hiicrelerine doniigiirler. Makrofajlar diger yandan 15-
lipooksijenaz yardimiyla LDL oksidasyonuna neden olmaktadir. Bu esnada
istlindeki endotel hiicreleri arasinda ayrilmalara neden olup bu alanlarin kanla direkt
temasina neden olurlar. Bu alanlara trombositler yapisir ve aktiflenen bu trombositler
salgiladiklar1 sitokinlerle trombiis olugma potansiyelini artirirlar. Gelisen plak
olgunlasirken {izerinde fibroz bir baglik olusur ve bu liimene tasarak cesitli diizeyde
tikanmalara neden olabilir. Tunika mediadaki diiz kas hiicreleri subintimal mesafeye
gocedip plak yatagr materyali salgilar. Metalloproteinler de salgilayan diiz kas
hiicreleri fibroz baglig1 dirsek noktasindan inceltir. Fibroz baslik yirtilmasia kadar
ilerleyen bu incelmeyle plak icerigi prokoagulasyon elemanlar1 ile temas eder.
Boylece akut piht1 olusur. Bu akut pihti damar liimeninde geri kalan kism1 tamamen

kapatirsa tikanmanin distalinde kalan dokularda bir infarktiis gelismis olur.

Yirtilan plaklarin ¢ogu, fokal kalsifikasyon alanlar1 igermektedir. Bu olusumu
indiikleyenler arasinda okside steroller ve bazi vaskiiler hiicrelerden tiireyen
transforme edici gelisme faktorii beta (TGF-p) bulunmaktadir (Di Corleto PE ve ark
1996).

American Heart Association plak tiplerini isimlendirmede su sekilde bir

siiflandirma kullanmistir (Stary HC ve ark 1995):

Tip | (ilk lezyon) monositlerin endotel ylizeyine yapisip arter limeninden

intimaya ge¢meleriyle olur.

10



Tip II lezyon koplik hiicrelerinin saglam endotel altinda bdlgesel

kiimelenmesinden olusan yagl ¢izgilerdir.
Tip III lezyon ek olarak az miktarda ekstraselliiler lipid kiimeleri igerir.

Tip I-III lezyonlar daha ileri lezyonlarin Onciilleri olmalarina karsin klinik

semptomlara yol agmazlar.

Tip IV lezyonda endotel altinda lezyon icinde diiz kas hiicreleri belirir ve

ekstraselliiler lipid kiimeleri bir araya gelerek bir lipid ¢ekirdek olustururlar.

Tip V lezyonda yogun bag dokusu depolanmasi séz konusudur ve lipid
cekirdegi cevreleyen fibroz bir kapsiil olusur. Cekirdegi liimenden ayiran kapsiil

kismi plak bashigidir.
Tip Va lezyonlar bir lipid ¢ekirdek ile bir fibréz baslik igerir.

Tip VI plaklar ¢ogunlukla Tip Va plaklarda gelisen trombozun komplike
ettigi plaklardir.

Tip Vb yogun kalsifikasyon bulunan plaklardir.

Tip Vc lezyonlar: ise neredeyse tamamen kollajen ve diiz kas hiicrelerinden

olusur.

Bu nedenledir ki, akut aterotrombotik olay olusma olasiligi, plagin damar
liimeninde olusturdugu darlik diizeyinden ¢ok lezyonun yapisi ile iligkilidir. Nitekim
yapilan c¢aligmalarda akut koroner sendromlarin ortaya g¢ikmasina neden olan
lezyonlarin %75 olasilikla kritik diizeyde darlik olusturmayan plaklar oldugu
gozlenmistir (Falk E ve ark 1995). Anjiyografik olarak gosterilen darlik diizeyinin
aslinda plagin biiyiikliigiinii de tam olarak yansitmadigi bilinmektedir. Intimada
olusmaya baslayan her aterosklerotik plagin biiyiimesi baglangigta liimene dogru

olmayabilmektedir.

Plagin biiylimeye baslamasiyla birlikte medya tabakasi atrofiye olup plaga

direng gostermezse, biiylime limene dogru degil de duvara dogru olur. Bunun
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sonucunda liimen ¢apinda bir azalma olmaz, damarin o kesimiyse biitiiniiyle daha

genis goriliir (Glagov S ve ark 1987).

Birgok tip IV ve tip Va plagi kaplayan endotel yiizeyinde endotel hiicrelerinin
kayboldugu, kiiciik alanlarda subendotelyal bag dokusunun agiga c¢iktigi ve
trombositlerin yapistigi ultramikroskopik alanlarin olustugu gosterilmistir. Bu
siirecin ilerleyen plak iizerinde endotelin soyuldugu biiyiik alanlar olusturmasi
semptomlara yol agabilecek cok daha biiyiik trombiislerin agiga ¢ikmasina neden

olur (Burring KF 1991).

Giincel ve farkli bir yaklagima gore plak biiylimesi yukarida tanimlandig gibi
gittikce diklesen sabit bir egriyi izleyerek degil, basamak bi¢iminde olmaktadir.
Duragan ve etkin donemlerin zaman iginde birbirini izlemesi sonucunda plak

basamak bi¢iminde bir biiylime gostermektedir (Libby P 2001).

2.3.5. Lipid Cekirdek Olusumu

Lipid ¢ekirdekler intima bag dokusu matriksinde hiicre kalintilar1 ve
kolesterolle dolan potansiyel bosluklardir. Aktif plaklarda c¢ekirdek kenarinda
toplanan ¢ok sayida makrofaj bulunur. Salgilanan bir dizi metalloproteinaz olasilikla
kollajen matriksin yikiminda aktif rol alir. Hiicre dis1 lipidin bir kismi dogrudan
intimada proteoglikanlara bagli olan LDL’den kaynaklanabilir (Guyton JR ve ark
1994).

LDL’nin intimadan eliminasyonu sinirlidir, ¢linkii bu bolgede mikrodamar

sistemi eksiktir. Bu nedenle LDL ekstraselliiler matriks i¢inde tutulur (Nordestgaard
BG 1996).

Ancak lipid ¢ekirdegindeki kolesterol ve lipid esterleri biiylik oranda 6len
kopiik hiicrelerinin  sitoplazmasindan salinir. Cekirdekteki makrofajlarin  doku
faktorii (TF) salgilamasi bu alani arter limenine maruz kaldiginda hayli trombojenik

kilar (Badimon J ve ark 1999).
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2.3.6. Diiz Kas Proliferasyonu

Ozellikle laktat, adenozin ve karbonmonoksit (CO) gibi metabolitlerin
toplanmas1 durumunda vaskiiler diiz kaslar, koroner arter agikligini diizenleyerek
iskemiye kars1 koruyucu olur. Bu mekanizmalar spontan trombiis olusumunun
Onlenmesinde birbirlerine yardimci olurlar. Ancak aterosklerotik plak varsa, bu
koruyucu mekanizma bozulabilir ve sonugta trombotik okliizyon gelisir (Gok H
1996).

Arter duvarmmin asil kitlesini olusturan diiz kas hiicreleri yag dokusu
molekiilleri ve PDGF-AA gibi biiylime faktorlerini iiretmektedir. Endotel, T
lenfositler trombositler ve makrofajlar ile reaksiyona giren diiz kas hiicreleri, degisik
sitokinler, bliyime faktorlerini diizenleyen molekiiller, vazokonstriikktor ve
vazodilatatér maddelerin olusumuna neden olurlar. Bu hiicreler ateroskleroza 6zgii
lipid dolu hiicreler (kopiik hiicreleri) haline dénebilmektedir (Onat T 2002). Lipid
cekirdekleri olan plaklarin bagliklart bag dokusu matriksini iireten diiz kas
hiicrelerinin lakiinlerini iceren kollajen kafesten olusmustur. Intimal diiz kas
hiicreleri apopitozisle 6lmeye egilimlidirler ve basliklarin ¢ogu goreceli olarak
aselliiler kalir. Kollajen depolanmasi yani sira diiz kas hiicre gécli ve cogalmasi diiz
kas hiicrelerinin kendileri de dahil hemen hemen tiim hiicreler tarafindan iiretilen

biiylime faktorlerince siirdiiriiliir (Libby P 2001).
2.4. Ateroskleroz ve inflamasyon

Aterosklerotik damar hastaligi tipik bir ¢evre gen etkilesimidir. Genetik
egilimi olan kisilerde ¢evresel risk faktorleri tetigi ¢cekerek proinflamatuvar bir yanit
baglatir. Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalar, sigara, kolesterol, hipertansiyon,
diabetes mellitus gibi risk faktorlerinin ateroskleroz gelisimindeki roliini
kanitlamistir. Deneysel calismalar ise bu risk faktorlerinin genel inflamatuvar bir
yanit baglatarak viicutta yaygin bir reaksiyon olusturdugunu gostermistir. Risk
faktorlerine yanit olarak hem sistemik akut faz reaktanlar1 aktiflenir, hem de

endotelden bir sinyal trafigi baslar (Guyton JR ve ark 1994).

Normalde parlak kaygan ve trombiis olusumunu engelleyici 6zellikte olan

endotel risk faktorlerinin etkisi ile kayganlik Ozelligini kaybeder, yapiskan ve
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protrombotik hale gelir. Erken yaslardan itibaren risk faktorlerine maruz kalan
endotel hiicrelerinden adezyon molekiilleri (VCAM-1, ICAM) biiyiime faktorleri
(PDGF, B-FGF, TGF-B, IL-1, TNF-a) ve sitokinler (MCSF, GMCSF) salinmaya
baslar (Nordestgaard BG 1996).

Tek bir 6glin asir1 yagl yiyecekler yemenin bile endotel fonksiyonunu
bozdugu, CRP diizeylerini yiikselttigi ve adezyon molekiillerini arttirdigi
gozlenmistir (Badimon J ve ark 1999).

Yapilan hayvan deneylerinde kolesterolden yiiksek diyetle beslenen
hayvanlarda birka¢ hafta icinde endotel bozulup yapiskan bir hale gelir ve adezyon
molekiillerini salgilamaya baslar (Gok H 1996).

VCAM-1 hem monositleri hem de T lenfositleri baglar. Endotele baglanan bu
hiicreler subendotelyal bolgeye ‘diapedez’ diye adlandirilan bir mekanizma ile gecer
ve burada birikir. Monositlerin subendotelyal bolgeye gegmesi i¢in monosit
kemoatraktan protein (MCP-1) isimli kemokinin bulunmasi gereklidir. Transgenik
olarak MCP-1 salgilayamayan deney hayvanlari olusturuldugunda bu hayvanlarda
subendotelyal lipit birikiminin hemen hemen hi¢ olmadigr goriilmiistiir (Onat T
2002). T hiicreleri ise farkli kemokinlerin etkisi ile subendotelyal bdlgede birikir.

Son zamanlarda mast hiicrelerinin de benzer mekanizmalarla biriktigi gosterilmistir.

Damarda olusan yangi nedeni ile salgilanan bu proteinler erken aterosklerotik

lezyonun en 6nemli sorumlularidir.

Bir yandan endotelde inflamatuar yanit siirerken Gte yandan sistemik bir
subklinik inflamasyon da siiregelmektedir. OxXxLDL gibi proinflamatuvar risk
faktorleri primer proinflamatuar sitokin adi verilen IL-1 ve TNF-o’ y1 aktiflerler

(Abdalla Abbas M ve ark 2008).

Bu primer proinflamatuvar sitokinler IL-6" y1 aktifleyerek karacigerden CRP,

SAA gibi akut faz reaktanlarinin salinmasina yol agarlar.

Sistemik subklinik inflamasyonun varligini, kanda bazi akut faz reaktanlarini
Olcerek veya endotelden saliman periferik belirleyicileri 06lgerek anlamak

miimkiindiir. Aterosklerotik siirece bagli arttigi bilinen ve inflamasyonun bir
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gostergesi kabul edilen akut faz reaktanlari sunlardir: CRP, fibrinojen, faktor 7, PAI-
1, tpa, lipoprotein (a) (Guyton JR ve ark 1994).

Bunlardan klinikte en fazla kullanilani hsCRP olarak adlandirilan yiiksek
duyarlikli CRP’ dir (58). CRP 1iyi bir inflamasyon gostergesidir ¢linkii degerleri
zaman iginde stabildir (Rizzo M ve ark 2009). inflamasyon disindaki bir nedenle

yiikselmez.

Olduk¢a hassas ve ucuz bir testle degerleri 6lgmek miimkiindiir. Yapilan
caligmalarda CRP diizeylerinin diger risk belirleyicilerine ilave etkisinin oldugu
gdsterilmistir. Ornegin Physicians Health Study’ de total kolesterol/HDL oran1 giiglii
bir risk gostergesidir (Ridker PM ve ark 1997). Ancak, CRP degerlerini de buna ilave
edince risk belirlemede ilave bir duyarlilik kazanilir. En yiiksek risk altindaki grup
hem total kolesterol/HDL orani yiikksek hem de CRP diizeyleri yiiksek olan gruptur.
PROVE-IT calismasinda, kisideki risk faktorii sayisi arttikca buna paralel CRP
degerlerinin de arttig1 gosterilmistir (Cannon CP ve ark 2004).

2.4.1. inflamasyonun Sistemik Belirtecleri

Aterosklerotik arterdeki inflamatuar siire¢, inflamatuar sitokinler ve diger
akut faz reaktanlarmin artisina yol acar. Kararsiz anjina pektoris ve AMI olan
hastalarda, artmig CRP ve IL-6 diizeyleri kotii prognozla iliskili bulunmustur. Ayni
zamanda bu hastalarda diger antiinflamatuar belirte¢lerden IL-7, IL-8, ¢6ziiniir CD
40 ligand ve CRP ile iligkili protein pentraksin-3 diizeyleri de artmistir (Wilhelmsen
L ve ark 1984).

Kararsiz anjina pektorisdeki yiikselmis CRP diizeyi olasilikla aterosklerotik
plaktaki koroner trombozise bagli olup, vazospazma bagli varyant anjinada CRP
diizeyinde yiikselme goriilmez (Liuzzo G ve ark 1996). Akut koroner sendromu olan
hastalarin kaninda aktiflenmis inflamatuar T hiicrelerinin sayis1 artmistir (Caligiuri G

ve ark 2000).

Tiim bu bulgular koroner arterdeki inflamatuar immiin aktiflenmenin akut
koroner sendromu baslattigini  gostermekle beraber inflamatuar belirteclerin

dolasimdaki seviyeleri de bu hastaligin klinik siirecini yansitmaktadir.
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IL-6 koroner aterosklerotik plaklarda inflamasyon durumunda, dolagimda
saptanan bir sitokindir. 1L-6 hem endokrin hem de parakrin etkileri ile pek ¢ok
fonksiyonu olan bir sitokindir. Bakteriyel toksinler ve bakteri kokenli
metalloproteinazlar IL-6" nin aktiflenmis nétrofil ve monositlerin membranlarindan
serbestlenmesini uyarabilirler (Basucci LM ve ark 2003). IL-6 konakei
savunmasinda pek ¢ok fonksiyona aracilik eder, IL-6 aktiflenmis makrofajlarin ve
lenfositlerin etkilerini diizenleyerek aterogenez, lipid bozuklugu, HT ve insiilin
direnci gelisimini hizlandirir (Bennet AM ve ark 2003). IL-6 akut faz cevabi igin
merkezi bir uyarandir, aynt zamanda CRP’ nin karacigerde iiretiminde primer

belirleyicidir.

Serum IL-6 diizeyi akut miyokard infarktiis, kararsiz anjina pektoris, perkiitan
koroner girisimlerde ve ge¢ stenozda artar. IL-6 trombosit kiimelesmesi ile beraber
doku faktorii, makrofaj LDL reseptorii, CRP ve fibrinojenin salgilanmasini uyarir.
IL-6 ayn1 zamanda IL-1 ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini diizenler

(Ikeda U ve ark 2001).

2.4.2. Kararh Aterosklerotik Plak

Bir aterom plagimin kararli diye nitelendirilmesi, komplike olma riskinin

diisiik oldugunu anlatir. Bir plag: kararh kilan yapisal 6zellikler sunlardr:

1- Kalin fibréz baslik. Fibroz bashgmn kalinligi plagin her bolgesinde esit
diizeydedir. Bu yapisal o6zellik plaga mekanik travmalara direnme
yetenegi kazandirir. Plaktaki ¢cevresel gerilme stresini azaltir.

2- Fibroz baghk, diiz kas hiicresi ve kollajen bakimindan zengindir
(Weisberg P 1999).

3- Lipid ¢ekirdegi plagin toplam hacminin %40 *indan daha azdir.

4- Lezyondaki enflamasyon (makrofaj ve T lenfosit) hiicrelerinin sayis1 azdir

(Kinlay S ve ark 1997).
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Bu o6zellikleri tagiyan bir aterom plagi limende kritik diizeyde daralma
yapacak kadar biiyiir ise olusturacagi klinik tablo kararli anjina pektoristir. Plaga

kararli olma 6zelligini veren kalin fibroz basligin temel elemani diiz kas hiicreleridir.

2.4.3. Kararsiz Aterosklerotik Plak

Kararli plagin aksine kolay hasar gorebilecek baska bir deyisle komplikasyon
riski yiiksek plaklardir. Bu plaklarin ortak 6zellikleri sirasiyla soyledir:

=
1

Plagin toplam hacminin %40’ indan daha biiyiik olan lipid ¢ekirdek

N
1

Cok sayidaki inflamasyon hiicreleri (makrofaj ve T lenfosit)

3- Diiz kas hiicresi ve kollajen igerigi azalmis ince bir fibroz baslik

AN
1

Fibroz baglik tizerindeki ¢evresel duvar stresinde artma

Lezyon tipleri ile yukarda siralanan o6zellikler birlikte degerlendirildiginde
kararsiz plaklarm tip IV ve V oldugu goriiliir. Istirahat iskemisi mevcut olup bu olay
dinamik darliga baghdir. Tikaniklik devamli olmayip akim bazen engellenir. Bu
durumdan iki ana mekanizma sorumludur. Bunlar plagin oldugu yerdeki mural

trombiis ve degisen vazomotor tonustur.

Kararsiz plaklar biitiin aterosklerotik plaklarin %10-20 kadarim olustururken,
akut koroner sendromlarin %80-90° indan sorumludur. Bir plak bozundugu zaman
akut koroner sendromlara neden olabilecegi gibi tamamen sessiz de kalabilir. Ileri
diizeyde koroner daralma yapan lezyonlarin %70’ inin bozulup onarilmis lezyonlar

oldugu saptanmistir.

Kararsiz plaklarin yaralanmaya en acik bolgeleri omuz bdlgeleri diye
nitelendirilen fibroz bashigin damar duvar ile birlestigi bolgelerdir. Inflamasyon
hiicreleri en yogun olarak buralarda birikmistir. Plagi kararsiz kilan da inflamasyon
hiicrelerinin etkinligi ile diiz kas hiicrelerinin onarim hiz1 arasindaki dengedir.
Inflamasyon hiicreleri gesitli yollar ile fibroz baslikta yaralanmaya neden olur. Aktif
durumdaki makrofajlar, T lenfositler ve mast hiicreleri inflamatuar sitokinler,
proteazlar, koagulasyon faktorleri, radikaller ve vazoaktif molekiiller lireterek plagi

kararsiz hale getirir, kollajeni pargalar ve trombiis formasyonu olusturarak iskemiye
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yol agar. Makrofajlar dogrudan dogruya dokunduklari diiz kas hiicrelerinde

apoptozisi uyarirlar.

Bunun yaninda makrofajlar proteolitik enzimler de salgilarlar.
Metalloproteinaz (kollajenaz, jelatinaz, stromelizin) denen bu enzimler, fibroz
bashigin kollajen matriksini pargalarlar. Aktiflenmis T-lenfositlerden de bir sitokin
olan IFN- vy salgilanir. Bu hiicre sitokini hem diiz kas hiicrelerin proliferasyonunu

hem de hiicrelerin kollajen iiretimini baskilar.

Bunun yaninda aktiflenmis makrofajlardan salgilanan IL-1p ve TNF-a ile T-
lenfositlerden salgilanan IFN-3 sinerjistik etki gostererek diiz kas hiicrelerinin

6liimiine neden olur (Kristensen SD ve ark 1997).

Plagin kararsiz hale gelmesinde anahtar rol oynayan matriks metalloproteinaz
ve sistein proteaz olmak iizere iki tip proteaz vardir (Weissberg PL 1999). Matriks
metalloproteinaz etkinligi birka¢ basamakta kontrol edilir. Inflamatuar sitokinler
matriks metalloproteinaz geninin salinimini arttirir, plazmin matriks metalloproteinaz
enziminin proformunu aktifler ve matriks metalloproteinaz baskilayan doku
proteinlerini baskilar. Benzer sekilde sistein proteazin diizeyi inflamatuar sitokinler
tarafindan arttirilir ve sistatin adi verilen inhibitorler tarafindan baskilanir (Liu J ve

ark 2004).
Koroner Arter Hastaliginin Anjiyografik Siiflamasi (Libby P ve ark 2000):

1. Kiritik darliga neden olmayan (Cap olarak %50, alan olarak %70’den daha

az darliga neden olan),

2. Kritik darliga neden olan (Cap olarak %50, alan olarak %70 ve iizerinde

darliga neden olan).
Kritik KAH da kendi i¢inde;
a. Tek damar hastalig1 ve

b. Cok damar hastalig1 (iki veya ii¢ damar KAH) olarak siniflandirilabilir.
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2.5. Aterosklerozu Etkileyen Faktorler

Ateroskleroz genler ve ¢evre arasinda ¢ok sayida ve karmasik etkilesimin bir
sonucudur. Kisinin proaterojen faktorlere cevabini ve damar duvarin aterojen
uyartya yatkinligini siklikla genetik yap1 belirler. Ancak ¢evresel faktorler hastaligin
ilerleme hizin1 belirgin olarak etkileyerek KAH gelisip gelismeyecegini belirlerler.

Yiiksek riskli toplumlarda otopsi takibi ile yapilan epidemiyolojik
caligmalarda homojen alt gruplar arasinda plak yaygmliginin olduk¢a degisken
oldugu bulunmustur (Solberg LA ve ark 1983).

Erkeklerde yapilan otopsi ¢aligmalarinda aterosklerotik lezyonlarin yayginligi
ile en fazla orantili bulunan 3 faktor; yiliksek kolesterol, diisitk HDL ve yiiksek kan
basinct hep birlikte bireysel degiskenligin ancak %25’ ni agiklamaktadir (Shlipak

MG ve ark 2005). Kadinlar i¢in ise yeterli veri bulunmamaktadir.

Aterosklerozun neden oldugu klinik olaylar i¢in yiiksek serum total kolesterol
ve LDL kolesterol, diisiik serum HDL kolesterol, sigara, hipertansiyon (HT), DM ve
ileri yast iceren bazi bagimsiz major risk faktorleri tanimlanmistir (Grundy SM ve
ark 1999). Tedavi edilmedikleri takdirde bu major risk faktorleri her biri ayr1 ayri
klinik bir olaya yol acabilir. Bununla birlikte temelde AS icin yiiksek serum LDL
kolesterol diizeyleri tek bagina gerekli ve bagimsiz bir etiyolojik ajan olarak

tanimlanmistir (Grundy SM ve ark 1999).

Aterotrombotik damar hastaliginin patofizyolojisinin giderek daha 1yi
anlagilmasi ve mekanizmalarin aydinlatilmasi ile bu hastaliktan korunmaya yonelik
basarili stratejiler gelistirilmeye baslanmistir. Bu stratejilerin  yogun olarak
uygulandig tilkelerde kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditenin azalmaya basladig

gorilmektedir.

Ornegin aterotrombotik damar hastaligi prevalansi Kuzey Amerika, Bati
Avrupa ve Avusturalya’da azalmakta, Dogu Avrupa ve Asya’da artmaktadir. KAH
prevalansinin azalmasinda WHO MONICA projesinin de gosterdigi gibi bu

toplumlarda sigara, kolesterol ve hipertansiyon ile savasin biiyiik katkis1 olmustur.
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Riskin artti1 toplumlarda ise obezite ve diger ¢evresel etmenlerde olumsuz

yonde gidis gozlenmistir (Greenland P ve ark 2003).

2.5.1. Lipoproteinler

Beslenme o6zelliklerinin aterotrombotik damar hastaliginin gelisimi {lizerine
onemli etkilerinin oldugu giiniimiizde kanitlanmistir. Toplumlarin  koroner
mortalitesi ile diyetle alinan yag ve doymus yag tiiketimi arasinda onemli iligkiler

saptanmistir.

Yiiksek serum total kolesterol ve LDL kolesterol ile diisiik serum HDL
kolesterol diizeyleri KAH icin baslica bagimsiz major risk faktorleridir. Yiiksek
serum LDL kolesterol diizeyleri primer KAH risk faktorii olarak goriilmektedir.
Total ve LDL kolesterol diizeyleri ne kadar yiiksek ise aterosklerotik olay gelisme
riski de o kadar yiiksek olmaktadir (Grundy SM ve ark 1999).

Ortalama kolesterol diizeyinin goreceli olarak yiliksek oldugu toplumlarda
diisik HDL kolesterol diizeyi KAH’ 1 0ngoéren giiglii bir parametredir. Ancak
ortalama serum total kolesterol ve LDL kolesterol diizeylerinin diisiik oldugu
toplumlarda HDL diizeyi bir dngdrdiiriicii olamayabilir (Grundy SM ve ark 1990).
Yani diisiik HDL kolesterol ve lipid dis1 faktérler LDL kolesteroliin etkisini arttirir.

2.5.2. Sigara

Sigara hem yiiksek hem de diisiik riskli toplumlarda ateroskleroz ile iliskili
klinik olaylarda temel ve degistirilebilen tek risk faktoriidiir (Grundy SM ve ark
1990). Sigara periferik arter hastalig1 ve abdominal aort anevrizmasinin 6nde gelen
nedenlerinden ve iskemik inme i¢in major risk faktorlerindendir. Sigara patogenetik
olarak kolesterole bagli bir faktordiir ve diger risk faktorleriyle sinerjistik etki
yaparak KAH riskini artirir (Grundy SM ve ark 1990). Sigara igen saglikli geng
eriskinlerde endotel bagimli vazodilatasyonda doza bagimli ve geriye donebilen bir
bozulma vardir. Ayrica sigara koroner arter spazmina da katkida bulunur (Yoshimura

M ve ark 1999).

Sigara, stabil angina i¢in degil ancak AMI i¢in giiclii bir risk faktoridiir

(Grundy SM ve ark 1990). Bu durum sigaranin ateroskleroza yol agmadig1 ancak
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belli bir koroner ateroskleroz seviyesine ulasan kisilerde trombotik olay riskini
arttirdigl anlamina gelebilir. Bu konudaki kanitlar otopsi takipleri yapilan prospektif
epidemiyolojik caligmalardan gelmektedir. Sigara icenlerde koroner ateroskleroz
(kabaca intimal yiizeyde plak olmamasi olarak degerlendirilmistir) sigara
icmeyenlerden daha yaygm degildir (Solberg LA ve ark 1983). Bu bulgu
Pathobiological Determinants of Atherosclerosis in Youth (PDAY) calismasinda da
dogrulanmistir; koroner ateroskleroz derecesi ile tiyosiyonat (sigaraya maruz kalma
gostergesi olup postmortem Olgiilmiistiir) arasinda bir iliski saptanmamis ancak
mikroskobik diizeyde mevcut plaklarin daha hizli ilerleyerek hastaligin ileri
evrelerine daha erken gegirdigi gozlenmistir (Zieske AW ve ark 1999). Koroner arter
hastaligina bagli ani 6limlerde sigara igenlerde igmeyenlerden daha sik koroner
trombiis saptanmistir. Elimizdeki bilgiler sigaranin doku faktér ekspresyonunu
arttirarak plagin trombojenitesini arttirabilecegini diisiindiirmektedir (Moreno PR ve
ark 1998). Koroner aterosklerozun aksine aort aterosklerozu ozellikle abdominal
aorta anevrizmasi sigara i¢gmeyle yakindan iligkilidir. Sigaranin aterojen degil de

trombojen olduguna dair bazi kanitlar vardir (Bottcher M ve ark 1999).

1- Sigara trombiisiin aracilik ettigi olgularda (AMI v.b) giiclii bir risk
faktorii olmasina karsin aterosklerozun sadece semptoma neden oldugu
durumlarda (angina pektoris) bir risk faktorii degildir.

2- Anjiografik olarak sigara yavas plak progresyonundan ¢ok koroner
arterlerde hizli trombozla iligkilidir.

3- AMTI’de tromboliz sonrasi sigara igenlerde igmeyenlere oranla damarda
daha az rezidiiel duvar hastalig1 kalir.

4- Sigara sistemik hipertrombotik bir durumla (sistemik trombin {iretimi,
aktif plateletler ve ytiksek fibrinojen) iligkilidir (Roald HE ve ark 1994).

5- Patofizyolojik olarak sigara ile koroner tromboz arasinda gii¢lii bir
baglant1 varken altta yatan ateroskleroz ile baglantis1 zayiftir.

6- Sigaranin birakilmasiyla AMI riskinin hizla ciddi Olglide azalmasi

sorumlu siirecin hizla geriledigini gosterir (Bottcher M ve ark 1999).
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2.5.3. Hipertansiyon

Hipertansiyon patogenetik olarak kolesterole bagimli bir ateroskleroz

hizlandiricis1 olmakla beraber KAH i¢in bagimsiz bir major risk faktoriidiir (Roberts

WC 2001).

Hipertansiyon ve hiperkolesterolemi koroner ateroskleroz olusumunda giiglii
bir sekilde etkilesir (Grundy SM ve ark 1990). Hipertansiyon normal kolesterol
diizeyleri olan laboratuvar hayvanlarinda aterosklerozu uyarmaz; tek basina

aterojenik degildir.

Aterosklerozu hizlandirmasi i¢in kan basincinin belli bir degerin {izerinde
olmasi gerekir (Roberts WC 2001). Framingham ¢aligmasinin son verilerine gore

KAH riskini 6ngérmede nabiz basinci sistolik ve diyastolik basingtan daha {istiindiir.
2.5.4. Diabetes Mellitus

Patogenetik olarak kolesterole bagimli olmakla beraber istatiksel olarak
bagimsiz olan bir diger major kardiyovaskuler risk faktorii insiiline bagimli olmayan
Tip-2 DM’ dir. Tip-2 DM ve hiperkolesterolemi KAH olusumunda giiglii bir sekilde
etkilesir. Total kolesterol diizeylerinin 150 mg/dL oldugu toplumlarda DM’ si
olanlarda bile aterosklerotik olaylar nadirdir (Roberts WC 2001). Ayrica Tip-2 DM
onciisii insiilin rezistans1 (IR) ile glukoz tolerans bozuklugu kardiyovaskiiler riski
oldukga arttirmaktadir. Ancak IR’nin kendisinin hiperinsiilinemi, hiperglisemi (ileri
glikozilasyon son {iriinleri), hemostatik bozukluklar (trombositler, koagiilasyon ve
fibrinoliz) ve dislipidemi gibi geleneksel risk faktorleri (yiiksek TG, diisik HDL ve
yiikksek LDL) ve HT’ nin tek baglarina rolii net degildir. Hipergliseminin yani sira
diyabetik olmayan smirlardaki glukoz degerleri de AS ile ilgili hastaliklarin
artmasiyla iligkilidir (Laakso M 1999). Yani DM’un hangi mekanizmalarla

aterosklerozu tesvik ettigi ve/veya klinik sonuglart ¢ok az anlasilmstir.

PDAY calismasinda %8’ in lizerindeki glikohemoglobin diizeylerinde 25-34
yasindaki bireylerin yagli ¢izgi yayginliginda ve sag koroner arter lezyonlarinda artig
saptanmistir (M.Gill HC Jr ve ark 1995). Son zamanlarda diyabetik hastalardaki
koroner plaklarin dis gorlintislerinin  diyabetik olmayanlardakine benzedigi

bilinmektedir. Ancak koroner arterlerin DM’de daha yaygin etkilendigi ve hastaligin
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daha distale uzanabilecegine dair hem patolojik hem de anjiyografik deliller

bulunmaktadir (American Diabetes Association 1998).

Diabetes Mellitus eger aterosklerozu hizlandirmiyorsa trombotik olaylari
hizlandirarak ateroskleroza bagli olay riskini arttirabilir. Diabetes Mellitusta
trombosit aktivitesi artar, plazma fibrinojen ve plazminojen aktivatdr inhibitor-1
diizeyleri artar. Siklikla endotel disfonksiyonu gozlenir ve diyabetik hastalarda
koroner trombozdan plak riiptiiriinden ¢ok endotel erozyonu sorumlu gibi

goriinmektedir (UKPDS Group 1999).

Siki kan sekeri kontroliiniin DM hastalarinda aterosklerotik olaylari
azalttigina dair yapilmis kontrollii bir ¢aligma yoktur. Tip-2 DM hastalarinda yapilan
UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study)’de mikrovaskiiler
komplikasyonlarda olduk¢a anlamli azalma saglanmasina karsin aterosklerotik
olaylarda az ve anlamli olmayan bir azalma saptanmistir (UKPDS Group 1999).
Diger yandan statin ile lipid diislirmenin diyabetikler ve sadece bozulmus aclik
glukozu (BAG) olanlar dahil risk altindaki her bireyde faydali oldugu goriilmiistiir
(Haffner SM ve ark 1999). Akut miyokard infarktiisiinden sonra tip-2 DM’ lilerde

yogun insiilin tedavisinin sagkalim iizerine olumlu etkide bulundugu gosterilmistir.
2.5.5. Aile Oykisii

Otuzbesin iizerinde vaka kontrollii ve randomize c¢alismada KAH ile ailede
birinci derece yakinlarin erken baslangicli KAH olmasi arasinda iligski saptanmistir
(Hopkins PN ve ark 1989). Bu risk genellikle diger risk faktorlerinin
diizeltilmesinden sonra da devam eder. Koroner kalp hastaligi i¢in en giiglii aile
Oykiisti, birinci derece bir yakinda erken yasta KAH Oykiisiiniin varligidir. 55 yas
oncesi erkek bir yakininda ya da 65 yas oncesi bir kadin yakininda KAH bulunmasi
pozitif aile Oykiisii olarak kabul edilmektedir. Ayrica erken yasta KAH olan yakin
say1st arttikga veya KAH yas1 azaldikga aile oykiisiiniin KAH’ 1 tahmin ettirici degeri
artmaktadir (Rissanen AM 1979).

2.5.6. Cinsiyet

Her iki cinste de major kardiyovaskiiler risk faktorleri ayni oldugu halde

KAH erkeklerde kadinlardan 10-15 yil daha erken baslamaktadir. 60 Yas sonrasi ise
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hem erkek hem de kadinlarda 6liimiin en 6nde gelen nedeni KAH olmakta ve
erkekler kadar kadinlar da KAH’ tan Olmektedir (Grundy SM ve ark 1998).
Cinsiyetin KAH riski tizerindeki belirgin etkisi kolesterole bagimlidir. Kolesterol
seviyesi ne kadar fazlaysa kardiyovaskiiler olay riski de o kadar fazladir ve

cinsiyetten bagimsiz olarak kardiyovaskiiler olaylar daha erken ortaya ¢ikmaktadir.

Premenopozal doneme uygun olarak KAH’ tan koruyucu en olas1 faktor
Ostrojen olabilir. Menapozla beraber LDL diizeyleri artmaya baglar, HDL’ de ise
artma durur yada biraz diiser (Walsh BW ve ark 1991). Hormon replasman
tedavisinin lipid profilini diizeltmesine karsin Gstrojenin yararl etkileri serum lipidi
lizerine smirli kalmayabilir. Ozellikle dstrojen tedavisiyle endotel disfonksiyonunun
diizelmesi strojenin damar duvarinda direkt ateroskleroza karsi koruyucu oldugunu
diistindiirmektedir. Cilinkii vaskiiler hiicrelerde 6strojen reseptorleri vardir (Bush DE
ve ark 1998).

2.5.7. Yaslanma

Yas KAH i¢in giiclii bir risk faktoriidiir. 65 yasina kadar cinsiyet ve etnik
kokenden bagimsiz olarak ateroskleroz olusumu giderek yasla birlikte artar (Falk E
ve ark 2004). Ateroskleroz ve stabil anginanin 65 yas sonrasi daha az belirgin olarak
artmasina karsin AMI” nin pekcogu 6zellikle kadinlarda olmak {izere 65 yas sonrasi
goriilir. KAH mortalitesi yasla birlikte giderek artar. Yasa bagli artan nabiz basinci
ve sistolik kan basinci miyokard infarktlisii ve koroner olimii ongdren giiglii

parametrelerdir.

Her ne kadar yas giiclii ve bagimsiz bir KAH risk faktorii olsa da yasin KAH
riskine olan bagimsiz katkis1 kolesterole bagimlidir. Ortalama serum total kolesterol
degerlerinin 150 mg/dL ve altinda oldugu toplumlarda aterosklerotik olay yaslilarda
bile nadirdir (Roberts WC 1987).

2.5.8. inflamasyon ve Infeksiyon

Inflamasyon aterosklerozun baslamasi ve ilerlemesinde &nemli rol oynar
(Nenci GG 1999). C- reaktif protein (CRP), serum amiloid A ve fibrinojen gibi
inflamasyonun sistemik belirtegleri asemptomatik erkeklerde ve kadinlarda kararli ve

kararsiz anginasi olan hastalarda ve AMI sonrasi koroner olaylar1 6ngoérmede giiclii
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parametreler olarak ortaya ¢ikmaktadirlar (Donesh J ve ark 1998). Diisiik derece
inflamasyonun bu duyarli ama 6zgiil olmayan belirtegleri sitokinleri uyarmasiyla
karacigerde iiretilirler. Ancak proinflamatuar sitokinlerin damar duvarinin
kendisinden mi kaynaklandigi (makrofajlar?), ateroskleroz yayginligrt veya
aktivitesini yansitip yansitmadigi veya kronik infeksiyon gibi inflamatuvar siireci
yansitan damar disi durumlardan mi kaynaklandigi belli degildir. Kaynaklar1 ve
aracilik ettikleri islev ne olursa olsun proinflamatuar sitokinler aterogenezi ve/veya
sonuglarini hizlandirabilirler. Ancak inflamasyonun degistirilebilir risk faktorii olup

olmadigi halen bilinmemektedir (Libby R ve ark 1999).

Infeksiyonun  ateroskleroza yol acmasi olasi  olmakla  beraber
kanitlanamamistir. Yapilan ¢aligmalarda 6zellikle seroepidemiyolojik olmak {izere
ortaya konan delillerin cogu Klamidya Pnémonia, Helikobakter Pilori ve bazi Herpes

viriislere (6zellikle sitomegaloviriis) yoneliktir (Danesh J ve ark 1997).
2.5.9. Hemostatik Faktorler

Fibrinojen, faktér VII, plazminojen aktivatér inhibitor-1 (PAI-1), doku
plazminojen aktivatorii (t-PA) ve trombositler gibi bazi1 sistemik hemostatik
faktorlerin gelecek KAH olaylarini 6ngorebilecegi bildirilmektedir (Fuster V ve ark
1996). Aterosklerozun aracilik ettigi liimen trombozu ve biiylik ihtimalle
aterosklerotik lezyonlarin yavag yavas ilerlemelerinde trombin iiretimi ve trombosit

aktivasyonu nedensel bir rol almaktadir.

Hemostatik faktorler arasinda KAH ile iliskisi en giiglii ve tutarli olan
fibrinojen; sigara, diyabet ve CRP ile yakindan iligkilidir (Maresca G ve ark 1999).
Ciddi aterosklerozu olmayan Ozellikle gen¢ kisilerde AMI'nii tetiklemede
protrombotik genetik risk faktorleri onemli goriinmektedir ve sigara kullaniminin

azaltilmasi ile aralarinda bir birliktelik mevcuttur (Ardissino D ve ark 1999).
2.6. Metil Arjininler
2.6.1. Metil Arjininlerin Olusumlari ve Cesitleri

Proteinlerde bulunan arjinin rezidiilerinin metilasyonu sonucu olusurlar. Bu

proteinler yaygmn olarak niikleusta bulunurlar. Protein-arjinin - metilasyonu,
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proteinlerin i¢indeki arjininin guanido azotuna 1 veya 2 metil gruplarin1 aktaran bir
posttranslasyonel modifikasyondur (Clarke S 1983). Insanlarda protein-arjinin
metilasyonu PRMT’ler (Protein Arjinin Metil Transferaz) tarafindan gerceklestirilir.
PRMT’nin iki genis tipi vardir, insanlarda PRMT aktivitesi gosteren 9 adet PRMT
vardir. PRMT 5,7,9 PRMT II olarak diger PRMT’ler PRMT I olarak bilinir (Krause
CD ve ark 2006).

Tipl PRMT en ¢ok rastlanan PRMT dir, ¢ok sayida proteine spesifik farkli
tipleri vardir. Kardiovaskiiler sistemde kalp, diiz kas hiicreleri ve endotelyal
hiicrelerde expresse edilir. Expresyon paterni hakkinda ayrintili bilgi olmamakla
birlikte PRMT 1’in biitiin tipleri (Krause CD ve ark 2006, Schulze F ve ark 2004)
vaskiiler hiicrelerde expresse edilir. PRMT 1 expresyonu LDL expresyonuyla
artirllmaktadir. Tip 1 PRMT aktivitesi sonucu olusan iiriin Asimetrik Dimetilarjinin
ve N-Monometil L-Arjinindir. NOS’u inhibe edebilme 6zelligi vardir. Artan LDL ile
birlikte artmis tip 1 PRMT ekspresyonu ile ADMA diizeylerinin LDL ile pozitif
korelasyonu oldugu gézlemlenmistir. Endotelyal hiicre kiiltiirlerinde LDL, oxLDL
konsantrasyonu artist PRMT gen expresyonu artisina neden olur (Boger RH ve ark

2004).

Tip 2 PRMT SDMA (simetrik dimetilarjinin) olusumunda rol oynar.
SDMA’nin NOS’u inhibe etme 06zelligi yoktur. Proteinler hidrolize ugradiginda
onlarin metillenmis arjinin rezidiileri serbest kalir, metillenmis arjininler idrarla atilir.
Renal yetmezlik hastalarinda metilenmis arjininler idrarla atilamaz seviyeleri
yiikselir. Metil arjininler bobrekte dimetilarjinin metil transferaz, karacigerde

asetilasyonla metabolize edilir.

PRMT ler protein metilasyonunda metil vericisi olarak S- Adenozil Metionini
(SAM) kullanir. SAM artist  PRMT aktivasyonunu artirirken, S-Adenozil
Homosistein (SAH) artist PRMT’yi inhibe eder (Lentz SR ve ark 2003).
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Sekil 2.1. Arjinin ve metil arjinin tiirevleri ve PRMT etkisi ile olusumlar1 (Boger RH
ve ark 2004)

ADMA, metillenmis arjinin rezidiileri iceren proteinlerin katabolizmasi
sonucu meydana gelir. Hiicresel proteinlerin arjinin metilasyonu PRMT’ler
tarafindan katalize edilir. PRMT’ler baglica alveolar ve bronsiyal epitelyumda
yerlesmistigi ve hipoksi sonucu alveolar tip 2 hiicrelerde PRMT 2 ekspresyonu arttigi
yy ve arkadaglarinin yaptig1 calismada gosterilmistir (Schulze F ve ark 2004). Aym
calismada PRMT lerin akcigerlerde fonksiyonel oldugunu ve hipoksinin PRMT 2
ekspresyonu ve akciger ADMA konsantrasyonlarinda diizenleyici oldugunu
gostermistir. Hipoksi sonucu yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ADMA
metabolizmasi ile iliskilidir (Schulze F ve ark 2004).

2.6.2. Asimetrik Dimetilarjinin

Asimetrik Ng,Ng dimetilarjinin L Arjininin guanidino analogu, endojen
olarak sentezlenen proteinlerdeki arjinin rezidilerinin protein arjinin metil

transferazlariyla (PRMT I) metillenmesiyle meydana gelen bir tiirev aminoasittir.

ADMA NOS’un endojen inhibitorii iken SDMA’nin NOS enzimi {izerine
inaktive edici etkisi yoktur fakat arjinin ve ADMA ile hiicre giris yolunu etkileyerek
NO iiretim hizinda dolayli yoldan etkisi vardir (Y1ildirrm AO ve ark 2006).
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3 adet metilarjinin (ADMA, SDMA ve L-NMMA) Y tastyici protein adi
verilen katyonik aminoasit tastyicilari araciligiyla endotelyal hiicrelerin igine girerler.
Metilarjininler birbirleriyle ve arjinin aminoasidi ile hiicre igine giris i¢in yarigirlar.
Yiiksek konsantrasyondaki ADMA L- Arjininin hiicre i¢ine transportunu engeller.

Sonug olarak NO sentezi azalir (Yildirim AO ve ark 2006).

ADMA kan basicimi ylkseltir, vazokonstrilkksiyona neden olur, endotel
bagimli relaksasyonu bozar, endotelyal hiicre adhezivitesini artirir. Kardiak outputu

azaltir. Uzamis NOS inhibisyonu sonucu olarak sol ventrikuler hipertrofi gelisir.

Bobrek yetmezliginde ADMA birikimi olur. Plazma ADMA seviyeleri ile
endotel disfonksiyonu arasinda iliski vardir. Hemodiyaliz hastalarinda gelisen
endotel disfonksiyon kardiyovaskiiler olaylar ve mortalitede ADMA sorumlu
faktorlerden birisidir (Yildirrm AO ve ark 2006). Endotel kaynaklt NO endotel
fonksiyonlarimin siirdiiriilmesinde 6nemlidir. NO’nun vazodilatasyon, antitrombotik
proses ve inflamasyonun kontroliinde kritik rolleri vardir. NO biosentezinin
bozulmas1 endotel fonksiyonun bozulmasiyla beraber ¢ok sayida vaskiiler hadiseyle

birliktedir. ADMA arjininden NO sentezini kompetetif olarak inhibe eder.

ADMA’nin endotel fonksiyon bozuklugundan sorumlu faktorlerden biri
olduguna dair kanitlar vardir. Konjestif kalp yetmezligi, diyabet, insulin rezistansi,
hipertansiyon, hiperhomosisteinemi, son doénem bdbrek yetmezligi, ADMA
yiiksekligi ve endotel fonksiyon bozuklugu ile seyreden ¢esitli klinik durumlardir. Bu

hastaliklarda akut vaskiiler olaylar sonucu 6liim sik goriiliir.

2.6.2.1 ADMA Metabolizmasi

Metilarjininlerin bir kismi renal yolla atilir. Bununla birlikte SDMA
tamamiyla renal yolla atilir fakat ADMA ve L-NMMA yaygin olarak metabolize
edilir. En Onemli metabolik yol DDAH enzimiyle sitriillin ve dimetilamine

yikilmasidir (Vallance P ve ark 2004, Ogawa T ve ark 1989).

DDAH, ADMA seviyelerini regiile etmede 6nemli rol oynar. SDMA
intravendz olarak enjekte edilirse %60 oraninda idrara ¢ikar fakat ADMA intravendz
olarak enjekte edildikten sonra %S5 oraninda idrara ¢ikar. Bu nedenle renal

yetmezlikte SDMA ADMA’ ya gore plazmada ¢ok daha yiiksek seviyelerde bulunur.
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Yapilan arastirmalar ADMA’nin DDAH i¢in substrat oldugunu SDMA’ nin
olmadigint gostermistir. ADMA’nin SDMA’ya gore yaygin bir metabolizmasinin
oldugunu gostermistir (Kimoto M ve ark 1995). DDAH iki izofomdan olusur her

ikisi de vaskiiler endotelyumdan exprese edilir.

Insanlar1 da kapsayan gelismis canlilarda DDAH enziminin 2 izoformu
tanimlanmistir. DDAH 1’1 kodlayan gen 1. kromozomda lokalize olmus iken DDAH
2’yi kodlayan gen 6. kromozomda lokalizedir. Bu izoformlar farkli doku dagilimlar
gostermelerine ragmen aktiviteleri benzerdir. DDAH lexpresyonu ile noral NOS
arasinda DDAH 2 ile endotelyal NOS (eNOS) arasinda iliski vardir fakat NOS
expresse eden doku ve hiicrelerde DDAH’lar fazlaca exprese edilmesine ragmen bu
doku ve hiicrelerde sinirli degildir. Her iki izoform da kardiovaskiiler sistemde
identifiye edilmesine ragmen muhtemelen DDAH 2 expresyonu ¢ok daha fazladir
(Cooke JP ve ark 2000, Tran Cam TL ve ark 2000).

Baz1 aragtirmacilar c¢aligmalarinda hipoksiye maruz birakilan domuzlarda
DDAH aktivitesinin baskilandigini gostermislerdir. DDAH 1 ve DDAH 2 farkli doku
dagilimlar1 gostermektedir. DDAH 2 aktivitesi ve ekspresyonu yeni doganlarin
primer pulmoner hipertansiyonunda azaltmistir. Bu da NOS aktivitesinin azalmasini

ve ADMA seviyelerinin yiikselmesini agiklamaktadir (Tsikas D ve ark 2003).

Endotelyal hiicre kiiltiirlerinde DDAH’in selektif inhibisyonu nitrik oksit
sentezinde azalmaya yol agar. Ortamin arjinin muhtevasinin artiritlmasi bu durumu

tersine ¢evirebilir (Leiper J ve ark 1999).
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Sekil 2.2. ADMA metabolizmasi (Kimoto M ve ark 1995)

Rat tip 1 DDAh izoformunun 285 aminoasitli molekiiler agirligr yaklasik 33
kDa oldugu gosterilmistir. ADMA metabolizmasi i¢in saptanan Km degeri 0.18 mM
diizeyindedir. Insan ve rat ¢alismalarmin bir cogunda plazma ADMA diizeylerinin
0.3 to 0.5 umol/l diizeyinde oldugu goriilmiistiir. ADMA olduk¢a yaygin halde
bulunan CAT enzimleri tarafindan sentezlenerek hiicre i¢inde birikmekte ve bu
birikim sonucu yiiksek hiicre ici ADMA diizeyleri olusmaktadir. DDAH enzimi
herhangi bilinen bir kofaktér kullanmaksizin ADMA molekiiliinii sitriilin ve

dimetilamine ¢evirir.
2.6.3. DDAH Geninin Yapisi

DDAH1 geninin 1 nolu kromozomda, DDAH 2 geninin 6 nolu kromozomda
yerlesik oldugu gosterilmistir (Tran Cam TL ve ark 2000). DDAH izoformlar diger
memeli canlilarda bulunana ve arjinin modifikasyonunda rol alan enzimlerle olduk¢a
az miktarda yapisal benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte primitif okaryotik
canlilarda ve bakterilerde arjinin deaminasyonunu gerceklestiren ve arjinini sitriiline

dontistiiren enzimin DDAH enzimine benzerligi gosterilmistir.

Insan DDAH 285 amino asidi kodlayan 858 baz cifti igermektedir. DDAH 1

ve DDAH 2 enzim genlerini arastiran calismalarda 6 adet exon bulundugunu
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gosterilmistir (Leiper J ve ark 1999). Ayni sayida ekzon bulunmasina karsin DDAH
1 ve 2°de intronlarin oldukga farkli uzunlukta oldugunu géstermislerdir. insan, sigir
ve farelede yapilan DDAH protein dizin ¢alismalarinda %90 {izerinde Hem DDAH 1
hemde DDAH 2 i¢in benzerlik saptanmigsa da substrat baglama bolgesinde tiire 6zgii

alanlarin oldugu gosterilmistir.

Buna karsilik tiirlerde her izoform igin substra baglama kenarinin korundugu
gozlenmistir. DDAH 2 gen yapisi DDAH 1’e benzese de substrat baglama
bolgelerinde farkliliklar gostermektedir.

2.6.3.1. DDAH Tek Niikleotid Polimorfizmleri

DDAH2 geninin promoter bdlgesinde 6 adet yaygin polimorfizim
saptanmustir. 871 yerlesik 6G/7G insersiyon/delesyon polimorfizmi sonucu DDAH2
protein ekspresyonunun arttigi gozlenmistir (Jones LC ve ark 2003). 6 adet DDAH1
varyant1 saptanan DDAH1 mutasyon tasiyicilarinin 50 kat daha fazla koroner arter
yakalanma riskine sahip olduklar1 gosterilmistir (Veli-Pekka Valkonena ve ark
2005).

DDAH 1 gen mutasyon tasiyan her 13 kisi yakinlarindan yaklasik 1,5
kadarininda bu mutasyonu tasidigir goriilmiistiir. Yine bu mutasyonu tasiyanlarin
yakinlarinda yiliksek oranda hipertansiyona rastlanmistir. Yapilan bir ¢alismada 236
kalp ameliyati gegiren hastanin 107 tanesinde DDAH2 homozigot -449G allelini
tasidigini saptanmistir. DDAH 1 knock-out farelerin intrauterin hayatta oldiikleri
tespit edilmistir. DDAH-1 +/— fareler ise azalmis DDAHI1 proteinlerine karsilik
DDAH 2 ‘de herhangi bir degisiklik gostermemistir (Ryan R ve ark 2006).

Rat DDAHI1 285 amino asitli yaklagik 33 kDa molekiiler agirligindadir.
ADMA metabolizmasi icin Ky deger, 0.18 mM degerinde oldugu gosterilmis ve
spesifik bir kofaktorii belirlenememistir (18). Insanda yapilan galismalarda plazma
ADMA diizeylerinin yaklasik 0.3 to 0.5 pmol/l diizeyinde oldugu gosterilmistir
(Fredrik Palm ve ark 2007). Saflastirilmis DDAH enziminin maksimum aktivitesi
icin optimal 1s1 55°C ve optimal pH aralig1 ise 5.2 — 6.5 olarak belirlenmistir (Ogawa
T ve ark 1989). DDAH aktivitesi ile ADMA’dan 1 molekiil sitriilin 1 molekiil

dimetilamin olugmaktadir.
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Yine bir ¢alismada DDAHI enziminin ¢inko igeren bir enzim olmasina
karsilik ¢inkonun herhangi bir katalitik aktivitesinin olmadigini gostermislerdir.
Buna karsilik ¢inkonun enzimin stabilitesini koruyarak tam olarak aktivite

gostermesini sagladigini géstermistir (Knipp M ve ark 2001).

DDAHI enziminin 6zellikle bobrek ve karacigerde NOS ekspresyonunun
oldugu yerlerde basta olmak iizere oldukca yaygin bir sekilde ekspresyonu vardir.
Bobrek ve karaciger ADMA metabolizmasinin gergeklestigi ana organlardir. Her 2
organda da arter-ven ADMA oranlarma bakildiginda ciddi miktardaki farklilik
ADMA’nin bu 2 organda 6nemli derecede metabolize edildigini gdstermektedir

(Fredrik Palm ve ark 2007).

Farelerde yapilan DDAH1 geninin homozigot delesyonunun uterin hayatta
6liime neden oldugu gosterilmistir. DDAH-1 +/— farelerde ise DDAH-1 proteininde
azalma gozlenirken DDAH2 protein ekspresyonlarinda herhangi bir azalmaya
rastlanilmamistir. Bu farelerde pulmoner vaskiiler sistemin etkilenmesine bagh
olarak pulmoner hipertansiyonun gelistigi gozlemlenmistir (Fredrik Palm ve ark
2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Vakalarin Olusturulmasi

Aragtirmanin kapsaminda Konya bolgesindeki koroner ateroskleroz hastalar1 ve
bu bolgede yasayan saglikli kontrol grup bulundurulmustur. Diglama kriteri olarak kronik
bobrek yetmezliginin olmasi, dahil etme kriteri olarak ise hastalarin ateroskleroz tanisi
almig olmasi esas alinmistir. Bu merkezde etik olarak klinik sorumlularryla goriisiilmiis

bilgileri dahilinde gériisme izni alinan biitiin hastalarin arastirmaya dahil edilmistir.

Ateroskleroz tanis1 almis olan 50 birey ve koroner aterosklerozu bulunmayan 50
kontrol bireyi calismaya dahil edilmistir. Bu hastalarin kardiyak belirtec diizeyleri ve risk

faktorleri calisma kapsaminda incelenmistir.
3.1.2. Numunelerin Toplanmasi

ADMA ve Arjinin i¢in hastalar oturur pozisyonda iken iki ayri diiz tiipe
vendz kan ornekleri alindi. ADMA ve Arjinin 6rnekleri hemen soguk zincire riayet
edilerek sogutmali santrifiij ile +4 °C de 2000 x g de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar siilfosalisilik asit ile uygulanan
deproteinizasyon isleminden sonra ADMA ve Arjinin caligmalar1 i¢in ependorf

tiiplere aktarilip — 80 %C de calisma giiniine kadar muhafaza edildi.

DDAH gen polimorfizmi g¢alismalar1 igin ayni hasta ve kontrol grubundan

K2-EDTA igeren tam kan tiiplerine kan drnekleri alind1.
3.1.3. Kullanilan Reaktif ve Cozeltiler

1-) ADMA Standart (Calbiochem, Lot: 311204, US)

2-) Arjinin Standart (Merck, 519- K 538944, Darmstadt Germany)

3-) HCI (Merck, K 25039614-814 Darmstadt Germany)

4-)  Metanol (Merck, K 26301108-914 Darmstadt Germany)

5-) Sodyum Asetat (CH3COONa(H,0);, Merck, 9023840A Darmstadt

Germany)
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6-) Tetrahidrofuran (Merck, K 34870914 529 Darmstadt Germany)
7-) Siilfosalisilik Asit (Merck 53656684 Darmstadt Germany)

8-) O-Fitaldialdehit (Merck S 30064448 Darmstadt Germany)

9-) Borik Asit (Sigma, B 7660)

10-) 2-Merkaptoetanol (Merck, Schuchardt)

11-) Potasyum Hidroksit (Sigma, 97H08531 Steinheim Germany)

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Santrifiij (Beckman Coulter)

PH Metre

Nuge Erleni

Magnetik karistirici, magnetik bar

Millipore Filtre

Floresans dedektorlii HPLC cihazi (HP Agillent 1100)

Analitik Kolon; 250x4,6mm C18 Supelcosil 5um kolon

Real Time PCR analiz cihazi (Roche Diagnostic Light Cycler 2.0)

© N o o~ w DN PE

3.2. Yontem

3.2.1. ADMA ve Arjinin Analizi

ADMA ve arginin diizeyleri gradient pompa kullanilarak analiz edildi.

QGradient mobil fazlar1 olarak Mobil faz A ve B hazirlandi.

3.2.1.1. Mobil Faz A’nin Hazirlanmasi (82:17:1)

1-) 5,57 gr sodyum asetat (CH3COONa(H,0)3) bir miktar distile su i¢inde
coziilerek pH 6,8 e ayarlandiktan sonra distile su ile son hacim 820ml’ye

tamamlandi.

2-) 170 ml metanol ilave edildi.

3-) 10 ml THF eklenerek son hacim 1 1t’ye tamamlanmis oldu.
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3.2.1.2. Mobil Faz B’nin Hazirlanmasi (22:77:1)

1-) 1,49 gr CH3COONa(H,0)3 bir miktar distile su i¢inde ¢oziilerek pH 6,8

e ayarlandiktan sonra distile su ile son hacim 220 ml’ye tamamlandi.

2-) 770 ml metanol ilave edildi.

3-) 10ml THF eklenerek son hacim 11t’ye tamamlanmis oldu.

3.2.1.3. Mobil Fazlarin Filtrasyonu ve Degaze Edilmesi

Hazirlanan mobil faz 0.45 pm filtreler kullanilarak filtre edildi. Degaze islemi
su trombu ile saglandi. Musluga bagli olan su trombu bir hortum vasitasiyla nuge
erlenine baglandi. Nuge erleni magnetik karistiricinin {izerine yerlestirildi, magnetik
bar mobil fazin i¢ine kondu ve nuge erleninin agzi tipa ile kapatilarak etrafi
parafilmle sikica sarilarak hava girisi engellenmis oldu. Musluk hafifce agilip,
magnetik bar diisiik devirde c¢evrilirken, 1-2 dakika i¢inde kabarciklar goriilmeye
baslandi. Kabarciklar kaybolunca musluk daha fazla ac¢ildi ve karistiricinin devri
artirildi, hi¢ kabarcik olusmayana kadar isleme devam edildi, daha sonra ¢ikarilarak

calkalamadan cihazda uygun pompalara hortumlar vasitasiyla baglandi.

3.2.1.4. ADMA Standart Hazirlanmasi

ADMA stok standart soliisyonu (0.5mM) 0.1 M HCI i¢inde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 0.1 M HCI ile diliisyonuyla standart
soliisyonu (50uM) hazirlandi. Hazirlanan 50uM standart solusyondan 0,1M HCl ile
diliisyonlarla sirasiyla 25uM, 12.5uM, 6.25uM, 3.1uM, 1.56uM, 0.78uM olmak
izere standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden
sonra otomatik Ornekleme cihazina konularak 10 pl enjekte edildi. Alinan pik

alanlariyla ADMA standart grafigi olusturuldu.

3.2.1.5. Arginin Standart Hazirlanmasi

Arjinin stok standart soliisyonu (1 mM) 0.1 M HCI iginde hazirlanip
buzdolabinda saklandi. Stok soliisyonunun 0.1 M HCI ile diliisyonuyla standart
soliisyonu (500uM) hazirlandi. Hazirlanan 500 uM standart solusyondan 0,1M HCI
ile diliisyonla sirasiyla 250 uM, 100 uM, 50 uM, 25 puM, 12,5 uM, olmak iizere
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standart ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan standartlar derivatizasyon isleminden sonra
otomatik ornekleme cihazina konularak 10 pl enjekte edildi. Alinan pik alanlartyla

arginin standart grafigi olusturuldu
3.2.1.6. Numune Hazirlanmasi

Hastalardan diiz tiiplere alinan kanlar bekletilmeden 2000 x g devirde 4 °C’de
10 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serumdan 1 ml alinip 20 mg siilfosalisilik asit
ilave edilip 10 dakika buz banyosunda bekletildi. Tekrar 2000 x g devirde 4 ° C’de 10
dakika santrifiij edildi. Deproteinizasyon isleminden sonra iistte kalan siipernatanttan
ADMA analizi yapildi. Siipernatantlar 0.22 ¢apl enjektor filtrelerden siiziilerek

sisteme verildi.
3.2.1.7. Tiirevlestirme

Standart ve numuneler o-fitaldialdehid (OPA) kullanilarak derivatize edildi.
Derivatizasyon i¢in 10 mg OPA, 0.5 ml metanol ve 2 ml 0.4 M borat tamponunda
(pH=10) ¢oziildli. Hazirlanan soliisyona 30 pL. merkaptoetanol eklendi. Hazirlanan
derivatizasyon soliisyonunun stabilitesi 2 giin oldugundan her analiz Oncesi taze
olarak hazirlandi. 10 pL numune siipernatantt 100 pL. OPA ile karistirtlip 3 dk oda
1sinda bekletilip analiz i¢in cihaza enjekte edildi. Bulunan alan yardimiyla standart

grafiginden faydalanilarak 6rneklerin ADMA ve Arginin degerleri hesaplandi.
3.2.1.8. Kromatografik Analiz

Gradyent mobil faz kullanildi. Mobil faz A ve B asagida gosterildigi sekilde

dakikada 1 ml olacak sekilde sisteme pompalandi.

Tablo 3.1. Mobil fazlarin akis semasi

ZAMAN (dK) A (%) B (%)

0 95 5

6 88 12
16 60 40
28 25 75
32 0 100
34 0 100
35 95 5
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Deteksiyon:

Floresans dedektor eksitasyon i¢in 338 nm.ve emisyon i¢in 425 nm’ye
ayarlandi. Agilent 1100 serisi HPLC cihazi, 250 x 4.6 mm Cig Supelcosil Sum kolon
ve floresans dedektor kullanildi (54). Toplam analiz siiresi 35 dk. olacak sekilde

ayarlandu.
3.2.2. DDAH1 geninin T87M Mutasyonunun Incelenmesi
3.2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen bireylerden her iki EDTA’l tiipe 2’ser ml kan alindi.
Tiiplerden biri hastalarin DNA izolasyonlarini yapmak i¢in kullanildi. Tam kandan
DNA izolasyonu DNA izolasyon kiti kullanilarak (High Pure PCR Template
Preparation kit, Roche Diagnostic, Germany) yapildi ve -20°C’de saklandi.

3.3.2.2. T87M Mutasyonunun incelenmesi

DDAH 1 T87M gen mutasyonu Light Cycler mutasyon belirleme primer-
prob diizenegi (TIB Molbiol Syntheselabor, GmbH, Berlin, Germany) kullanilarak
Light Cycler cihazinda Real Time PCR ile saptandi.

DDAH ekzon 1 T87M tek niikleotid gen polimorfizmi i¢in dizayn edilen
primer ve problar tablo 3.2°de gésterilmistir.

Tablo 3.2. DDAH 1 primer ve problarinin erime sicakliklari

DDAH ekzon 1 T87M Erime 1s1s1
DDAH1 F  CGAGTCGGCAGTTACCTCCT 60°C
DDAHL_S AGTCGGCAGTTACCTCCTTCC 59°C
DDAH1_A  GAGGACGTGGTCGTGGTGT 59,2°C
DDAH1L R CGTGGAGGACGTGGTCGT 60,4 °C
DDAH1_C FAM-CGAGGAGACGGCCTCAT-BBQ 60,1°C
DDAHL T  YAK-CGAGGAGATGGCCTCATC-BBQ 58,4 °C
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Polimorfizm analizi, geleneksel olarak polimeraz zincir reaksiyonu-baglantili
restriksiyon fragment polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile yapilmaktadir. Bu
yontem, polimorfizmi ortaya ¢ikaran baz degisiminin bir restriksiyon enzimi igin
yeni bir kesim yeri ortaya c¢ikarmasi veya mevcut olan bir kesim yerini ortadan
kaldirmasma bagli olarak, polimeraz zincir reaksiyonu ile c¢ogaltilan fragmentin
enzim kesimi sonucunda normal durum ile polimorfik allel arasinda uzunluk
farkliklarmin (veya polimorfizminin) izlenmesi esasina dayanir. Yontem, birden
fazla ara asama igermesi, bazi restriksiyon enzimleri ile ilgili sorunlarin ortaya
cikmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Son zamanlarda, floresan maddelerle isaretli
problar kullanilarak, polimeraz zincir reaksiyonunda DNA amplifikasyonunun
floresan Ol¢limii sayesinde es zamanli olarak izlenebildigi polimeraz zincir

reaksiyonu yontemleri (“real-time fluorescence PCR”) sik¢a kullanilmaktadir.

Calismamizda uyguladigimiz LightCycler floresan PCR yontemi niikleik asit
miktarmin kantitatif analizine olanak saglamasi yaninda bilinen mutasyonlarin (veya

polimorfizmlerin) analizini de gergeklestirebilmektedir.

LightCycler Floresan PCR Yontemi ile Polimorfizm Analizi LightCycler
floresan PCR yontemi (Roche, Mannheim, Almanya) alisilmis polimeraz zincir
reaksiyonunu floresan 6l¢iim sistemi ile kombine ederek, DNA amplifikasyonunun
es-zamanlt izlenmesini saglamaktadir. Bu yontemde, normal PCR’da kullanilan
primerlere ek olarak, floresan isaretli iki prob kullanilmistir. Problardan bir tanesi,
polimorfizm igeren bolgeye spesifik dizayn edilirken, digeri hemen bunun yakininda
(1 baz cifti uzaklikta) yerlestirilmistir. Bu yontemde genotiplerin ayirt edilmesi
“erime egrisi analizi” (“melting curve analysis”) ile gerceklestirilmektedir. Bunun
icin, PCR’da DNA amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicaklik ¢ok yavas bir
sekilde yiikseltilerek her bir 6rnek icin erime egrisi olusturulmustur. Sicaklik
yiikseltilmesi sirasinda normal dizi ile polimorfizm igeren dizinin ayirim

gerceklesmektedir.

Polimorfizm iceren dizi ile floresan isaretli prob arasinda olusan dupleks
yanlig bir eslesme (“mismatch”) i¢erdiginden, normal dizi ile prob arasinda olusan
duplekse oranla daha az stabildir. Bu durum, polimorfizm iceren dupleksin daha
diisiik bir erime noktasina (“melting point”) sahip olmasina ve dolayisiyla sicaklik

yiikseltilmesi sirasinda daha diisiik bir sicaklikta ayrismasina yol agmaktadir.
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Matematiksel bir doniisiim kullanilarak erime egrilerinden floresan degerinin
negatif tlirevinin sicakliga gore degisimini veren profiller elde edilmekte ve degisik
allellere ait farkli erime sicakliklar1 gosteren tepeler izlenmektedir. Calismamizda
polimorfizm analizi i¢in periferik lenfositlerden proteinaz K/izopropanol yontemi ile
elde edilen genomik DNA ve TIB Molbiol (Syntheselabor, GmbH, Berlin, Almanya)
tarafindan dizayn edilen floresan-isaretli problar kullanildi. Hibridizasyon karisimi
(Taq polimeraz, reaksiyon tamponu, niikleotid karisim1), MgCl,, primerler, problar

ve genomik DNA toplam 20 ul hacimde karistirilarak kapillerlere aktarildi.

PCR kosullar1 daha 6nce tanimlandig1 gibi ger¢eklestirildi. Amplifikasyonun
tamamlanmasindan sonra, sicakligin saniyede 0.2°C artirilarak 40°C’den 85°C’ye
yiikseltilmesiyle erime egrileri olusturuldu. Floresan/sicaklik negatif tiirevinin

sicakliga gore ¢izilmesiyle de, erime egrileri, erime tepelerine doniistiiriildii.
3.2.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiki analiz SPSS v15 programu kullanilarak gerceklestirildi. Normal
dagilim gosteren parametreler arasinda gruplar arasindaki farklilik bagimsiz

orneklem t testi ile incelendi.

Normal dagilim gdstermeyen parametreler ise Mann Whitney U testi ile
analiz edildi. Calismamizda gruplara ait bulgular ortalama + standart sapma seklinde
verildi. Bulgular arasindaki korelasyon Pearson korelasyon testi ile degerlendirilirken

p<0,05 olan sonuglar 6nemli olarak degerlendirmeye alindi.
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4. BULGULAR

Aragtirmaya dahil olan hasta grubu ve saglikli kontrollere ait demografik

veriler tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik veriler

N (kisi Yas Cinsiyet Sigara Diabetes Hipertansiyon Aile

sayisi) K/E Mellitus oykiisii
Hasta 50 63,7+12 16/34 35 22 33 14
Grubu
Kontrol 50 56,9+10 20/30 24 10 24 3
Grubu
p 0.005 0.52 0.025 0.01 0.07 0.003

Arastirmaya dahil olan hasta grubu ve saglikli kontrollere ait biyokimyasal

veriler tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubuna ait biyokimyasal veriler

Total LDL HDL Trigliserid ADMA DDAH
Kolesterol (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (umol/L) 1 SNP

Hasta 186,3+51,1 114,8+44,6 34,2+10,8 190,4+171  0,54+0,084 1
Grubu

Kontrol 185,8+38,8  115,2+32,4  44,4+12,1 131,3£72 0,39+0,10 0
Grubu

p NS NS p<0.001 0,027 p<0,001

SPSS programinda yapilan bagimsiz orneklem testi ile ADMA diizeyleri
hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmus olup
Arjinin/ADMA oranlarinda istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmemistir (Sirasiyla

p<0,001 ve p=0,08).
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Total kolesterol ve LDL kolesterol konsantrasyonlarinda anlamli bir farklilik
gozlenmez iken TG ve HDL-kolesterol diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak farkli bulunmustur (Sirasiyla p=0,955 ve p=0,960; p=0.027 ve
p<0,001).

ADMA diizeylerindeki bu anlamli fark grafiksel olarak sekilde gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait ADMA seviyelerinin ortalamalari

Mann Whitney U analizi sonucunda hasta grubunda trigliserid diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek (p=0,033), HDL-kolesterol seviyeleri
ise diisiik tespit edilmistir (p<<0,001) (Sekil 4.2 ve 4.3).
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Sekil 4.2. Hasta ve kontrol grubuna ait Trigliserid seviyelerinin ortalamalar1
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Sekil 4.3. Hasta ve kontrol grubuna ait HDL-kolesterol seviyelerinin ortalamalari.

Yine hasta grubunda aile dykiisii bulunmasi, sigara i¢imi ve diabetes mellitus
siklig1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptanirken (sirasiyla p=0.004,
p=0,026 ve p=0,010) hipertansiyon igin bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunamamastir (p=0,07).

Hasta grubuna ait pearson korelasyon analizi tablo da verilmistir. ADMA ile
Total kolesterol ve LDL-kolesterol arasinda herhangi bir korelasyon
saptanamamugtir. Total kolesterol ile LDL kolesterol arasinda ise pozitif bir

korelasyon bulunmaktadir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hasta grubunda ADMA, Total Kolesterol ve LDL-kolesterol arasindaki

korelasyon grafigi

ADMA T.KOLESTEROL
T.KOLESTEROL 167
LDL 121 899(**)

** p<0,01 * p<0,05
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Hasta grubunda yapilan spearman korelasyon analizinde Trigliserid ile HDL
kolesterol arasinda ve sigara ile HDL kolesterol arasinda negatif korelasyon tespit

edilirken aile dykiisii ile HDL arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Hasta grubuna ait demografik verilerin korelasyonu

TRIGLISERID HDL SIGARA  HIPERTANSIYON  AILEOYKUSU DIABET

HDL - 4T7(**)

SIGARA ,129 -,306(*)

HIPERTANSIYON ,047 ,032 -,009

AILEOYKUSU -,150 ,345(%) -,175 ,165

DIABET -,046 -,038 -,035 -,044 ,165

YAS -,098 ,081 -,197 ,105 -,168 -,133
** p<0,01 * p<0,05

Kontrol grubunda yapilan pearson korelasyon analizi ile total kolesterol ve
LDL-kolesterol arasinda pozitif korelasyon saptanirken, trigliserid ile HDL arasinda

negatif korelasyon saptanmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Kontrol grubunda ADMA, Total Kolesterol ve LDL-kolesterol

arasindaki korelasyon grafigi

ADMA T.KOLESTEROL
T.KOLESTEROL -,044
LDL -112 ,934(**)
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Tablo 4.6. Kontrol grubuna ait demografik verilerin korelasyonu

TRIGLISERID HDL SIGARA HIPERTANSIYON AILEOYKUSU DIABET
HDL - AT4(**)
SIGARA 176 -,213
HIPERTANSIYON -,182 371(*%) -122
AILEOYKUSU ,009 281(%) ,094 094
DIABET -,185 ,123 -,280(*) ,A420(*%) -,126
YAS -,080 ,193 -,39(*%) ,275 ,026 ,166

Calismamiza dahil edilen 50 koroner arter hastasindan sadece bir bireyde
DDAH 1 gen heterozigot polimorfizmi saptanmistir. Hasta grubunda homozigot
polimorfik bir yap1 gézlenmemistir. Sekil 4.4’de heterozigot polimorfik hastanin

melting curve grafigi gosterilmistir. Mutant baz 54°C’de ayrigim gostermistir.

Melting Peaks

45 50 55 ED B5 70 75 &0
Temperature (“C})

Sekil 4.4. Hasta grubundan DDAH 1 heterozigot bireyin genomik DNA goriintiisii

44



Kontrol ve hasta grubunda diger bireyler ise DDAH 1 polimorfizmi agisinda

wild tip olarak saptanmistir (Sekil 4.5). Wild type baz c¢iftinin ayrisimi 60°C’de

gerceklesmektedir.
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Sekil. 4.5. DDAH 1 wild tip bireyin genomik DNA gériintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

Arterin endoteli asir1 miktarda LDL-Kolesterol, glukoz veya homosisteine
maruz kaldigi zaman vazodilatasyonu uyaran bozulmus gecirgenlik gibi cesitli

fonksiyon kayiplar1 bas gdstermeye baglamaktadir.

Endotelyal vazodilatasyon fonksiyon kayb1 ¢ok faktorlii olup kesin olan bir
bulgu varsa o da ylikselmis ADMA diizeylerinin bu olayda bir rolii oldugudur
(Stuhlinger MC, ve ark 2003).

Artmis ADMA’ nin hipertansiyon ve ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarin patofizyolojisinde bulundugu ve endotelyal disfonksiyonda anahtar rol
oynadigina dair ¢ok sayida literatiir bilgisi mevcuttur (Leiper J ve ark 1999, Boger
RH, ve ark 2005). ADMA, ateroskleroz, kardiyovaskiiler 6lim ve koroner kalp
hastalig1 olan bireylerde, bobrek yetmezligi olanlarda bagimsiz bir risk faktorii olarak

bildirilmektedir (Schnabel R, ve ark 2005).

Arjininden NO olusumu ADMA gibi ¢esitli arjinin analoglar1 tarafindan
inhibe edilir. Bu analoglar trombiis olusumu ve ateroskleroz gelisimine Sebep
olabilir. Akut koroner sendromlu olgularda yapilan ¢alismalarda ADMA seviyeleri
yiikksek olarak bulunmugtur, bu hastalarin medikal tedavi sonrasi ADMA

seviyelerinin azaldig1 gézlenmistir (Won Bae S ve ark 2005).

Azuma ve arkadaslar1 karotid arterlerine balon uygulanan tavsanlarin rejenere
endotelyumunda saglikli olanlara gore diisiik intraseliiler arjinin ve yiiksek ADMA

seviyeleri bulmuslardir.

Bu bulgular rejenere endotelyumda DDAH aktivitesinin diisiikk oldugunu ve
arjinin seviyesinin yetersiz oldugunu diisiindiirmektedir (Mark F 2004). ADMA
seviyeleri kalp yetmezligi olan hastalarda da artar. ADMA’nin ventrikiil

kontraksiyonu ve kalp hizin1 azaltma kapasitesi vardir.

ADMA’nin kardiyak fonksiyondaki rolii ve kalp yetmezligindeki endotel

fonksiyonundaki rolii tam aydinlatilamamustir (Vallance P ve ark 2004).
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Yiksek ADMA diizeylerinin kardiyovaskiiler olay insidansinin artmasi
yaninda konsantrik sol ventrikiiler hipertrofi ve karotid arter intima media
kalinliginin artmasi ile de kuvvetli bir iliski gosterdigi yapilan caligmalarda

gosterilmistir (Zoccali C 2004).

Karotid intima media kalinlig1 giiclii kardiyovaskiiler risk markiridir (Hodis
HN 1998). Plazma ADMA konsantrasyonlar1 klinik asikar aterosklerozu olanlarda
olmayanlara gore yiiksek olarak bulunmustur (Kielstein JT ve ark 1999).

Kardiyovaskiiler patoloji i¢in tedavinin amaci artmis ADMA’nin etkilerini
ortadan kaldirmak veya ADMA seviyelerini azaltmaktir. Teorik olarak arjinin

ADMA nin yerini alabilir, NOS aktivitesini tamir edebilir.

Arjininin hiperkolesterolemili hastalarda endotel disfonksiyonunu ve periferal
vaskiiler hastaligi olan hastalarda yiirime zorlugunu diizelttigi gézlenmistir. Bu
hastalarda ADMA diizeylerini azaltmada diger bir alternatif yol DDAH

ekspresyonunu veya aktivitesini artirmaktir (Boger RH ve ark 1998).

Bizim ¢alismamizda da literatiirdeki ¢alismalara benzer olarak koroner arter

hasta grubunda ADMA diizeyleri yiiksek olarak tespit edilmistir (p<0,001).

Maymunlar  ve tavsanlar ile yapilan  deneysel  ¢aligmalarda
hiperkolesterolemik diyetin kendi basina ADMA diizeylerini arttirdig1 ve endotelyal
fonksiyon azalmasim tetikledigi bildirilmistir (Yu XJ ve ark 1994). Insanlarda
yapilan caligmalarda ADMA seviyeleri ile kolesterol seviyeleri arasinda pozitif
korelasyon rapor etmektedir. Ayni yas grubunda hiperkolesterolemik bireylerde
kolesterol diizeyleri normal olanlara kiyasla ADMA seviyeleri yaklasik iki kat
yiiksek bulunurken LDL-kolesterol diizeyleri ile pozitif korelasyon saptanmistir

(Boger RH ve ark 1998).

Bizim g¢aligmamizda koroner arter hasta grubunun ADMA diizeyleri kontrol
grubuna gore yiiksek olmasina ragmen her iki grup arasinda Total kolesterol ve
LDL-kolesterol diizeylerinde anlamli bir farkliik bulunmadigi gibi bizim

bulgularimiz literatiirdeki bazi ¢aligmalar ile ayn1 yondedir (Paiva H ve 2003).
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Bu calismanin kisithiliklart arasinda hasta grubunun kullandig: ilaglarin net
olarak bilinememesi yer alabilir. Oyle ki 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada
antioksidanlar, Ostrojen, A vitamini, ACE inhibitorleri, AT1 reseptor antagonistleri,
lipid distiriicli, hipoglisemik ve beta adrenoreseptor bloke edici ilaglarin ADMA
diizeylerini disiirdiigii bildirilmektedir (Trocha M ve ark. 2010). Koroner arter hasta
grubunda s6z konusu ilaglarin kullanimi yaygin olmakla birlikte lipid diizeyleri

kontrol grubunun degerlerine yakin olarak saptanmustir.

Fakat buna ragmen ADMA diizeylerindeki diislis her haliilkarda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin siirmesine mani olamamistir fakat

ADMA ile lipid diizeyleri arasinda korelasyon saptanamamasinin sebebi olabilir.

ADMA diizeylerinin tespitinde bu ¢ok yonlii degiskenlerin dikkate alinarak
daha biiyiik bir hasta grubu ile yapilacak ¢aligmalar bu parametrenin kardiyovaskiiler

hastaliklar1 6ngormede bir belirte¢ olarak kullanilmasina imkan saglayabilir.

Yapilan bir ¢aligmada plazma ADMA diizeylerinin 2,4 umol/L sinirinda bir
esik deger alinmasi yavas koroner akim fenomeni igin 65.4 %sensitivite ve 74.2 %

spesifiteye sahip olunmasini sagladigi rapor edilmektedir (Selcuk MT ve ark 2007).

ADMA diizeylerinin artmasmin en yaygin nedeni bozulmus DDAH
aktivitesidir. DDAH enzimi aktif bolgesinde bir reaktif siilfidril grubu icerdiginden
oksidatif strese duyarlidir (Murray-Rust J ve ark 2001). Endotelin yiiksek oranda
LDL-kolesterol gibi oksidatif stresi tetikleyen bir aract molekiile maruz kalmasi
DDAH aktivitesini azalttigi gibt ADMA seviyelerini yiikseltebilir (Lin KY ve ark
2002).

Insan dokularinda bugiine dek DDAH enziminin iki adet izoformu saptanmus

olup (DDAH 1 ve DDAH 2) bu enzimlerin doku dagilimlar1 kismen 6rtiismektedir.

DDAH 2 bir¢cok dokuda DDAH aktivitesinin sadece ¢ok az bir kismina katki1
saglarken DDAH 1 enziminin azaltilmasi1 ADMA birikimine ve nitrik oksit sinyal

yolaginin aksamasina yol agmaktadir (Leiper J ve ark 2007).

DDAH 1 enzim formunun serum ADMA diizeyleri i¢in belirleyici bir rolii

oldugu, DDAH 2’ nin ise endotelin nitrik oksit aracili fonksiyonlarin1 diizenledigi
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One siirlilmektedir (Wang ve ark 2007). DDAH gen polimorfizminin insanlarda
kardiyovaskiiler hastalik riskine aracilik edebilecegine dair ¢ok az galisma olmakla
birlikte etnik olarak bu polimorfizmin saptandigi ¢alisma sayis1 da ¢ok azdir. Biz
calismamizda koroner arter hastaligi olan bireylerde DDAH 1 gen polimorfizmini

arastirdik ve bir hastada heterozigot bir varyant tespit ettik.

Bizim  c¢alismamizdan 6nce @ DDAH 2  geninde  fonksiyonel
insersiyon/delesyon bildiren bir ¢alisma mevcuttur (Jones ve ark 2003). 2009 yilinda
ise DDAH 2 promotor bolgesinde -1151 A/C (SNP 1) ve -449 G/C (SNP 2)
polimorfizmleri artmis hipertansiyon prevalansi ile birliktelik gosterecek sekilde
taranmistir (Maas ve ark 2009). Yine yapilan bir calismada 48 rastgele segilen Cinli
bireyden alinan 6rneklerden DDAH 1 geni sekanslanmis biri promotor bolgede, biri
ekzon 4’te, 5’1 intronik bolgelerde ve 2,3’ okunmayan bolgelerde olmak tizere 9 adet
polimorfizm saptanmistir. Bu varyantlardan birisinde yiiksek ADMA diizeyleri tespit
edilmis olup yiiksek kardiyovaskiiler hastalik riski olusumu DDAH 1 promotor
bolgesinin baskilanmasina baglanmistir (Hu Ding ve ark 2010) Tiirk toplumunda bu

enzimin polimorfizminin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Daha genis bir populasyon ile yapilacak polimorfizm c¢alismalar1 ve bu
polimorfik bireylerde risk faktorlerinin detayli olarak incelenmesi yiikksek ADMA
diizeylerinin kardiyovaskiiler olaylardaki roliinii netlestirilmesi adma katki

saglayacaktir.

49



6. OZET

T.C
SELCUK UNIVERSITESI
S.U. SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Koroner Kalp Hastalarinda Asimetrik Dimetil Arjinin (Adma) Diizeyleri Ve Dimetilarjinin

Dimetilamino Hidrolaz (DDAH, EC 3.5.3.18) Enziminin Genetik Varyasyonunun incelenmesi

Sedat Abusoglu
BiYOKIMYA (TIP) Anabilim Dal
DOKTORA TEZI/KONYA-2012
Danmisman
Prof. Dr. Ali UNLU

Ateroskleroz tamsi almig olan 50 birey ve koroner aterosklerozu bulunmayan 50 kontrol bireyi
calismaya dahil edilmistir. Bu hastalarin kardiyak belirteg diizeyleri ve risk faktorleri ¢alisma kapsaminda
incelenmistir.

ADMA ve Arjinin i¢in hastalar oturur pozisyonda iken iki ayr1 diiz tiipe venoz kan 6rnekleri
alindi. ADMA ve Arjinin érnekleri hemen soguk zincire riayet edilerek sogutmali santrifiij ile +4 °C
de 2000 x g de 5 dakika santrifiij edildikten sonra serumlari ayrildi. Ayrilan serumlar siilfosalisilik asit
ile uygulanan deproteinizasyon isleminden sonra ADMA ve Arjinin ¢aligmalari i¢in ependorf tiiplere
aktarilip — 80 ° C de ¢alisma giiniine kadar muhafaza edildi.

DDAH gen polimorfizmi ¢alismalar1 igin ayni hasta ve kontrol grubundan K2-EDTA igeren
tam kan tiiplerine kan 6rnekleri alind1.

Total kolesterol ve LDL kolesterol konsantrasyonlarinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir
(Sirasiyla p=0,955 ve p=0,960).

Mann Whitney U analizi sonucunda hasta grubunda trigliserid diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak yiiksek (p=0,033), HDL-kolesterol seviyeleri ise diisiik tespit edilmistir
(p<0,001). Yine hasta grubunda aile Oykiisii bulunmasi, sigara i¢imi ve diabetes mellitus siklig1
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptanirken (sirasiyla p=0.004, p=0,026 ve p=0,010)
hipertansiyon i¢in bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p=0,07)

ADMA ile Total kolesterol ve LDL-kolesterol arasinda herhangi bir Kkorelasyon
saptanamamigstir. Total kolesterol ile LDL kolesterol arasinda ise pozitif bir korelasyon
bulunmaktadir.

Hasta grubundan bir kiside DDAH 1 gen polimorfizmi heterozigot bulunurken homozigot
mutant genotip higbir katilimcida gdézlenmemistir. Diger katilimcilarda genin ilgili bolgesi wild tip
olarak belirlenmistir..

Sonug olarak daha genis bir populasyon ile yapilacak polimorfizm ¢alismalar1 ve bu
polimorfik bireylerde risk faktorlerinin detayli olarak incelenmesi yiiksek ADMA diizeylerinin
kardiyovaskiiler olaylardaki roliinii netlestirilmesi adina katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Koroner kalp hastaligi; Asimetrik dimetil arginin; DDAH; polimorfizm
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7. SUMMARY

Investigation of the Genetic Variation of Dimethylarginine Dimethylaminohydrolase
(DDAH, EC 3.5.3.18) Enzyme and the Levels of Asymmetric Dimethylarginine (ADMA) in
Patients with Coronary Heart Disease

Fifty patients diagnosed with coronary heart disease and fifty healthy subjects were included
to this study. Risk factors and levels of cardiac markers were eveluated.

For arginine and ADMA measurements, venous blood samples were collected from patients
at sitting position to two different anticoagulant free tubes. Serum was seperated by centrifugation of
tubes at +4 °C at 2000 g for five minutes according to the procedures. After deproteinization with
sulfosalicylic acid, serum was stored in eppendorff tubes at -80 °C until arginine and ADMA analysis.
For DDAH gene polymorphism analysis, blood samples were taken from all subjects to K,-EDTA
containing tubes.

There was no significant difference for total cholesterol and LDL-cholesterol levels between
groups (p=0,955 and p=0,960 respectively). By Mann-Whitney U analysis, triglyceride levels were
higher in patients and HDL-cholesterol levels were lower compared to the control group (p=0,033 and
p<0,001, respectively).

Patients have higher incidence for family history, smoking and diabetes mellitus (p=0.004,
p=0,026 and p=0,010,respectively) compared with control group, but there was no difference for
hypertension (p=0,07). There was no correlation between ADMA, total cholesterol and LDL-
cholesterol. Also there was a positive correlation between total and LDL-cholesterol.

One patient was heterozygosit polymorphic for DDAH 1 gene and there was no homozygotic
polymorphic individual from all groups. Rest of the participants showed wild type of DDAH 1 gene.

Consequently, polymorphism studies which are performed with bigger population and detailed
investigation of risk factors in these polymorphic individuals will contribute to ensure the role of high ADMA
levels in cardiovascular diseases.

Keywords: Coronary Heart Disease; Asymmetric dimethylarginine; DDAH; polymorphism
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