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OZET

Kusat Ol K. Diabete bagl kardiyovaskiiler hastaliklarda Cox-2 enzimi -765 G/C gen
polimorfizmi, inflamasyon markerlar1 diizeyinin incelenmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2009.

Koroner arter hastaligi (KAH) bati toplumlarinda mortalite ve morbiditenin basinda yer
alan genetik ve cevresel faktorlerin neden oldugu kompleks bir hastaliktir .

Calismamizda -765 Cox-2 polimorfizmi ve inflamasyon marker:1 olarak serumda
interlokin-6 (IL-6) diizeyi diabete bagli kardiyovaskiiler hastaliklardaki riski
incelenerek iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Hasta grubunu diabet varlifina ve yokluguna gore ikiye ayirarak inceledik. Calisma
gruplarina ait -765 G-C Cox-2 genotip frekanslari; CC (Kontrol 9 (%11,3), DM- KAH 6
(%8.,5), DM+KAH 2 (%4,3)), GG (Kontrol 27 (%33,8), DM- KAH 30 (%42,3),
DM+KAH 18(%38,3)), GC (Kontrol 44(%55,0), DM- KAH 35 (%49,3), DM+KAH 27
(%57,4)). Diabeti olmayan koroner arter hasta (DM- KAH) grubunda IL-6 diizeyleri
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek olarak bulunmustur.
(p:0,020). Ancak DM+ hasta grubunda IL-6 diizeyleri kontrol grubundan yiiksek fakat
istatistiksel olarak anlamli degildir (p:0,059). Interlokin 6 diizeyleri hasta grubunda
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir (p:0.011) GG genotip frekansinin kontrolde
en diisiik KAH larinda ise en yiiksek frekansta tespit edilmesi bu genotipin hastalik i¢in
risk faktorii teskil ettigini kanitlamaktadir (P:0,30 X2:1,06 OR:1,36 %95 CI.0,75-2,46).

Calisma gruplarinda -765 G-C Cox-2 genotiplerine gore 1L-6 diizeyleri incelendiginde
kontrol grubunda GG genotipli bireylerde en yiiksek il- 6 diizeyi tespit edilirken CC
genotipli bireylerde en diisiik diizey saptanmis ancak istatistiksel anlalmlilik elde
edilmemistir (p>0.05 One way ANOVA). Bu gruptada IL-6 diizeyleri GG>GC>CC
seklinde tespit edilmistir. DM+ KAH grubunda genotiple arasi il -6 diizeyleri agisindan
anlaml fark bulunmamustir (p>0.05)

Sonugta Cox 2 varyantlarinin ve IL-6 diizeyleri diabetik ve non diabetik
kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili olabilecegi saptanmistir. Calismamizda C alleline
gore G allelinin kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde daha 6nemli oldugunu tespit ettik.

Anahtar Kelimeler: Cox-2, Gen polimorfizmi , Koroner arter hastaligi, IL-6, Diabet
Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 2737
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ABSTRACT

Kusat Ol K. The investigation of polymorphism -765 G-C Cox-2 and inflammation
marker levels in patients with diabetes dependent cardiovascular disease. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Molecular Medicine Thesis.

Istanbul. 2009.

Coronary artery disease which is caused by the interaction of multiple genetic and
environmental risk factors, is a complex disease and a major cause of morbidity and
mortality in Western population.

In this study; investigation of the effects of IL-6 level as -765 G-C Cox-2 polymorphism
and inflammation markers in patients with diabetes dependent CAD is aimed.

We separated the patients into 2 different groups; diabetic and non-diabetic. Study
groups of -765 G-C Cox-2 genotype frequencies; CC (Control 9 (%11,3), DM- CAD 6
(%8.,5), DM+CAD 2 (%4,3)), GG (Control 27 (%33,8), DM- CAD 30 (%42,3),
DM+CAD 18(%38,3)), GC (Control 44(%55,0), DM- CAD 35 (%49,3), DM+CAD 27
(%57,4)). IL-6 levels of the nondiabetic groups were determined dramatically higher
than healthy group. The result is statistically significant (p:0.020).Also IL-6 levels of
the diabetic groups were determined higher than healthy group but the result was not
statistically significiant(p:0.059) Interleukin 6 levels of patient group was statistically
significant (p:0.011).

In this study, G allel was found as a dependent risk factor. The -765 G/C GG allel
frequency is statistically higher in patient groups when compared with control group

(p:0.030).

-765 G-C Cox-2 GG genotype and IL-6 levels frequency is lower in the control group
when compared with diabetic patient group (p>0.05) whose IL-6 levels determine
GG>GC>CC.

These results shows that in non-diabetic patients and diabetic patients there is assosiation
between -765 G-C Cox-2 polymorphism and IL-6 levels the develepment of coronary artery
disease. So, G allele has much more importance in the development of cardiovascular
disease than C allele.

Key words : Cox-2, ,Gene Polymorphism, Coronary Artery Disease,IL-6,Diabetes



1. GIRIS VE AMAC

Bat1 toplumlarinda Tip 2 Diabet pandemik oranlarda artisa neden olarak morbidite ve
mortalite ile sonu¢lanmaktadir (1,2). Tip 2 diabet; kardiyovaskiiler risk faktorleri olan
hipertansiyon, obezite, artmis plazminojen aktivator inhibitorii, fibrinojen, dislipidemi,
serumda trigliserit seviyesi artmasi, diisitk HDL kolesterol ile iliskilidir (3,4)).

Diabetin vaskiiler sistem iizerinde agir etkileri vardir. Genel populasyona gore Tip 2
diabetli kisilerde koroner arter riski iki ile dort kat daha fazladir. Daha siddetli ve daha
erken yasta olmasi disinda, diabetiklerde goriilen aterosklerozun diabetik olmayan
hastalarda goriilenlerden farki yoktur. Koroner arterlerin aterosklerozu nedeniyle
meydana gelen miyokard infarktiisii, diabetiklerde en sik 6liim nedenidir.(21,22)
Ateroskleroz endotel hasarina kars1 damar duvariin gelistirdigi kronik iltihabi bir

yanittir. Diabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar, ateroskleroz ve aterom plaklarinin
olusmasinda endotel zedelenmesi temel rol oynar.Baz sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin
de plak gelisiminde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda interferon y (IFN y),
interlokinler 1, 2 ve 6 (IL-1,IL-2; IL-6), TNF, CSF, IGF-1 ve IGF-2, FGFgibi bir¢ok aktif
molekiil bulunur. (98).

Normal endotel prostasiklin (PGI2) etkisiyle cAMP salgiladigindan trombositlerin endotele
yapigmasi agregasyonu ve diiz kas hiicre proliferasyonu engellenir. Oysa okside ve
perokside lipidlerin etkisiyle endotelde PGI2 sentezinde olusan defekt, TXA2 ve platelet
aktive-edici faktor (PAF) araciligi ile bu bolgede trombosit birikimini ve diiz kas hiicre
proliferasyonunu baslatir. (97)

Siklooksijenaz (Cox) enziminin 3 izoformu bilinmektedir. Cox-1 normal sartlar altinda
cogu dokuda eksprese edilir. Cox-2 ekspresyonu ilk olarak growth faktoér , mitojen,
sitokinler tarafindan inflamatuar stimiilasyona cevapta indiiklenir. Cox-3 Cox-1 den
tiiremis bir izoenzimdir. Fonksiyonu hala tam olarak bilinmemektedir(55).

Cox oldukga etkileyici bir sekilde metabolik transformasyonu katalizlediginden énemli
derecede farmakolojik a¢idan hedef olmustur (44). Vane 1971°de prostaglandin
olusumunu inhibe eden non steroid antiinflamatuar ila¢ (NSAIQ)’ler tayin etmis ve
invivo antiinflamasyon aktiviteleri ile invitro ortamda inhibitor iliskilerini
dogrulamistir. Bunun yam sira NSAIQ’lerin yararli aktiviteleri, ayn1 zamanda
gastrointestinal toksisite ve koagulasyonda etkileri belirlenmistir. Prostaglandin ve

iliskili molekiiller (trombosan vb...) fizyolojik ve patofizyolojik cevaplarda belirgin



sekilde iliskilidir.Cox-2 geninin kesfiyle Cox-1 enziminden farkli protein iiriinii olmasi
nedeniyle; Cox-2 NSAil’lerle izoform selektif inhibitorler ayrilmistir (45-48). Bu
hipotez sonucu Cox-2 inhibitorlerinin anti inflamasyon ve analjezik oldugu gastrik
toksisiteyi azalttig1 gosterilmistir (49-50).

Cox-1 doku homeostazisine katilan ve oldukca yaygin eksprese edilen bir enzimdir.
Aksine Cox-2 indiiklenebilir izoformdur ve ¢ogu dokuda diisiik seviyelerde eksprese
edilir ve lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan stimiile edilir. Growth faktor ve TNF alfa ,
IL-6 gibi sitokinler (66,67) inflamasyon olaylarinda rol oynar. Bu yonii itibariyle
ateroskleroz , romatoid hastaliklar ve karsinojenezde rol alir (68,69). Cox 1 ve Cox 2
koagiilasyon , renal fonksiyon ve gastrointestinal sistem gibi fizyolojik olaylarda,
inflamasyon, artrit gibi patofizyolojik olaylarda rol alir. Cox-2 ekspresyonu cogu
dokuda diisiiktiir, fakat sitokin, growth faktor, tiimor promotorlarinin da dahil oldugu
cesitli mediatorler tarafindan indiiklenmektedir. Cox-2 aktivitesi SSS ve inflamasyon
hiicrelerindeki prostaglandin (PG) sentezinden oncelikle sorumludur. Inf lamasyon,
artrit, agrinin da dahil oldugu patofizyolojik cevaplari igerir (70).

Prostaglandin ekspresyonu ve aktivitesi kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda
etkilidir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin ve inflamasyon gelisiminde prostaglandinler rol
almaktadir. Bilindigi gibi prostaglandinler, Prostaglandin endoperoksit H sentaz diger
adiyla siklooksijenaz tarafindan {iretilirler. Cox-2 tarafindan iiretilen PGE seviyesi,
subklinik ateroskleroz, matriks metalloproteinazlarin (MMP) salinimi, plak yirtilmast,
kardiyovaskiiler hastaliklarda artmaktadir. Koroner arter hastaligi patogenezinde
inflamasyon aterom olusumunda 6nemli rol oynar (103-105).

Insandaki aterosklerotik lezyonlarda Cox-2 ekspresyonunda belirgin sekilde artis
oldugu gosterilmistir ve Cox-2 sonucu olusan PGE2 aterosklerozda artmustir (73-75).
Cox-2 nin indiiksiyon oranina bagiml olarak yararli ve zararli etkileri bulunmaktadir,
patofizyolojik olaylar ve spesifik hiicrelerde PGH2 metabolize edilerek sitoprotektif
veya proinflamatuar olarak kullanilmaktadir (77).

Cox-2 seviyesi aterosklerozun da dahil oldugu kronik inflamatuar hastaliklarda
artmaktadir. Cox -2 ekspresyonu endotel ,diiz kas,monositler ve insandaki aterosklerotik
lezyonlardaki makrofajlarda saptanmistir (88,89). Cox-2 enzimi yoluyla bir ¢ok
prostaglandin iiretilmektedir. Ornegin bir prostaglandin olan tromboksan, uyarilarak;

vazokonstriksiyon , trombosit agregasyonu ve lokosit — endotel hiicre adhezyonu gibi



etkiler araciligiyla ateroskleroz ve tromboz olusumuna katki saglamaktadir (90,91).
Vazodilatasyon, trombosit agregasyonu inhibisyonu, 16kosit aktivasyonunda rol
oynayan prostasiklin, baglica endotel hiicrelerinde iiretilir (92).

Cox-2 diabete bagli koroner arter hastaliklari, romatoid hastaliklar , karsinojenez dahil
olmak iizere inflamasyon olaylarinda rol oynayan TNFa ve IL -6 gibi sitokinler, growth
faktorler, LPS tarafindan uyarilir. Aterosklerozdaki Cox-2 nin direkt rolii, aterosklerotik
lezyonlardaki caligmalarda gosterilmistir ve subklinik aterosklerozda arttig1 tespit
edilmistir. Oysa son caligmalarda bu enzimin kardiyomiyositlerle ilgili oksidatif streste
koruyucu fonksiyonu oldugu isaret edilmektedir (93).

Biz bu calisma ile Cox 2 polimorfizmi ve inflamasyon markerlar1 olarak ELISA
yontemiyle IL-6 diizeyi ¢aligsarak diabete baglh kardiyovaskuler hastalikardaki etkisini

Tiirk toplumunda arastirmay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

Tip 2 Diabet; bati1 toplumlarinda pandemik oranlarda artisa neden olarak morbidite ve
mortalite ile sonuclanmaktadir (1,2). Tip 2 diabet; kardiyovaskiiler risk faktorleri olan,
hipertansiyon, obezite, artmis plazminojen aktivator inhibitorii, fibrinojen, dislipidemi ,
serumda trigliserit seviyesi artmasi ve diisitk HDL kolesterol ile iliskilidir (3,4)).

Diabetin vaskiiler sistem iizerinde agir etkileri vardir. Genel populasyona gore Tip 2
diabetli kisilerde koroner arter riski iki ile dort kat daha fazladir. Aorttan en kiiciik
arterlere ve kapillerlere kadar her boyuttan damar etkilenir. Aortta ve biiyiik, orta
biiytikliikteki arterlerde hizli siddetli ateroskleroz goriiliir. Daha siddetli ve daha erken
yasta olmas1 disinda, diabetiklerde goriilen aterosklerozun diabetik olmayan hastalarda
goriilenlerden farki yoktur. Koroner arterlerin aterosklerozu nedeniyle meydana gelen
miyokard infarktiis, diabetiklerde en sik Oliim nedenidir(21,22). Bu hem diabetik
kadinlarda hem de diyabetik erkeklerde sik goriilen bir komplikasyondur. Biiyiik renal
arterlerde agir aterosklerozun goriildiigli damarlardandir, fakat diabetin bdobrekler
tizerindeki en hasar verici etkileri glomeriiller ve mikrodolasim seviyesindedir.
Hipertansiyon ile iligkili olan hyalen ateroskleroz diabetiklerde hem daha yaygin hem
de daha siddetli olarak goriilir ve bazen bu lezyona hipertansiyonu olmayan yash
diabetik olmayan hastalarda da rastlanabilir. Arteriollerin duvarlarinda, liimenin
daralmasina yol acan amorf hyalen bir kalinlagma mevcuttur. Diabetiklerde, bu lezyon
sadece hastaligin siiresi ile degil, aym1 zamanda kan basinci seviyesi ile de iliskilidir.

Damarsal degisikliklerin nedeni ve dogasi heniiz tam olarak aciklanamamustir (56).

2.1. .DIABET VE VASKULER SiSTEM

DM; karbohidrat , yag ve protein metabolizmasinin kronik bir hastaligidir. Hatali
karbohidrat kullamimina yol acan, defektif ya da eksik insiilin salgisi, DM in
karakteristik 6zelligidir. Bu durum hiperglisemi ile sonuglanir.

DIABETES MELLITUSUN SINIFLANDIRMASI

1. Tip 1 diabet
a. Immiin aracikli (tip 1A)
b. Idiopatik
2. Tip 2 diabet
3. Diabetin diger spesifik tipleri
a. Beta hiicrelerinde asagidaki mutasyonlarla karakterli genetik defektler



1. Hepatosit niikleer transkripsiyon faktorii (HNF) 4 a-kromozom
20 (MODY 1)
ii. Glukokinaz- Kromozom (7) (MODY?2)
iii. Hepatosit niikleer transkripsiyon faktorii (HNF) 1 a- Kromozom
12 MODY3)
iv. Mitokondriyal DNA
v. Digerleri
b. Insiilin etkisinde genetik defektler (6rnegin tip A insiilin direnci)
c. Ekzokrin pankreas hastaliklari: pankreatit, pankreratektomi, neoplazi,
kistik fibrosiz, hemokratosiz
d. Endokrinopatiler: Cushing sendromu, akromeli, feokromasitoma,
hipertiroidizm, glukagonoma, somatostatinoma
e. Ilaclar veya kimyasallar: glukokortikoidler, tiazidler, nikotinik asitler ve
digerleri
f. Enfeksiyonlar: konjenital kizamikgik, sitomegaloviriis, koksakiviriis ve
digerleri
g. Immun aracilikli diabetin sik olmayan formlari: **Stiff man’* sendromu,
anti insiilin reseptor antibadileri
h. Diabetle ilisgkili diger genetik sendromlar: Down sendromu, Klinefelter
sendromu, Turner sendromu ve digerleri

4. Gestasyonel diabetes mellitus (96)

2.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Immiin Kaynakli Diabet; Pankreas beta hiicrelerinin seliiler kaynakli otoimmiin yikimi

sonucunda gelisir (5). Immiin hasarin belirleyicileri adacik hiicre antikorlari, insiilin
otoantikorlari, glutamat dekarboksilaz otoantikorlari, tirozin fosfataz 1A-2 ve IA-2 Beta
otoantikorlaridir (6,7). Bu otoantikorlarin bir veya birkaci, aclik hiperglisemisi ilk olarak
saptandiginda %85-90 hastada mevcuttur. Hastalifin DQA ve DQB genleri ile baglantili
HLA iliskilidir. Bu HLA-DR/DQ alelleri hastalig1 tetikleyebilmekte veya koruyucu
olabilmektedir(8,9,101,102).

Immiin kaynakli diabet siklikla ¢ocukluk ve adelosan donemde ortaya ciksada her yasta
baslayabilir. Beta hiicre harabiyetinin hiz1 degisken olup; 6zellikle yenidogan ve ¢ocuklarda

hizli, yetiskinlerde ise yavastir (10).



Idiopatik Diabet : Tip 1 diabetik hastalarin ¢cok az bir kism1 bu kategoriye girer, bunlarin

cogunlugu Afrika veya Asya orjinlidir. Bu diabet tipi kalitmsaldir, otoimmiiniteye ait kanit
yoktur ve HLA ile ilgili degildir. Hastalar ketoasidoz ataklar1 ve ataklar arasinda cesitli
derecelerde insiilin eksikligi gosterirler. Insiilin replasman tedavisi ihtiyact degiskenlik
gosterir (11).

LADA(Latent Otoimmiin Diabetli Eriskin) LADA yeni siniflandirmada tip 1 otoimmiin

diabetes mellitus i¢ine girmektedir, fakat onun yavas ilerleyen bir formudur.

GENETIK EGIiLiM

HLA baglantili genler
ve diger gen odaklan

o

er CEVRESEL ZARAR

Normal beta hiicrelerine Viral enfeksiyon:
karsi bagisiklik cevab) = Molekiiler benzerlik

VEIVEYA VE/VEYA

Hasarli beta hiicrelerine | €= Beta hiicrelerinde
karsi bagisiklik cevabi hasar

= 4

OTOIMMUN AYAK

Beta hiicre harabiyeti

TiP | DIYABET

Sekil 2-1:Tip 1 (insiiline bagimli ) DM neden olan f hiicre harabiyetinin olast
mekanizmalari(56).

il

2.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Onceleri insiiline bagimli olmayan diabet, yetiskin diabet terimleri kullanilan bu tipte,
insiilin rezistans1 ve rolatif bir insiilin eksikligi vardir (12,13). Spesifik etyoloji
bilinmesede bu tip diabette, B hiicrelerinin otoimmiin yikimi yoktur . Tip 2 DM’lu
hastalarda goriilen proinsiilin ve iligkili diger peptitlerin dolasimdaki miktar1 2-4 kat
artmistir. Bu da hiperinsiilinemiye ragmen yeterince periferik insiilin etkisi elde
edilmemesinin nedenlerinden biridir. Tip 2 diabet hastalarinda insiilin salgisinda
eksiklik vardir ancak insiilin rezistansini kompanse etmek i¢in yetersizdir. Kilo kaybi

veya hipergliseminin farmakolojik tedavi ile insiilin resiztansinda iyilesme olsa da



normale donmesi nadirdir (14,15). Adacik hiicrelerinin sayisindaki azalma hastaligin
gidisini etkileyen bir faktordiir. Yerlesmis bir tip 2 diabette f hiicre kitlesi %20-40
oraninda azalmistir. Bu azalmadan kronik hipergliseminin yanisira, pankreas
adaciklarinda biriken adacik amiloid polipeptidin (amilin) de sorumlu oldugu ileri
stiriilmektedir (16). Bunun yanisira son zamanlarda serbest yag asitlerinin ve ozellikle
de postprandiyal hipertrigliserideminin beta hiicresi iizerine toksik etki ile insiilin

sekresyonunu bozdugu fark edilmistir. Sekil 2.2 de tip 2 DM patogenezi yer almaktadir.

GEMETIK EGiLim GEVRE
Multipl genetik defelrﬂ-erJ Obesite j
l N
L] L]
;. |
PRIMER BETA "%, PERIFERAL DOKU
HUOCRE DEFEKTI INSULIN DIRENCI
Diizensiz insdlin — Yetersiz glukoz
sekresyonu kullanim

——
HIPERGLISEMI J

|

Beta hiicre bitkinligi J

TiP Il DIYABET

Sekil 2-2:Tip 2 DM ‘un patogenezi(56)

Insiilin rezistansi tip 2 DM’un en belirleyici ozelligidir (17). Visseral adipoz dokuda
eksprese olan ve kahverengi adipoz dokuda istirahat metabolik hizim1 ve beyaz adipoz
dokuda da lipolizi regiile ettigi bilinen B 3 adrenerjik reseptoriiniin insiilin rezistansi ve
tip 2 DM’de rolii vardir (18). Plazma leptin diizeylerinin de obeziteden bagimsiz olarak
insiilin rezistans1 ile korele oldugu, invitro olarak hepatositlerde insiilinin etkisini inhibe

ettigi ve boylece glukoneogenezi arttirdigr saptanmistir (19).
Insiilin rezistans1 kavrami bulundugu yere gore isimlendirildiginde;

1)Prereseptor alandaki rezistans nedenleri: Pankreas beta hiicrelerinden defektif
insiilin salinimi, glukozun ve insiilinin hedef doku ve organlarinda kan akiminin
yeterli veya uygun olmamasi, insiilinin hedef dokudaki endotelden tasinmasinin

bozuk olmasi seklinde siralanabilir.



2)Reseptor diizeyindeki rezistans nedenleri: Insiilin reseptor sayisinda azalma,
otofosforilasyonda azalma ve tirozinkinaz aktivitesinde bozukluk, 19. kromozom
tizerinde bulunan insiilin geninde degisik tipte mutasyonlar ve insiilin reseptor

antikorlarinin mevcudiyeti olabilir.

3)Postreseptor alandaki rezistans nedenleri : Glukozun hiicre igine taginmasini
saglayan glukoz transporterlerinden (GLUT) en 6nemlisi olan GLUT 4 ‘iin insiilin ile
aktivasyonunda bozukluk, glukozun hiicre i¢i oksidatif olmayan metabolizmalarinda rol

oynayan enzim aktivitelerindeki bozukluklardir.

Obezitede adipoz dokudan biiyiik miktarda salinan adipoz doku kaynaklt TNFo’'nin agir
iiretiminin, insiilin reseptoriiniin otofosforilasyonunu azaltarak tirozin kinaz aktivitesini
bozmas1 da postreseptor diizeyde insiilin rezistans1 ve tip 2 DM olusumuna katkida
bulunur. TNF a fosfotirozin fosfataz aktivasyonu yoluyla IRS-1’in fosforilasyonunu
arttirtp bunu bir insiilin reseptdr inhibitorii halinede getirir. Dolagimda c¢ok diisiik
konsantrasyonda olmasi nedeniyle etkilerini endokrin degil, otokrin veya parakrin yolla

gerceklestirerek hiicresel insiilin rezistansina yol acar (20).

Tip 2 diabetin gelisme siklig1 yas, obezite ve fiziksel aktivite azlig ile artar (23,24).
Daha onceden gestasyonel diabet Oykiisii olan kadinlarda, hipertansiyon veya
dislipidemisi olanlarda daha sik goriiliir. Siklikla genetik yatkinlik mevcuttur, ancak

genetigi komplekstir ve tam olarak tanimlanamamistir (25,26 ).

Tip 2 DM; altta yatan mekanizma ya azalmis insiilin sekresyonuna (yani adacik defekti) ya
da insiilin etkisine kars1 artmis dirence (azalmis periferal glukoz alimi veya artmis hepatik
glukoz iiretimi) baghidir (24,27,28).

Tiazolidinedion anti diyabetik ajanlar yag hiicreleri cekirdeginde eksprese edilen
PPAR 7y olarak adlandirilan reseptorlere baglanirlar. PPAR vy iletimini engelleyen
mutasyonlar insulin direncini artirir(27). Sekil 2.3 te yag hiicrelerinin insiilin direnci

diizenlenmesindeki rolii gosterilmistir.
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Sekil 2-3:Yag hiicrelerinin insiilin direnci diizenlenmesindeki rolii
2.1.3. Sekonder Diabet

Degisik hastaliklarla diabetin birlestigi bir durumdur. Bunlara ornek olarak pankreas
harabiyeti, endokrin hastaliklar (Cushing sendromu, feokromasitoma, akromegali, baz1 ilag¢
ve kimyasal maddeler (diiiretikler, glukokortikoidler, oral kontraseptifler, antineoplastik
ajanlar) ve bir takim genetik hastaliklar (kistik fibrosiz, glikojen depo hastaliklart)
gosterilebilir (29).

2.1.4. Gestasyonel diabet:

Gebelik doneminde baslamis olan veya ilk olarak gebelik doneminde tespit edilen
glukoz intoleransidir Bunlar; diabetes mellitus, bozulmus aclik glukozu (IFG),
bozulmus glukoz toleransi(IGT), normoglisemik durumlardir.Vakalarin ¢ogunlugunda

glukoz regiilasyonu dogumdan sonra normale doner. GDM, diabet ile komplike olmus
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tim gebeliklerin %90 ‘i1 temsil eder (30). Glukoz toleransinin bozulmasi normalde

gebelik siiresi icinde, dzellikle 3.trimesterde ortaya ¢ikar.

Diabetin Kronik Komplikasyonlar::
Tip 1 ve Tip 2 diabetiklerde uzun siiren metabolik dekompansasyon makro ve
mikrovaskiiler komplikasyonlara neden olur (31).

a)Mikrovaskiiler  Komplikasyonlar:  Proteinlerin =~ nonenzimatik  glikolizasyonu,

poliolmiyoinositol yolunun yogun c¢alismasi, hiperfiltrasyon ve hipertansiyon gibi
hemodinamik degisiklikler, endotel, endotelin destekcisi dokular ve ekstraselliier matriksin
primer bozukluklari, koagulasyon sistemi ve biiyiime faktorlerine ait anormallikler gibi
patogenik mekanizmalar diabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarin olugsmasina yol acar
Diabetik Nefropati:

flk defa 1936’da Kimmelstiel ve Wilson tarafindan tanimlanan diabetik nefropati diabetin
en ciddi koplikasyonlarindan biridir. Hastalarin %35’ son donem bobrek hastalig
gelistirerek dializ ve renal transplantasyon gerektirirler. Tip 1 DM’u olanlarda proteiniirisi
olanlarin 40 yil sonra sag kalma olasiliklar1 %10 iken, olmayanlarda bu olasilik %70’dir.
Makroproteiniirisi olan diabetik hastalarin %50’si 10 yillik izlemde oliirken, olmayanlarda
Oliim oran1 %2 dir (32).

Mikroalbiiminiiri:

Mikroalbiiminiirinin varliginin Tip 1 DM ta klinik olarak acik nefropatiye ilerleme oraninda
artis ve Tip 2 DM’ta mortalite artis1 (esas olarak kardiyovaskiiler hastalik nedeniyle) ile
baglantili oldugu gosterilmistir (33). Arastirmalar mikroalbiiminiirisi olan hastalarin
%80’inden fazlasinin 10 yil igerisinde klinik nefropati doneminde gectigini gostermistir
(34).

Mikroalbiiminiiri diabet disindaki bazi klinik durumlarda da ortaya ¢ikabilir. Bunlarin en
basinda HT gelmektedir. Diabetik olmayan hastalarda da mikroalbiiminiiri mevcudiyeti

kardiyovaskiiler hastalik riskinde artis ile iliskili bulunmustur (35).

Diabetik Retinopati:

Hastaligin prevelansi yasla artar. Damarlarda konstriiksiyon, dilatasyon, kivrintilar, nokta
seklinde retinal kanamalar, mikroanevrizmalar, ¢izgisel veya alev seklinde preretinal
kanamalar ve eksiidalar vardir. (36).

Diabetik Noropati :
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Diabetik Noropati’nin monondropati vazo nervorumlarin hastaliginin neden oldugu,
otonom noropati ve polindropatinin ise metabolik nedenlerle olustugu kabul
edilmektedir. Sensoryel bozukluk sonucu, , vibrasyon ve pozisyon duyusunda kusur
vardir. Bu durum eklemlerde ve ayak dokularinda zedelenmelere neden olarak, diabetik

ayak ve Charcot eklemi denilen tablonun olugsmasini saglar (37).

b)Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Diabetin makrovaskiiler komplikasyonlar1 ilerlemis ateroskleroza sekonder olarak olarak
gelisirler.Bu kardiyovaskiiler degisiklikler diabetik hastalarda daha erken yaslarda ortaya
cikar daha hizli ve agresif seyirlidir. Tip 2 diabetiklerde makrovaskiiler komplikasyonlar
oliimlerin %80 nedenidir ve bunlarin da %60 koroner kalp hastaligindandir. Ozellikle
insiilin rezistansinin bulundugu Tip 2 DM’da hiperinsiilinemi, diiz kas hiicresi
proliferasyonunu stimiile ederek, makrovaskiiler hastalik olusumunda etkili olmaktadir.
Hipertansiyon prevelansi tip 2 diabetiklerde daha fazladir. Ciinkii bu hastalarda obezite ve
insiilin rezistans1 siklikla diabete eslik eder (38,39). Diabetin makrovaskiiler
komplikasyonlar1 baglig1 altinda 3 ana patoloji incelenmektedir (27,31).

1)Diabetik kalp hastalig1 2)Periferik arter hastaligi 3)Serebrovaskiiler hastalik

Diabetin kanitlanmis etkileri arasinda, damar endotelinde olusturdugu dejenerasyon basta
gelmektedir. Damar diiz kaslarinda ve endotel hiicrelerindeki dejenerasyon pek ¢ok organ
ve sistemi etkileyerek diabete bagli ikincil komplikasyonlarin gelisiminde &nemli rol
oynamaktadir. (97)

Ateroskleroz endotel hasarina kars1 damar duvarinin gelistirdigi kronik iltihabi bir

yanmittir. Diabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar, ateroskleroz ve aterom plaklarinin
olusmasinda endotel zedelenmesi temel rol oynar.

Bazi sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin de plak gelisiminde rolii oldugu diisiiniilmektedir.
Bunlar arasinda interferon y (IFN y), interlokinler 1, 2 ve 6 (IL-1,IL-2; IL-6), TNF, CSF,
IGF-1 ve IGF-2, FGFgibi bir¢ok aktif molekiil bulunur. (98).

Normal endotel PGl etkisiyle cAMP salgiladigindan trombositlerin endotele yapismasi/
agregasyonu ve diiz kas hiicre proliferasyonu engellenir. Oysa okside ve perokside
lipidlerin etkisiyle endotelde PGI2 sentezinde olusan defekt, TXA2 ve platelet aktive-edici
faktor (PAF) araciligi ile bu bolgede trombosit birikimini ve diiz kas hiicre proliferasyonunu
baslatir. (97):

. Kanda ve endotelde LDL oksidasyonu/peroksidasyonu

. Endotelde PGI2 defekti

. Okside/ perokside LDL yiiklii monosit/ makrofajlarin subendotel tabakaya gogii
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. Damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve kopiik hiicrelerine doniiserek

subendotel tabakaya goc¢ii

. TXA2ve PAF araciligi ile endotel yiizeyinde trombosit agregasyonu

. Subendotel tabakada kolesteroliin serbestlesmesi, hiicre artiklar ve Ca ile

kompleks olusturmasi

. Aterom plak olusumu (99).

Ateroskleroz iki temel sorun olusturur. Birincisi, aterom plak zamanla yirtilabilir ve icinden
cikan parcaciklar bu zedelenmis bolgede olusan pihti ile beraber kan akimina gecerek kiiciik
damarlar tikayabilir; ikincisi, aterom plak biiyiiyerek damarin

daralmasina yol agabilir. Her iki durumda da lezyonun gelistigi damar tarafindan beslenen

organda kan akim yetersiz hale gelebilmektedir (2,100).

2.2. COX ENZiMi
2.2.1. Arasidonik asit metabolitleri:

Arasidonik asit (AA) metabolizmasindan kaynaklanan iirlinler inflamasyon ve
hemostaz olmak iizere bir ¢ok biyolojik olay iizerine etkilidir. Bu iiriinler kisa zamanlh
hormonlar olarak degerlendirilebilirler. Yapildiklar1 yerde lokal olarak etki ederler ve

daha sonra ¢ok hizli olarak spontan veya enzimatik olarak yok edilirler.

AA 20 C’lu poliansature bir yag asididir (4 ¢ift bagli) ve primer olarak diyetteki linoleik
asitten tiirer ve viicutta yalnizca ester seklinde hiicre membran proteinlerinin bir
komponenti olarak bulunur. AA bu fosfolipitlerden hiicresel fosfolipazlar yoluyla
salinir. Hiicresel fosfolipazlar mekanik, kimyasal, fiziksel uyar1 veya C5a gibi iltihabi
mediyatorlerce aktive edilirler. AA metabolizmasi reaksiyonu baglatan enzimin adiyla
anilan iki ana yol boyunca ilerler: Prostaglandinler ve tromboksanlarin sentezlendigi

siklooksijenaz yolu ve lokotrienler ve lipoksinlerin sentezlendigi lipooksijenaz yolu

(Sekil 2.4) (113).
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Hiicre membran fosfolipleri

¥ Fostolipaz

osfolipaz

AL CLX Steroidler inhibe eder

Diger
HETEler - HPETEler ¢ ARASIDONIK ASIT
Lipooksigenez

5-Lipooksigenez y _)(_ . COX-1 ve COX-2 aspirin,

indometozoin inhibe eder

5-HETE <—————— 5-HPETE Prostaglandin G, (PGG;)
Kemotaksi 1 (Lipo;ig:wz
A 4

Lokotrien B, <= LOKotrien A, (LTA,) Prostaglandin H, (PGH,)
Lokotrien C4 (LTCy4) ‘ ‘
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PGD PGE
Vazadilatasyon Nétrofil 2 2 PGFz,
kemotaksi inhibisyon Vazadilatasyon 6dem
Monosit adezyon stimiilasyonu etkisini arttirir

Sekil 2-4: Arasidonik asit metabolitlerinin olusumu ve inflamasyondaki etkileri.COX-1 ve
COX-2, SIKLOOKSIJENAZ 1 ve 2 ; HETE, hidroksieikozatetranoik asit; HPETE,
hidroperoksieikotetranoik asit (56)

AA metabolitleri (eikosanoidler de denir ) inflamasyonun neredeyse her basamaginda
aracilik edebilir. AA lerin sentezi iltihabin oldugu yerlerde artmistir ve onlarin sentezini

inhibe eden maddeler, iltihabi yanit1 da azaltirlar (42).
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2.2.2. Prostaglandinler:

Prostaglandin ilk olarak insan semeninde 1930’da kesfedildi. Fakat onlarin diisiik
konsantrasyonlar1 ve instabilitesini imkansizlagtigindan yaklasik 30 yil sonunda
identifiye edilmistir. Kompleks bir cok oksijenasyon siklizasyon ve bir akiral substrat
5 kiral reaksiyonlar1 iceren poliunsature yag asitlerinden oldugu seklinde
tamimlanmistir (40). Hamberg ve Samuelsson 1967°de prostaglandin biyosentezinin
mekanizmasin1 ana hatlart ile tamimlamistir (41) ve yeterli calisma yaparak temel

prensiplerini onaylanmistir.
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Sekil 2-5: Arasidonik asit metabolitleri(119)

Poliansature yag asitlerinin oksijenasyonunun ilk iiriinleri olan bisiklik peroksitlerin
(endoperoksitler) olusumu mekanizmada anahtar basamaktir. Komplekste kimyasal
transformasyonu saglayan enzim olarak Cox-1,2 enzimi tamimlanmis ve 1973 te
prostaglandin endoperoksitlerinin etkisi belirlenmistir (42,43).

Poliansature yag asitleri oksijenasyonunun ilk iiriinli mekanizmada anahtar basamak
olarak bisiklik peroksitlerin (endoperoksit) olusumudur. Kompleks kimyasal
transformasyon uygulamasit olan enzim olarak Cox-1,2 enzimi tanimlanmistir ve

1973°de prostaglandin endoperoksitlerin izolasyonu sonucu belirlenmistir.
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Cox etkileyici bir sekilde metabolik transformasyonu katalizlediginden Onemli
derecede farmakolojik a¢idan hedef olmustur (44). Vane 1971°de prostaglandin
olusumunu inhibe eden NSAII’ler tayin etmis ve invivo antiinflamasyon aktiviteleri ile
invitro ortamda inhibitor iliskilerini dogrulamistir. Bunun yan1 sira NSAII’lerin yararl
aktiviteleri, ayn1 zamanda gastrointestinal toksisite ve koagulasyonda etkileri
belirlenmistir. Prostaglandin ve iliskili molekiiller (trombosan vb...) fizyolojik ve
patofizyolojik cevaplarda belirgin sekilde iliskilidir.

Cox-2 geni kesfiyle Cox-1 enziminden farkli protein {iriinii olmasi nedeniyle
NSAIil'lerle izoform selektif inhibitorler ayrilmistir (45-48). Bu hipotez sonucu Cox-2
inhibitorlerinin anti inflamasyon ve analjezik oldugu gastrik toksisiteyi azalttig1

gosterilmistir (49-50).

2.2.3. Siklooksijenaz yolu:

Arasidonikasit metabolizmasindan prostaglandin G/H sentaz (PGHS sik olarak Cox
olarak bilinir), lipooksijenaz epoksijenaz gibi yollar sonucu biyolojik olarak aktif
irinler sentezlenir. Cox-1ve 2 prostanoid sentezinde hiz kisitlayic1 basamag katalizler,
arasidonik asitten PGH2 doniisiimii olur ve prekiirsor olarak biyoaktif prostanoidler
ailesinden tromboksan ve prostaglandinler iiretilmektedir. Siklooksijenaz (Cox)
enzimleri; bisfonksiyonel proteinler olup, Cox ve hidrojen peroksidaz (HOX)
aktivitelerinin bir arada bulunmasi ile olusan proseste arasidonik asit
biyotransformasyonunu katalize ederek PG endoperoksit ara iiriinleri PGG2 ve PGH2
olusmasinda gorev almaktadirlar. Bunlardan izomeraz ve sentazlar araciligiyla
prostaglandinler ve tromboksan A2 (TXA2) olusturulur. Tiim bu iiriinler G-protein
iliskili reseptorleri aktive ederler (51-54).

Burada prostaglandin (PG) E2 (PGE2), PGD2, PGF2a, PGI2 ve TXA2 bulunur.
Bunlarin her biri spesifik bir enzim etkisi ile meydana gelir. Bu enzimlerin bazilarinin
dokulardaki dagilimi smirlidir. Ornegin; trombositlerde tromboksan sentetaz enzimi
vardir, dolayisiyla giiclii bir trombosit agregan ajan ve vazokonstriiktor olan TXA2 ana
prostaglandin iiriinii olarak bu hiicrelerde bulunur (56).

Diger yandan endotel tromboksan sentetaz icermez ancak PGI2 olusumunu saglayan
prostasiklin sentetaz icerir. PGI2 giiclii bir trombosit agregasyon inhibitorii ve
vazodilatoriidiir. PGD?2, siklooksijenaz yolunun mast hiicrelerindeki ana metabolitidir.

PGE2 ve PGF2a ile birlikte bulunur ve vazodilatasyona neden olur, ddemi artirir.
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Prostaglandinler inflamasyonda agr1i ve ates patogenezinde de rol oynar.
Eikosanoidlerin iltihabi proseslerin merkezinde rol aldiklart gercegi eikosanoid
sentezini bloke eden ajanlarin klinik kullanimi ic¢in esas olusturmaktadir. Aspirin ve
bircok NSAII (Ibuprofen gibi) siklooksijenaz aktivitesini ve bdylece biitiin
prostaglandin sentezini inhibe ederler (bundan dolayr agri ve ates tedavisinde
etkilidirler). Siklooksijenazlardan COX-1 gastrik mukozada mevcuttur (COX-2 gastrik
mukozada bulunmaz ) ve COX-1 tarafindan iiretilen prostaglandinler, aside bagli hasara
kars1 koruyucudur. Bundan dolayr aspirin ve NSAII ler siklooksijenazin inhibisyonu
(hem COX-1 hem COX-2 yi inhibe ederler) prostaglandin sentezini bloke ederek
iltihab1 azaltirken, gastrik iilsere de zemin hazirlarlar. Cox inhibitorlerinin gastrik
mukoza iizerine zararh etkilerini engelleyip, antiinflamatuar etkilerini koruyacak sekilde
selektif Cox-2 inhibitorleri iiretilmistir. Dikkat ¢ekici olarak lipooksijenaz bunlardan
etkilenmez ve Cox blokaj lipooksijenaz yoluna giren substratlar1 artirabilir. Giiclii
antiinflamatuar maddeler olan glukokortikoidler, fosfolipaz A2 aktivitesini inhibe

etmekte rol oynamaktadir (56).

Fosfolipidler
Fosfolipaz A,
Arasidonik Asit

Selektif COX-2 inhibitorleri =3 | (Yalniz COX-2’de rol alir)

COX-2 Endotelde Prostaglandm\Hz COX-1(trombositlerde)

HOOC

ProstaS|kI|n Dinamik denge Tromboksan A,

Trombozu azaltir Trombozu indukler

Sekil 2-6: COX-2 inhibitorlerinin kardiyovaskiiler etkileri. Kardiyovaskiiler homeostazisin
saglanmasinda endotelyal hiicrelerde iiretilen prostasiklin ve trombositler de iiretilen
tromboksan A2 arasindaki dinamik denge gosterilmektedir(120)
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2.2.4. COX stereokimyasi:

Cox enziminin 3 izoformu bilinmektedir. Cox -1 normal sartlar altinda ¢ogu dokuda
eksprese edilir. Cox-2 ekspresyonu ilk olarak growth faktér , mitojen, sitokinler
tarafindan inflamatuar stimiilasyona cevapta indiiklenir. Cox-3 Cox-1 den tiiremis bir

izoenzimdir. Fonksiyonu hala tam olarak bilinmemektedir.(55).

Cox ; izoprostanoidlerden prostaglandin olusumunu artirarak proses yiiriimektedir.
Arasidonik asitin spontane oksidasyonu ile Cox katalizi arasindaki major farklilik
yiiksek derecede enzimatik reaksiyonun stereokimyasal kontrolu ile yiiksek oranda Cox
katalizi gerceklesir. Oksijenasyonun stereokimyasal kontrolii ve 13 — pro- S- hidrojen
uzaklastirlmas1 ile stereospesifiklik saglanir ve Cox burda ©6nemli sorumluluklar
yiiklenmektedir. Cox-1 ve 2 kristal yapilarinda her ikisinde de yag asidi substrati ile Tyr
385 pozisyonundaki Tyr ile reaksiyonu sonucu agiga ¢ikmaktadir (57).

Cox enzimlerinin iki seklinin aktif bolgeleri, bir ka¢ ©zellik haricinde oldukca
benzerdir. En belirgin faklilik her iki enzim arasinda substrat spesifikliginin var
olmasindan kaynaklanmaktadir. Her ikisi de hidrofobik bir tiinel aktif bolgede lipit
substrat1 bulundurur. Cox-2 i¢ kisminda aminoasit artiklar1 Arg 513, Val 434, Val 523
ten olusur, Cox-1 de bu aminoasitler yer almaz. Cox-1 de hacimsel olarak daha fazla
yer kaplayan Ile 434, His 513, ile 532 bulunur. Bu nedenle Cox-2 aktif bolgesine
baglanma daha rahat gerceklestigi gosterilmistir. Cox-2 18 C’lu poliansature yag
asitlerini Cox-1 den daha yiiksek afinite ile baglacak daha uygun bir aktif bolgeye
sahiptir. Ayn1 zamanda Cox-2 arasidonik asitten tiiremis hidroksietilamidi okside eder
oysa Cox-1 bu etkiyi gostermez. Son gozlem ise; Cox-lin R120Q mutanti arasidonat
icin Km’i 100 kat artirmaktadir oysa Cox-2 nin normal tip enzimi aragidonat Km’inde

oldukga benzerlik gostermektedir (58-63).
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2.2.5. Cox Gen Diizeyi :

Cox-1 ve Cox-2 aminoasit seviyesi % 60 homoloji gosterir 3 ana domenden olugmustur:
membran baglayan domen, EGF ye benzer domen, enzimatik domen. Insan Cox-1 geni;
9q32-q 33.3 kromozomunda, yaklagik 22 kilobp biiyiikliigiinde 11 ekzon igerir. Insanda
Cox-2 geni 1g25.2-q 25.3 kromozomunda yaklasik 8.3 kilobp biiyiikliigiinde 10 ekzon
icerir (64,65).

Cox-2 8.3 kilobp biiyiiliigiindedir ve elde edilen verim 4.1 kbp , Cox-1 22 kilobp
biiyiikliigiinde elde edilen verim 2.8 kbp mRNA diizeyidir. Ciinkii Cox-2 deki intronlar
Cox-1 e gore daha kiiciiktiir. Cox-2 promotor bolgesi 1.7 kbp uzunlugunda, ve TATA
Box 31bp lik kisimda transkripsiyon baslama bdlgesinde bulunur (114-116).
Promotorde Sp1, NFkB, CRE,GRE, PEA3, NF IL-6 bulunur (117). Ayn1 zamanda AU
dan zengin 3’ untranslated bolge igerir.

Cox-1 ve Cox-2 arasindaki fark; N-terminal bolgede Cox-2 signal peptidi Cox-1 e gore
daha kisa, C-terminal membran baglayan domende 18 aminoasit eklenen yer,(33) ek
olarak Cox-2 de C-terminal kisimda glikolizasyon bolgesi lokalizedir. Sekil 2.7 de Cox-
1 ve Cox-2 siklooksijenaz izoformlarinin protein yapilarinin karsilagtirilmasi yer

almaktadir (118).

596
599

599
604

I signal peptide B Membrane-binding
Bl EGF domain domain
@™ Glycosylation B Membrane-targeting
sites sequence

Sekil 2-7: Cox-1 ve Cox-2 siklooksijenaz izoformlarinin protein yapilarinin karsilagtirtlmast
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Dimerik Enzim

Membran Baglayan Domen ~

Sekil 2-8: Cox-1 ve Cox-2 enzimleri dimerik yapis1 ve membranlar arasi iliskisi(120)

2.2.6. COX Ekspresyonu

Cox-1 doku homeostazisine katilan yaygin eksprese edilen ana enzimdir. Aksine Cox-2
indiiklenebilir izoformdur ve ¢ogu dokuda diisiik seviyelerde eksprese edilir ve LPS ler
tarafindan stimiile edilir growth faktor ve sitokinler 6rnegin; TNF o , IL-6 (66,67)
inflamasyon olaylarinda rol oynar bu yonii itibariyle ateroskleroz, romatoid hastaliklar
ve karsinojenezde rol alir (68,69). Cox-1 ve Cox-2 koagiilasyon, renal fonksiyon ve
gastrointestinal sistemin icinde oldugu fizyolojik olaylarda, inflamasyon, artrit gibi
patofizyolojik olaylarda rol alir. Cox-2 ekspresyonu ¢ogu dokuda diisiiktiir fakat sitokin
, growth faktor , timor promotorlarinin da dahil oldugu cesitli mediyatorler tarafindan
indiiklenmektedir. Cox-2 aktivitesi, SSS ve inflamasyon hiicrelerindeki PG sentezinden
oncelikle sorumludur. Inflamasyon, artrit, agrimin da dahil oldugu patofizyolojik

cevaplari igerir (70).

2.3. COX -2 DIABET KORONER ARTER HASTALIGI ARASI iLiSKi

Prostaglandin ekspresyonu ve aktivitesi kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda
etkilidir.

Kardiyovaskiiler hastalik ve inflamasyon gelisiminde prostaglandinler rol almaktadir.
Bilindigi gibi prostaglandinler, Prostaglandin endoperoksit H sentaz diger adiyla

siklooksijenaz tarafindan iiretilirler. Cox-2 tarafindan {iretilen PGE, subklinik
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ateroskleroz, MMPlerin salinimi, plak yirtilmasi, kardiyovaskiiler hastaliklarda
artmaktadir. Koroner arter hastaligi patogenezinde inflamasyon aterom olusumunda
onemli rol oynar. Bu vaskiiler diabetik komplikasyonlarin olusmasinda TXA2 sentezinin
artisina bagli trombosit adezyonu ve agregasyon egiliminin artmasit ve prostasiklin
sentezinin azalmasinin potansiyel 6nemi vardir.

Diabetik endotel fonksiyon bozuklugunda endotelin-1 sentezinin artisi, vazokonstriiktor
etkinligin giiclenmesine ve damar diiz kasinda mitojenik etkiye neden olurken;
vazodilatator etkiye sahip nitrik oksit, damar diiz kasinda antimitojenik etki goOsterir ve
trombosit agregasyonunu inhibe eder. Boylece damarlarda vazodilatator etkinlik azalirken
vazokonstriiktor etkinlik artarak doku kan akiminda azalma ve doku beslenmesinde
bozulma egilimi gozlenir (103-105).

Cox-2 ekspresyonu, aterosklerotik plaklarda matriks metalloproteinazlarin iiretimindeki
artisa bagh olarak diabete bagli koroner kalp hastaliklarinda endotelyal hiicrelerde
artmaktadir (71,72).

Yapilan calismalarda aterosklerotik lezyonlarin Cox 2 ekspresyonun rolii belirgin
sekilde gosterilmistir. Cox-2 sonucu olusan PGE2 subklinik aterosklerozda artmistir
(73-75). Oysa oksidatif strese maruz kalan kardiyomiyositlerde bu enzimin koruyucu
fonksiyonu oldugu isaret edilmektedir (76). Cox-2 nin indiiksiyon oranina bagimli
olarak yararli ve zararli etkileri bulunmaktadir, patofizyolojik olaylar ve spesifik
hiicrelerde PGH2 metabolize edilerek sitoprotektif ve proinflamatuar olaylarda rol

almaktadir (77). (Sekil 2.9)
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Sekil 2-9: Kardiyovaskiiler sistemde COX izoenzimlerinin rolii. ACE: Anjiotensin donuistiiriicii
enzim; ADP:Adenozindifosfat; aPC:aktive protein C; BK:Bradikinin; eNOS:endotel
kaynaknakli NO; TM:Trombomodiilin(106)

2.4. INFLAMASYON MARKERLARI
Sitokinler lenfositler ayrica efektor hiicreler ve APC’ler tarafindan salgilanan diisiik
molekiil agirlikli polipeptitlerdir, (tipik olarak 10-40) belli durumlarda , epitelyumyal ve
mezansimal hiicrelerde 6nemli kaynaktir. Her ne kadar bunlar orijinal olarak lenfokin
ve monokin olarak siniflandirilsalarda giiniimiizde sitokin olarak bahsedilmektedir.
Sitokinlerin genel siniflar:
1. Dogustan immuniteyi saglayan sitokinler :IL-1, IL-6, TNF,INTERFERON bu
sitokinlerin bazilar1 (inferon gibi) viral enfeksiyonlara kars1 korurken , digerleri
IL-1, TNF, IL-6 endotel ve mononiikleer iltihap hiicrelerinin aktivasyonu ve KC
tarafindan akut faz reaktan sentezinin saglanmasi gibi nonspesifik
proinflamatuar cevaplar1 baglatir.
2. Lenfosit gelisme , aktivasyon ve diferansiyasyonunu regiile eden sitokinler :1L-
2,IL-4,IL-5, IL-12, IL-15, TGF alfa
3. [ltihabi hiicreleri aktive eden sitokinler :IFNy,TNF
4. Kemokinler iltihap hiicrelerini hasar bolgesine gondermede etkililer: IL-8, MCP-
1
5. Hematopoezi stimiile eden sitokinler :GM CSF
Sitokinler ; aktive olmus lenfositler ve makrofajlar basta olmak iizere bir¢ok hiicreden
sentezlenen ve diger hiicrelerin fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan polipeptit
yapisindaki maddelerdir. Sitokinler kemikiligindeki immatiir ncii hiicreleri biiyiimesini
uyaran CSF , ve klasik biiylime faktorlerinin cogunu , interlokinleri ve 16kosit

adezyonunu uyaran ve kemotaksiyi yonlendiren kemokinleri igerirler (56).
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2.5. COX-2 VE IL-6 iLiSKIiSi

Inflamasyona neden olan her uyaran AP-1, NF kapa B , T hiicrelerini aktive eden NF IL-6
gibi pek cok transkripsiyon faktorii aracilifryla COX-2 indiiksiyonuna neden olur. COX-2’
nin asir1 yapimi prostaglandin (PGE?2) gibi proinflamatuar mediyatorlerin yapimini artirir.
PGE2 inflamatuar reaksiyonlar esnasinda en fazla iiretilen ve immiin fonksiyonlarin
regiilasyonunda rol alan bir molekiildiir (107,108).

Pankreatik adacik hiicrelerinde COX-2 hem bazal durumda hemde IL-1’e yanit olarak
salgilanan dominant izoformdur. PG’ler 6zellikle PGI2 AC’ de de fizyolojik rollere sahiptir.
Bunlar arasinda pulmoner vaskiiler tonusun saglanmasi, kapiller endotelyal ve alveolar
endotelyal permeabilitenin regiilasyonu, surfaktan hemostazisi, bronsial mukus sekresyonu
ve transportunun kontrolii yer alir. COX-1 ve 2 AC’de farkli hiicre ve dokularda sentezlenir.

COX-2 bazal durumlarda makrofaj ve mast hiicre benzeri hiicrelerde sentezlenir (85).

Liimen
Monosit @ @
Endotel Vemotaksis
l
(4 COX-2 _
6 Resiprokal regiilasyon
Makrofaj 4 TNF-@ y A \
%[34&10?;9'- Inflamasyon Kolesterol
Sirtc:)kinle? . VCOXL b AnoE
h .
Damar duvari Vi-NOs 4+ ABCA 1

Sekil 2-10: Kopiik hiicre regiilasyonunda rol alan inflamatuar ve kolesterol homeostazisini
diizenleyen genler (121).

Herhangi bir inflamatuar uyarana yanit olarak inflamatuar pek ¢ok hiicre yaninda KC
kuffer hiicrelerinden de IL-1, IL-6, TNF-alfa, TNF-beta ve fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) gibi biiyiime faktorlerinin ekspresyonu artar.(78-80). COX-2 , IL-1, TBF-alfa,

biliylimeyi ve inflamasyonu sitmiile eden diger pek cok sitokin tarafindan sitiimiile
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edilebilen bir enzimdir. Tiim hiicre ve dokularda glukokortikoidler tarafindan inhibe
edilir(81,82). AP-1, NF-kapa B, aktive T hiicre niikleer faktorii, niikleer faktor IL-6
COX-2’ nin indiiksiyonuna aracilik eder (Sekil 2.10) (83,84).

2.6. COX-2 POLIMORFIZMi

Ateroskleroz , tromboz ve vaskiiler biyoloji alaninda Papafili ve arkadaslar1 Cox-2
promotoriinde -765G>C varyantin1 tanimlamis varsayilan spl baglanma bdlgesi
gosterilmistir, -765 G alleli ile karsilastirildiginda promotor aktivitesinde yaklasik %30
oraninda diisiis gozlenmistir. Cox-2 geni 5’ bolgesinde gen transkripsiyonunu
diizenleyici TATA kutusu ve CRE, NF kB, NF-IL-6, GRE, PEA3, AP2, C/EBP, TGF
beta, spl multiple cevap elemanlar1 transkripsiyon faktorleri olarak baglanir. Ozellikle
Spl G-zengin elementleri icinde Cox-2 transkripsiyonunda aktivator olarak diisiiniiliir
(86). Papafili ve arkadaslar secilmis koroner arter bypass graft (CABG) ameliyati
gecirmis hastalarda C allelinde plazma diizeyindeki CRP de diisiis gozlenmistir (87).
CRP seviyesi >3mg/l iken -765 GC (1.8+-0.3) ve -765 CC(2.1+-0.2)seklindedir. Cox-2
seviyesi aterosklerozun da dahil oldugu kronik inflamatuar hastaliklarda artmaktadir.
Cox-2 ekspresyonu endotel, diiz kas, monositler ve insandaki aterosklerotik
lezyonlardaki makrofajlarda saptanmistir (88,89). Cox-2 enzimi yoluyla bir ¢ok
prostaglandin iiretilmektedir. Ornegin bir prostaglandin olan tromboksan, uyarilarak;
vazokonstriiksiyon, trombosit agregasyonu ve lokosit — endotel hiicre adhezyonu gibi
etkiler araciligiyla ateroskleroz ve tromboz olusumuna katki saglamaktadir (90,91).
Vazodilatasyon, trombosit agregasyonu inhibisyonu, 16kosit aktivasyonunda rol
oynayan prostasiklin, baglica endotel hiicrelerinde iiretilir (92).

Ik calismalar C allelinin MI, fel¢ ve serebrovaskiiler iskemiye karsi koruyucu etki
sagladigi  olasiligin1  gostermektedir. C alleli kardiyo ve serebrovaskiiler,
hiperkolesterolemili hastalarda inflamasyon markerlart olan CRP ve IL-6 nin
seviyelerindeki diisiis ile iliskilendirilmistir (87,93).

Ancak ilk yontemlere karsit olarak Haegamer ve arkadaslari Cox-2 polimorfizmi
/haplotipinde ne MI ne de iskemik felcle bir iliski bulunmadigini agikladi (94). Dahasi
Kohsaka ve arkadaslar1 Cox 2 -765 G>C polimorfizminin Amerikali Afrikalilarda felg

gecirme agisindan gergekte risk faktorii oldugunu rapor ettiler (95).
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Diabete bagli koroner arter hastaliklari, romatoid hastaliklar, karsinojenez dahil olmak
tizere inflamasyon olaylarinda rol oynayan TNFa ve IL -6 gibi sitokinler, growth
faktorler, LPS tarafindan Cox-2 uyarilir. Aterosklerozdaki Cox-2 nin direkt roli,
aterosklerotik lezyonlardaki caligmalarda gosterilmistir ve aterosklerozda artmistir.
Oysa son calismalar bu enzimin kardiyomiyositlerle ilgili oksidatif streste koruyucu
fonksiyonu oldugu isaret edilmistir. COX-2 genindeki polimorfizmler klinik olarak
daha fazla incelenmistir. CRE ve yan1 sira NFxB, NF-IL6, gibi farkli niikleer regiilator
faktorler COX-2 geninin dokuya spesifik tarzda transkripsiyonunda onemli rol
oynamaktadir. Polimorfizm COX-2’nin ekspresyonunu potansiyel olarak degistiren
faktorler icin baglanma bolgelerinin  olusumunu veya ortadan kalkmasini
saglayabilmektedir (109,110).

COX-2 ile yapilan c¢alismalarda 124 SNPs (tek niikleotid polimorfizm)
belirlenmistir(111). Bunlarin ¢ok azinda fonksiyonel etki goriilir. -765 G-C
polimorfizminde in vitro olarak COX-2 promoter aktivitesinde % 30 azalma goriiliir.
COX-2 926 G-C polimorfizmi yiiksek seviyede COX-2 artisina neden olmustur ve in
vitro olarak %30 oraninda promotor aktivitede azalma olmustur.V511A (lokalizasyon
Exon 10) polimorfizmi Afrikali Amerikalilar arasinda % 5 oraninda bulunur ve
kolorektal adenom ve karsinoma karst koruyucu oOzelligi vardir. Diger tek gen
polimorzimleri ve lokalizayonlar1t C-162G Promoter, C645T, T10G 5’-UTR, R228H

Exon 6 polimorfizmleridir(112).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.0rneklerin Secimi ve Tanim

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 16.07.2008 tarihli ve 7
sayili toplantisinda onaylanan tez calismasina diabete bagl kardiyovaskiiler hastaligi
olan ve herhangi bir hastalik hikayesi bulunmayan kontrol grubu bireyleri dahil edilmis,
goniillii bilgilendirme ve onay formlar1 imzalatilmistir.

Bu ¢alismada iki 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grupta 100 kisiden olusan herhangi
bir diabete bagli koroner arter hastalifi olmayan saglikli bireyler kontrol grubuna
alinmistir.

Ikinci grup 1.U. istanbul Tip Fakiiltesi, I¢c Hastaliklar1 Anabilim Dali, Endokrinoloji
Metabolizma Bilim Dali tarafindan takip edilen 100 diabete baglh kardiyovaskiiler
hastaligi olan kisilerden olusturulmustur. Diger klinik parametrelere ait ayirimlar
yukarida belirtilen klinik tarafindan yapilmis ve kan ornekleri bu birim tarafindan

siniflandirilarak anabilim dalimiza gonderilmistir.

3.2.Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum kloriir
(Sigma A-5666), Amonyum siilfat (Sigma A-5132), Asetik asit (Merck K-04134156),
Borik asit (Sigma B-6768), Brom fenol mavisi (Sigma B-6896), Dietileter (Merck),
DNA marker (50-100 bp DNA size marker; Fermentas), dNTP seti (Fermentas), EDTA
(dihidrat) (Merck K-90602121), Etanol (%99 Tekel), Etidyum bromiir (Sigma E-8751),
Hidrojen peroksit (%35 Merck K-22035097), Hidroklorik asit (% 37 Merck K-
13190114), Metaphor agaroz (FMC 50182), Mineral yag (Sigma M-5904),Potasyum
bikarbonat (Merck K-126223552), Potasyum hidroksit (Sigma P-1767),
Potasyumdihidrojenfosfat (Merck A-741071), Primer dizileri (Fermentas), Proteinaz K
(Merck), Restriksiyon enzimi Acil; (Fermentas), Sodyum dodesil (lauryl) sulfat (Sigma
L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C-754962), Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257),
Sodyumbisiilfit (Sigma S-9631), Taq polimeraz (Promega), Trizma baz (Sigma T-
1503), Xylene cyanol (Sigma X-4126), Xylene orange (Sigma X-0127).
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3.2.1.Kullanilan Primerler

5" AGG CAG GAA ACT TTATATTGG 3
5 ATGTTT TAG TGA CGA CGCTTA 3’

3.3.Cihazlar

Elektroforez ic¢in giic kaynagi (Titan plus Helena Laboratories), Elektroforez
Sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis),
Falkon santrifiij (Hereaus), Hassas terazi (Mettler), Isiticili manyetik Kkaristiric
(Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifiij (TDX), PCR aleti (MJ Research
Techne), pH metre (Hanna), Pipet takimi (Brand), Polaroid kamera (DS34 Direct screen
instant camera), Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208), Su banyosu (Elektromag), UV

transilluminator (Stratagene UV/White light Transilluminator), Vorteks (Nuve mix).

3.4.Cozeltiler
3.4.1.DNA izolasyonunda Kullamlan Cézeltiler

3.4.1.1.Eritrosit Parcalama Tamponu

8,74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 pul 0,5 molarlik
Etilen diamine tetra asetat (EDTA)’in tartimlar1 yapilarak erlen igine alindi. 900
mililitre ddH,0 eklendi ve ¢ozeltinin pH'st bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
7,4'e ayarlandi. Daha sonra balon joje i¢ine alinarak bir litreye tamamlandi. Cozelti 1s1ya
dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten

sonra +4°C'de saklanmustir.

3.4.1.2. 0,5 M Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH: 8,0)

186,1 gram Etilen diamin tetra asetat (EDTA) tartilarak beher i¢ine alind1 ve 800
ml ddH,O eklendikten sonra manyetik karistirici yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH's1
sodyum hidroksid ¢ozeltisi ile 8,0'e ayarlanarak ddH,O ile 1 litreye tamamlandi. Cozelti

120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.3. 4 Molar Sodyum Kloriir (NaCl)
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233,6 gram Sodyum kloriir tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre ddH,O
ilave edildikten sonra manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢6ziindiiriildii. Balon jojeye

aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi.

3.4.1.4.Lokositleri Parcalama Tamponu

25 mililitre 4 molar sodyum kloriir ve 50 mililitre 0,5 molar 50 mililitre Etilen
diamin tetra asetat (EDTA) direkt balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti
120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda 1sisinda saklandi.

3.4.1.5. 1 Molar Tris tamponu (stok)

121,1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 mikrolitre
hidroklorik asit ile yaklasik 800 mililitre ddH,O eklenerek manyetik Kkaristiric
yardimiyla iyice ¢oOziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye
tamamlandi. Cozelti 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra

kullanilmustir.

3.4.1.6. 9,5 Molar Amonyum asetat

73,22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80 mililitre
ddH,O eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarild1 ve ddH,O
ile 100 mililitreye tamamlandi. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve

+4°C'de saklandi.

3.4.1.7. %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS)

10 gr sodyum dodesil siilfat tartildi. SDS tozlarim1 kaldirmamaya dikkat ederek
beher icine alindi ve iizerine 80 mililitre ddH,O eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile
coziindiiriildii ve pH’s1 7,2’ye ayarlandi. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize

edildi ve oda 1s1sinda saklandi.

3.4.1.8.Proteinaz K (20 mg/ml)
20 miligram proteinaz K tartilarak steril bir gode icinde steril ddH,O ile 1

militreye tamamlandi. -20°C’de saklandi.

3.4.2.Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler
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3.4.2.1.Etidyum Bromiir(10 mg/ml)

10 gram etidyum bromiir tartilarak steril ddH,O ile 10 militreye tamamlandi.

3.4.2.2.Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0,2 mililitre 0,5 molarlik Etilen diamin tetra
asetat, 1 mililitre 1 molarlik Tris (pH 8,0), 200 miligram Brom fenol mavisi, 200
miligram Xylen cyanol tartilarak steril ddH,O ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda

1s1sinda saklandi.

3.4.2.3. 50x Tris - Asetik asit - Etilen diamin tetra asetat (TAE) Tamponu

242 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 57,1 mililitre Glasiyal
asetik asit ve 100 ml 0,5 molarlik Etilen diamin tetra asetat ve 800 mililitre ddH,O ilave
edilerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye

tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve oda 1s1sinda saklandi.

3.4.2.4. 5x Tris-Borik asit-Etilen diamin tetra asetat (TBE) Tamponu

54 gram Tris baz ve 27,5 gram Borik asit tartilarak beher icine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0,5 molarlik EDTA (pH’s1 8.0) ve 800 ml ddH,O ilave edilerek manyetik
kanigtiricida ¢oziindiiriildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve
120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Hazirlanan ¢6zelti oda 1sisinda

saklandi.

3.5.Yontem

3.5.1.Kan Orneklerinin Ahnmas:

Cox-2 gen polimorfizmlerinin tayini amaciyla steril EDTA’I1 tiiplere alinan
periferik kan 6rnekleri DNA izolasyonu icin, en ge¢ bir giin i¢inde calismak iizere oda
1s1sinda saklanmistir. Serum il-6 tayini amaciyla steril kuru tiiplere alinan periferik kan
ornekleri ise 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlart ayrilmistir. Serum

ornekleri analizleri yapilana kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.5.2.DNA izolasyonu

10 ml periferik kan ornegi steril EDTA’] tiiplere alindiktan sonra calisma icin
falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30ml) eritrosit parcalama c¢ozeltisi
eklenerek karistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den cikarilan 6rneklerin
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 atildi ve pelletleri
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tamamen siispanse edilerek iizerlerine tekrar 15-20 ml eritrosit pargalama c¢ozeltisi
eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatantlar atilarak pelletleri siispanse edildi. Siispanse olan pellet
tizerine 500 pl %10’luk SDS 50ul proteinaz K (20 mg/ml) ve 9,4 ml 16kosit parcalama
cozeltisi eklenerek 56°C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 her 1
ml 6rnek basina 0,37 ml 9,5 M ‘lik amonyum asetat ¢cozeltisi eklendikten sonra yavasca
karistirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiij
sonrasi siipernatant kismi temiz bir falkona aktarilarak {izerine 1:2 oraninda %99’luk
absolii alkol eklendi ve bdylece DNA’nin presipitasyonu saglandi. Yogunlasan
DNA’nin alkol yiizeyine ¢ikmasi beklendi ve DNA steril bir mikropipet ucuyla alindi.
DNA %70’lik alkolde yikanarak ve korunmak iizere Tris-EDTA c¢ozeltisi i¢inde
cOziindiiriildii. DNA o6rnekleri +4°C’de muhafaza edildi (*192%).

3.5.3.DNA Saflik Tayini
DNA ornekleri Tris-EDTA c¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandirildi. 260 nm’de
DNA’nin ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu absorbans Tris EDTA

cozeltisi ile spektrofotometre sifirlanarak olciildii.

260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’de okunan absorbans oranindan DNA
saflig1 saptandi. O.D.y60 / O.D.2g0 orami 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz olarak kabul edildi.

Bu oranin altinda bir degere sahip olan DNA’lara temizleme islemi uygulandi.

3.5.4.DNA Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Cift iplikli DNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 absorbans 50 pg/ml (50 ng/ul)’
dir. Bu temel bilgiden faydalanarak DNA formiilii asagidaki formiile gore hesaplandi
(*193%):

DNA Konsantrasyonu (ng/pl ): Sulandirma katsayis1 (100) x Azeo x 50.
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3.5.5.PZR ile Cox-2 Gen Polimorfizmlerinin Saptanmasi

Genomik DNA orneklerinde Cox-2 lokusuna ait alleller polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. DNA orneklerinin her birinin amplifikasyonu igin
toplam 25 pl’lik PZR karisimi hazirlandi. Bu PZR karistmi 100-200 ng DNA, her bir
primerden 0,5 pl, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl, ve 1,0 U Tag DNA Polimeraz olacak
sekilde hazirlandi. Amplifikasyon reaksiyonlart Mini Thermal Cycler’da asagida
belirtilen sekilde gerceklestirildi.

Cox-2 polimorfizmine ait amplifikasyon kosulu:
95°C de 3 dakika baslangic denatiirasyonu,
95°C de 45 sn denatiirasyon,
55°C de 45 sn baglanma,

72°C de 45 sn uzama olmak iizere 35 dongiiden olusan bir PZR programi kullanildi.
PZR iiriinleri Acil restriksiyon endoniikleaz ile kesilmis ve % 2’lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmustur. DNA fragmanlari etidyum bromid ile boyandiktan

sonra UV altinda goriintiilenip genotipleme yapilmistir.

C alleli 309 bp, G alleli 209 ve 109 bp’de bant vermektedir.

3.1.1. Serumda IL-6 Diizeylerinin Tayini
Serum orneklerinde IL-6 seviyesi tayini Sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) yontemi ile gerceklestirilmistir.

1- ELISA Yonteminin Genel Prensipleri

ELISA saptanmak istenen antijen (Ag) veya antikorlarn (Ab) tayininde kullanilan

duyarl1 bir laboratuar yontemidir.

ELISA iki 2 farkli yontem ile 6l¢iim yapar:

1) Ortamdaki antijenleri taniyabilen antikorlarin kullanimu ile antijenleri saptar.

2) Kullanilan antijenler sayesinde ortamdaki antikorlar1 saptar.
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Antikorlar kullanilan test kitindeki kuyucuklarin duvarina yapisarak reaksiyona
girerler. Antikor veya antijen varliginda bir renk degisimi meydana gelir, bu renk
degisimi 15181 kirilma ve emilimi kuralina dayanarak calisan bir alet sayesinde bize
yogunlagsma ve emilme olarak sonuglar verir.

ELISA yontemi 5 basamakta yapilan bir islemdir:

1) ELISA kabindaki kuyucuklar antijen ile kaplanir.

2) Yanlis pozitif sonucu 6nlemek icin antijen ile kaplanmamis yerler kapatilir.

3) Kuyucuklara antikor eklenir.

4) Bir enzime bagli olan fare veya tavsan karsit1 IgG kuyucuklara eklenir. Bu ortamdaki
ikinci antikordur.

S) Substratin enzimle reaksiyonu sonucu beklenen renk degisimi olursa bu bir pozitif

reaksiyondur ve renk degisiminin 15181 emilimine gore yogunluk belirlenir.

Kullanilan ELISA kitleri ile hedef protein miktar1 fotometrik okuyucu sayesinde
saptanan renk degisikliginin sablon egriye (standard curve) olan oranindan

yararlanilarak bulunabilir.
2-Serum IL-6 DiizeyiTayininde Kullamilan ELISA Yonteminin Basamaklar:

Serum IL-6 diizey tayininde kullanilan ELISA kiti Biosource firmasina ait olup,
katalog numarast KHCO0O11dir. Kullanilan standart soliisyonlar 0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.2,
62.5, 125, 250 pg/ ml olacak sekilde hazirlanmistir. Islem asamalar asagidaki sekilde
yapilmistir:

a) Tiim ayiraglar ve ornekler oda sicakligina getirilip vortekslenip karistirilmigtir

b) ELISA icin kullanilicak olan kitin mikrotitre kuyucuklar1 agilip, kuyucuklara 50 ul

standart ve ornekler eklenmistir

c¢) Her bir kuyucuga 100 ul Biotin konjugati eklenerek 2 saat inkiibe edilmis ve 4 kez

yikanmistir

d) Her bir kuyucuga 100 ul Streptavidin-HRP calisma solusyonu eklenerek 30 dakika
sicakliginda bekletilmis ve 4 kez yikanmistir
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e) Her bir kuyucuk icerisindeki sivilar aspire edilip 100 ul stabilize kromojen ile 30
dakika inkiibe edilmigtir

f) Kuyucuklarin iizerine 100 ul stop soliisyonu eklenip, iyice karistirilmistir

k) Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma yapilmistir.

3.1.2. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullamlan istatiksel Yontemler

Bu calismanin istatiksel analizinde SPSS 11.0 paket programi kullanmilarak
yapilmustir. Istatiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alinmustir.

Genotip ve allelerin  goriilme sikliginin  gruplararas1t  farkliliklarinin
degerlendirilmesinde Ki kare, Fisher Kruskal Wallis ve Mann-Whitney testleri
kullanilmastir.

Genotip ve allellerin aktivite lizerindeki etkilerinin belirlenmesi icin Student’s t-
testi ve Annova kullanilmistir. Allel frekanslar1 gen sayma metoduna gore yapilmistir.

Hasta ve kontrol grubuna ait serum diizeylerinin karsilastirilmasinda Wilcoxon

testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kullanilan saglikli ve hasta grubuna ait bilgiler Tablo 1’de
gosterilmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda yas agisindan anlamli fark
gozlenmemistir. (p>0.05) Interlokin 6 diizeyleri hasta grubunda istatistiksel olararak

anlaml sekilde yiiksektir (p:0.011) (Tablo 4.1.).

Tablo 4-1. CALISMA GRUPLARINA AIT BILGILER

KONTROL KAH HASTA
n=82 n=123
Ornek Sayist (Kadin/Erkek) 28/ 54 41/82
Yas Ortalamalari (yil) 54.80+1.75 58,12+0.91
IL-6 diizeyi ( pg/ ml) 35.8447.62 75.97£13.32

Tablodaki degerler x+SE olarak verilmigstir. n: drnek sayisi
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Sekil 4.1.’de hasta ve kontrol grubunda IL-6 diizeyleri goriilmekte. Hasta
grubunu Diabet varligina ve yokluguna gore ikiye ayirarak inceledik. DM- hasta
grubunda IL-6 diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
olarak bulunmustur. (p:0,020). Ancak DM+ hasta grubunda IL-6 diizeyleri kontrol
grubundan yiiksek fakat istatistiksel olarak anlamli degildir (p:0,059). Ayrica hasta
gruplan arasinda da IL-6 diizeyleri agisindan fark gozlenmemistir (p:0,74) (One way

ANOVA testi).

P:0,74

Voo

79,32+ 18,68 pg/ml  P:0.020

:

35,8417,62 pg/ml 72,24 £19,51pg/ml P:0.059

KONTROL (DM+) KAH (DM-) KAH

Sekil 4-1: Hasta ve kontrol grubunda IL-6 diizeyleri dagilimm
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Tablo 4.2.°de c¢alisma gruplarindaki -765 Cox-2 G-C gen polimorfizmi

sonuglarinin dagilimi goriilmektedir.

Hasta ve kontrol grubunda genotip dagilimi acgisindan anlamhi fark
gozlenmemistir (p: 0,58, X?: 2,81). Kontrol ve DM- KAH gruplar incelendiginde CC
genotipinin hasta grubunda azaldigir ve 1.33 katlik bir koruma sagladigi gozlenmistir
(P:0,56 OR:1,33 %95 CI.0,49-3,55). Kontrol ve DM+ KAH gruplar karsilagtirildiginda
CC genotipinin 2,58 kat koruyuculuk olusturdugu tespit edilmistir (P:0,18 X?%:1,74
OR:2,58 %95 CI:0,58-11,46).

Tablo 4-2 CALISMA GRUPLARINA AIT -765G-C COX-2 GENOTIP

FREKANSLARI
KONTROL
80
-765G-C  COX-2
GENOTIPI
cC 9 (%11,3) 6 (%8,5) 2 (%4,3)
GG 27 (%33,8) 30 (%42,3) 18 (%38,3)
GC 44 (%55,0) 35 (%49,3) 27 (%57,4)

Sekil 4.2 de CC genotip frekansinin kontrolde en yiiksek DM+KAH larda ise en
diisiik olarak tespit edilmesi bu genotipin koruyuculugunu kanitlamaktadir (P:0,27

X*:1,17 OR:1,64 %95 CI:0,66-4,08).
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H U O N 0 L

KONTROL DM-KAH DM+KAH

Sekil 4-2: Calisma gruplarinda CC genotip frekans dagilimi

Sekil 4.3 de GG genotip frekansinin kontrolde en diisiik KAH larinda ise en
yiiksek frekansta tespit edilmesi bu genotipin hastalik i¢in risk faktorii teskil ettigini

kamtlamaktadir (P:0,30 X*:1,06 OR:1,36 %95 CI:0,75-2,46).
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44
42
40
38
36
34
32

30 T |
KONTROL DM+KAH DM-KAH

-GG

Sekil 4-3: Calisma gruplarinda GG genotip frekans dagilimi

Tablo 4.3.te IL-6 C tasima agisindan kontrol ve DM- KAH gruplarn
incelendiginde C tasiyanlarin hasta grubunda azaldig1 gozlenmis ancak herhangi bir
anlamhilik tespit edilmemigstir. (P:0,28 X2:1,15 Odds orani:0,69 %95 Giiven
Arali81:0,36-1,34) Benzer sekilde kontrol ve DM+ KAH gruplart arasinda da
istatistiksel oarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p:0,54 X2:0,36) (Tablo4.3.).

Tablo 4-3: IL-6 TASIMA ACISINDAN CALISMA GRUPLARININ INCELENMESI
KONTROL

80

IL-6 C Tasuima
C- 27 (%33,8) 30 (%42,3) 18 (%39,1)
C+ 53 (%66,3) 41 (%57,7) 28 (%60,9)

Gruplararas: farklilik Kikare testi ile gosterilmistir.
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KONTROL DM+KAH DM-KAH

Sekil 4-4: Calisma gruplarinda -765 G-C COX-2 C alleli frekans dagilimlari

-765 G-C COX-2 G alleli tasima agisindan ¢aligma gruplarina ait bilgiler Tablo
4.4. te verilmistir. Kontrol ve DM- KAH gruplar incelendiginde G alleli tasiyanlarin
frekansinin hasta grubunda arttig1 ve 1,37 kat hastalik riski olusturdugu gozlenmistir
(p:0,56 X2:0,32 Odds orani: 1,37 %95 Giiven Araligt: 0,46-4,07) (Tablo 4.4)

Benzer sekilde kontrol ve DM+ KAH gruplart incelendiginde G alleli
tastyanlarin hasta grubunda 2,78 kat arttigi tespit edilmistir (p:0,18 X*:1,74 Odds
orant: 2,78 %95 Giiven Araligt: 0,57-13,50) (Tablo4.4.)
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Tablo 4-4. -765 G-C COX-‘2 GALLELIT. ASIMA ACISINDAN CALISMA
GRUPLARININ INCELENMESI

-765G-C COX-2 KONTROL

G Tasuna 80
G- 9 (%11,3) 6 (%8.5) 2 (%4,3)
G+ 71 (%88,8) 65 (%91,5) 44 (%95,7)

Gruplararasi farklilik Kikare testi ile gosterilmistir

98
96

94 /
92 /

%0 / —— G+
/

88

86

84 | T
KONTROL DM-KAH DM+KAH

Sekil 4-5: Calisma gruplarinda -765 G-C COX-2 G alleli frekans dagilimlart

Calisma gruplarinda -765 G-C Cox-2 genotiplerine gore IL-6 diizeyleri incelendiginde
kontrol grubunda GG genotipli bireylerde en yiiksek il- 6 diizeyi tespit edilirken CC
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genotipli bireylerde en diisiik diizey saptanmis ancak istatistiksel anlalmlilik elde
edilmemistir (p>0.05 One way ANOVA). Bu gruptada IL-6 diizeyleri GG>GC>CC
seklinde tespit edilmistir DM+ KAH grubunda genotiple arasi il -6 diizeyleri agisindan
anlaml fark bulunmamistir (p>0.05).(Tablo 4.5 )

Tablo 4-5: Hasta ve kontrol Grubunda -765 G-C COX-2 Genotiplerine Gore IL 6

Dulzeyleri
KONTROL DM- KAH DM+ KAH
cc 17,5313,79 55,216,23 18,4+4,36
GG 52,8+34,09 105,2+34,11 46,261+19,44
GC 37,0248,93 63,84+22,13 75,40+35,18

Tablodaki degerler x+SE olarak verilmistir

Hasta gruplar birlestirilerek (DM- ve DM+ KAH) genotiplere bagl il-6 dizeyleri
incelendiginde GG genotipli bireylerde 81,63+22,63, GC genotipli bireylerde
68,46+18,63, CC genotipli bireylerde ise 36,70+18,30 olarak tespit edilmistir. IL-
6 diizeylerinin GG>GC>CC seklinde azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.6 )
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IL 6 DUZEYLERI

90 -

80
70

60 <
50 < —— HASTA
40 S ~- KONTROL

30
20
10

GG GC CC

Sekil 4-6: (DM- ve DM+ KAH) genotiplere bagli il-6 dlzeyleri
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Marker GG GG GG GC GC GG GC GG GG CC GC GG

|

- =
-
——
- -
— -

309 bp
209 bp
109 bp

Sekil 4-7. -765 G-C COX-2 gen polimorfizmine ait bir 6rnek.
C alleli 309, G alleli 209 ve 109 bp de bant vermektedir.
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5. TARTISMA

Bat1 toplumlarinda Tip 2 Diabet pandemik oranlarda artisa neden olarak morbidite ve
mortalite ile sonuclanmaktadir (1,2). Tip 2 diabet; kardiyovaskiiler risk faktorleri ,
hipertansiyon , obezite ,artmis plazminojen aktivator inhibitorii, fibrinojen, dislipidemi ,
serumda trigliserit seviyesi artmasi , diisitk HDL kolesterol ile iliskilidir (3,4)).

Diabetin vaskiiler sistem iizerinde agir etkileri vardir. Genel populasyona gore Tip 2
diabetli kisilerde koroner arter riski 2 ile 4 kat daha fazladir.Aorttan en kiigiik arterlere
ve kapillerlere kadar her boyuttan damar etkilenir. Aortta ve biiyiik , orta biiylikliikteki
arterlerde hizli siddetli ateroskleroz goriiliir. Daha siddetli ve daha erken yasta olmasi
disinda , diabetiklerde goriilen aterosklerozun non diyabetiklerde goriilenlerden farki
yoktur. Koroner arterlerin aterosklerozu nedeniyle meydana gelen myokardiyal
enfarktiis , diyabetiklerde en sik 6liim nedenidir.(21,22)

Ateroskleroz endotel hasarina kars1 damar duvarinin gelistirdigi kronik iltihabi bir

yamttir. Diabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar, ateroskleroz ve aterom plaklarinin
olusmasinda endotel zedelenmesi temel rol oynar.Bazi sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin
de plak gelisiminde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda interferon y (IFN y),
interlokinler 1, 2 ve 6 (IL-1,IL-2; IL-6), TNF, CSF, IGF-1 ve IGF-2, FGFgibi bir¢cok aktif
molekiil bulunur. (98).

Poliansature yag asitleri oksijenasyonunun ilk {iriinii mekanizmada anahtar basamak
olarak bisiklik peroksitlerin (endoperoksit) olusumudur. Kompleks kimyasal
transformasyon uygulamasi olan enzim olarak cox-1,2 enzimi tanimlanmistir ve
1973’de prostaglandin endoperoksitlerin izolasyonu sonucu belirlenmistir.

Ek olarak Cox olduk¢a etkileyici bir sekilde metabolik transformasyonu
katalizlediginden ©nemli derecede farmakolojik acidan hedef olmustur (44). Vane
1971°de prostaglandin olusumunu inhibe eden NSAIli’ler tayin etmis ve invivo
antiinflamasyon aktiviteleri ile invitro ortamda inhibitor iliskilerini dogrulamstir.
Bunun yam sira NSAII’lerin yararli aktiviteleri, ayn1 zamanda gastrointestinal toksisite
ve koagulasyonda etkileri belirlenmistir. Prostaglandin ve iligkili molekiiller
(tromboksan vb...) fizyolojik ve patofizyolojik cevaplarda belirgin sekilde
iliskilidir.Cox-2 geni kesfiyle Cox-1 enziminden farkli protein iirlinii olmas1 nedeniyle

NSAIil’lerle izoform selektif inhibitorler ayrilmistir (45-48). Bu hipotez sonucu Cox-2
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inhibitorlerinin anti inflamasyon ve analjezik oldugu gastrik toksisiteyl azalttigi
gosterilmistir (49-50).

Cox ; izoprostanoidlerden prostaglandin olusumunu artirarak proses yiiriimektedir.
Arasidonik asitin spontane oksidasyonu ile Cox katalizi arasindaki major farklilik
yiiksek derecede enzimatik reaksiyonun stereokimyasal kontrolu ile yiiksek oranda Cox
katalizi gerceklesir. Oksijenasyonun stereokimyasal kontrolii ve 13 — pro- S- hidrojen
uzaklastirlmas1 ile stereospesifiklik saglanir ve Cox burda Onemli sorumluluklar
yiiklenmektedir. Cox-1 ve 2 kristal yapilarinda her ikisinde de yag asidi substrat1 ile Tyr
385 pozisyonundaki Tyr ile reaksiyonu sonucu agiga ¢ikmaktadir (57).

Cox-1 doku homeostazisine katilan oldukca yaygin eksprese edilen ana enzimdir.
Aksine Cox-2 indiiklenebilir izoformdur ve ¢ogu dokuda diisiik seviyelerde eksprese
edilir ve LPS ler tarafindan stimiile edilir growth faktor ve sitokinler 6rnegin; TNF alfa ,
IL-6, adiponektin, adipsin, C-peptid, Ghrelin, GIP, GLP-1, Glukagon, IL-6, Insulin,
Leptin, PAI-1, Resistin, Visfatin (66,67) inflamasyon olaylarinda rol oynar bu yonii
itibariyle ateroskleroz , romatoid hastaliklar ve karsinojenezde rol alir (68,69). Cox 1
ve Cox 2 koagiilasyon , renal fonksiyon ve gastrointestinal sistemin i¢inde oldugu
fizyolojik olaylarda , patofizyolojik olaylar olan inflamasyon , artritde rol alir. Cox-2
ekspresyonu ¢cogu dokuda diisiiktiir fakat sitokin , growth faktor , tiimor promotorlarinin
da dahil oldugu cesitli mediatorler tarafindan indiiklenmektedir. Cox-2 aktivitesi SSS ve
inflamasyon hiicrelerindeki PG sentezinden oncelikle sorumludur. Bu patofizyolojik
cevaplar1 (inlamasyon , artrit , agrinin da dahil oldugu) igerir (70).

Prostaglandin ekspresyonu ve aktivitesi kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda
etkilidir.

Inflamasyon gelisimi ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde prostaglandinler rol
almaktadir. Bilindigi gibi prostaglandinler , Prostaglandin endoperoksit H sentaz diger
adiyla siklooksijenaz tarafindan {iretilirler.Cox-2 tarafindan iiretilen PGE , subklinik
ateroskleroz , MMPlerin salinimi , plak yirtilmasi , kardiyovaskiiler hastaliklarda
artmaktadir. Prostaglandin E aktivitesinde olduk¢a etkilidir. Koroner arter hastaligi
patogenezinde inflamasyon aterom olusumunda 6nemli rol oynar(103-105)

Cox-2 ekspresyonu aterosklerotik plaklarda matriks metalloproteinazlarin iiretimindeki
artisa bagh olarak diabete bagli koroner kalp hastaliklarinda endotelyal hiicrelerde
artmaktadir. Tartismaya yol acacak sekilde aterojenezde regiile edilen Cox-2

fonksiyonu inhibisyonu s6z konusudur (71,72).
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Aterosklerozda Cox-2 nin direkt rolii insandaki aterosklerotik lezyonlarin
ekspresyonunda belirgin sekilde ¢alismalarla gosterilmistir.Cox-2 sonucu olusan PGE2
subklinik aterosklerozda artmistir (73-75). Paradoksal olarak oksidatif strese maruz
kalan kardiyomiyositlerde bu enzimin koruyucu fonksiyonu oldugu isaret edilmektedir
ve ayni zamanda iskemi/reperfiizyon hasar1 hazirlama 6zelligine sahiptir (76). Cox-2
nin indiiksiyon oranina bagimli olarak yararli ve zararli etkileri kullanilmaktadir,
patofizyoloji ve spesifik hiicrelerde PGH2 metabolize edilerek sitoprotektif veya
proinflamatuar prostanoidler uygun sekilde kullanilmaktadir (77).
Ateroskleroz , tromboz ve vaskiiler biyoloji alaninda Papafili ve arkadaslar1 Cox-2
promotoriinde -765G>C varyantim tamimlamis varsayilan spl baglanma bdlgesi
gosterilmistir, -765 G alleli ile karsilastirildiginda promotor aktivitesinde yaklasik %30
oraninda diisiis gozlenmistir. Cox-2 geni 5’ bolgesinde gen transkripsiyonunu
diizenleyici TATA kutusu ve CRE, NF kB, NF-IL-6, GRE, PEA3, AP2, C/EBP, TGF
beta, spl multiple cevap elemanlar: transkripsiyon faktorleri olarak baglanir. Ozellikle
Spl G-zengin elementleri icinde Cox-2 transkripsiyonunda aktivator olarak diisiiniiliir
(86). Papafili ve arkadaslar1 se¢ilmis koroner arter bypass graft (CABG) ameliyati
gecirmis hastalarda C allelinde plazma diizeyindeki CRP de diisiis gdozlenmistir (87).
CRP seviyesi >3mg/l iken -765 GC (1.8+-0.3) ve -765 CC(2.1+-0.2)seklindedir. Cox-2
seviyesi aterosklerozun da dahil oldugu kronik inflamatuar hastaliklarda artmaktadir.
Cox-2 ekspresyonu endotel ,diiz kas,monositler ve insandaki aterosklerotik
lezyonlardaki makrofajlarda saptanmistir (88,89) Ateroskleroz ve tromboz olusumuna
katkis1 olan ; tromboksan stimiilasyonu ile vazokonstriksiyon , trombosit agregasyonu
ve lokosit — endotel hiicre adhezyonu Cox-2 enzimi yoluyla ¢ogu prostaglandin
tretilmektedir (90,91). Ancak vazodilatasyon , trombosit agregasyonu inhibisyonu,
16kosit aktivasyonunda rol oynayan prostasiklin , ana prostaglandin olarak endotel
hiicrelerinde iiretilir (92).
Inflamasyona neden olan her uyaran AP-1, NF kapa B , T hiicrelerini aktive eden niikleer
faktor, IL-6 gibi pek cok transkripsiyon faktorii aracilifiyla COX-2 indiiksiyonuna neden
olur. COX-2’ nin asir1 yapimi prostoglandin (PGE2) gibi proinflamatuar mediatorlerin
yapimini artirir. PGE2 inflamatuar reaksiyonlar esnasinda en fazla iiretilen ve immiin
fonksiyonlarin regiilasyonunda rol alan bir molekiildiir (107,108)

W.R.Leifert ve arkadaslari; saglikli kisilerde multifonksiyonel pro-inflamatuar

sitokin olan Interlokin-6 (IL-6) diisik seviyede tespit edilmistir. Ateroskleroz,



46

kardiyovaskiiler hastaliklar (obezite, MI ve tip II diabet) IL-6 seviyesinde artis
gozlenmistir . IL-6, TNF a, akut faz protein CRP ve fibrinojen bu hastaliklarin

gelisiminde biyokimyasal risk faktorii olarak anahtar rol oynamaktadir. (124)

Johansson ve ark. Tip 2 diabetli hastalarda inflamasyon faktorleri arasinda iliski
arastirtlmistir. Yaptiklar1 ¢alismada hs CRP ve IL-6 (10.27, p<0.0001) tip 2 diabetli

hastalarda pozitif korelasyon gozlenmistir.(122)

Bizde yaptigimiz calismamizda hasta grubunu Diabet varligina ve yokluguna gore ikiye
ayirarak inceledik. DM- hasta grubunda IL-6 diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek olarak bulunmustur. (p:0,020). Ancak DM+ hasta
grubunda IL-6 diizeyleri kontrol grubundan yiiksek fakat istatistiksel olarak anlaml
degildir (p:0,059). Ayrica hasta gruplan arasinda da IL-6 diizeyleri acisindan fark
gozlenmemistir (p:0,74)(One way ANOVA testi)

Yaptigimiz calismada hasta ve kontrol gruplart arasinda yas agisindan anlamli fark
gozlenmemistir. (p>0.05) Interlokin 6 diizeyleri hasta grubunda istatistiksel olararak

anlaml sekilde yiiksektir (p:0.011)

Ik calismalar C allelinin MI fel¢ ve serebrovaskiiler iskemiye kars1 koruyucu etki
sagladigi olasihigimi  gostermektedir. C alleli kardiyo ve serebrovaskiiler,
hiperkolesterolemili hastalarda inflamasyon markerlart olan CRP ve IL-6 nin

seviyelerindeki diisiis ile iligkilendirildi (87,93)

Calismamizda IL-6 C tasima acisindan kontrol ve DM- KAH gruplar incelendiginde C
tagtyanlarin hasta grubunda azaldigi gozlenmis ancak herhangi bir anlamlilik tespit
edilmemistir. (P:0,28).Benzer sekilde kontrol ve DM+ KAH gruplart arasinda da

istatistiksel oarak anlaml bir fark gézlenmemistir.(p:0,54 )
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Tablo 5-1: -765 G-C Gen Polimorfizmi Yapilan Calismalar

Pozitif iligkili
calismalar
C alleli varhiginda diisiik
promotor aktivitesi ve klinik ve

subklinik aterosklerozlu
hastalarda inflamasyon sistemik

Ingilizler
Papafili ve arkadaslar

markert olan CRP diizeyinde
azalma

J.orbe ve arkadaslari C alleli tasiyicilarinda daha az
Cox 2 ekspresyonu
,inflamasyon markerlarinda
azalma CRP,IL-6;p<0,05
oldugunu gostermistir.

F.Cippollone ve arkadaslari Italyan C alleli tasityanlarda hsCRP
daha diisiik, MI ve fel¢ azaltici

etkisi gbzlenmistir.

Shigetako ,Furukado ve arkadaglar1  Japon C alleli tagiyanlarda karotid plak
olusumunda ve 11-6 diizeyinde
azalis oldugu tespit etmislerdir.

liskili Bulunmayan

Calismalar
Haegemer ve arkadaglari MI ve Felcle iligkisi
bulunamamistir
Kohsaka ve arkadaslari(ARIC Study) Afrikali felcte risk faktorii oldugunu

Amerikalilar rapor ettiler
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M.E.Rudock ve arkadaslari Beyaz irk Diabetiklerde  kardiyovaskiiler
hastalik gelisiminde varyantlarda
daha yiiksek risk
olusturabilecegi tespit edilmistir
Koroner arter hastalik

K.H.Huuskonen ve ark Beyaz 1irk gelisiminde C alleli riskli

Papafili ve ark. -765 G-C Cox2 polimorfizmi bypass gecirmis koroner arter hastalari ile
saglikli kontrol aras1 CRP seviyesinin genotipe giiclii sekilde bagl oldugu bulundu.C
allel tasiyanlarin belirgin sekilde daha diisiik oldugu tespit edildi(p<0,05)

Ancak ilk yontemlere karsit olarak Haegamer ve arkadaglar1 Cox-2 polimorfizmi

/haplotipinde ne MI nede iskemik felcle bir iligki bulunmadigini agikladi (94).

Dahas1 Kohsaka ve arkadaglar1 Cox 2 -765 G>C polimorfizminin Amerikali
Afrikalilarda felgte gercekte risk faktorii oldugunu rapor ettiler (95). ).ARIC
calismasinda Afrikali Amerikalilarda C allel tehlikeli bir sekilde felce neden oldugu
saptand1 ( p=0,03).

Kohsaka ve Hagemer in tespit ettikleri bulgularin olduklar1 aksine bizim calismamizda
kontrol ve DM+ KAH gruplari incelendiginde G alleli tasiyanlarin hasta grubunda 2,78
kat arttig1 tespit edilmistir (p:0,18).

Papafili ve arkadaslar invitro ortamda 5° yoniindeki Cox-2 gen bolgesinde — 765 G>C
iliskili ~ C alleli varliginda diisiik promotor aktivitesi ve klinik ve subklinik
aterosklerozlu hastalarda inflamasyon sistemik marker1 olan CRP diizeyinde azalma
tanimlandi.  Single niikleotit polimorfizminin de (SNP) gelecekteki klinik
kardiyovaskiiler olaylarda azalis1 iligkilendirildi (87,93 ).

2004 yilinda 1728 italyanda F.Cipollone,yaptig1 ¢calismada -765GC prevalansi 2,41 kat
hastalara gore kontroller daha fazla(43,3% ve 17,9%; p<0,001),-765 CC 5,81 kat daha
fazla(6,4%ve 1,1%; p=0,04), MI ve fel¢ gecirenlerin -765 GC ,-765CC prevalansi
0,48(95% CI1,0,36-0,68) ve 0,33(95%CI, 0,24-0,55), -765 C alleli tasiyanlarda hsCRP
daha diistik (SDO0,78(0,1) ve 2,56(0,4)mg/1;p=0,04) -765G-C polimorfizmi MI ve felc
azaltic1 etkisi gozlenmistir(71,74,125).
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Galismamizda Kontrol ve DM- KAH gruplari incelendiginde G alleli tagiyanlarin
frekansinin hasta grubunda arttig1 ve 1,37 kat hastalik riski olusturdugu gozlenmistir
(p:0,56 Benzer sekilde kontrol ve DM+ KAH gruplan incelendiginde G alleli
tasiyanlarin hasta grubunda 2,78 kat arttig1 tespit edilmistir (p:0,18 ).

Orbe, 2005 yilinda yaptigi calismasinda rs 20417 -765 G-C Cox2 polimorfizmi
hiperkolesterolemili Calleli tasiyicilarinda daha az Cox 2 ekspresyonu p<0,05
,inflamasyon markerlarinda azalma CRP,IL-6;p<0,05 oldugunu gostermistir.En diisiik
COX-expresyonu hiperkolesterolemili kisilerde CC genotipi (0.10 T0.04), GC(0.13
T0.02) ve GG (0.14T0.01) genotipleri ile karsilastirildiginda 765C allel tasiyanlarda
COX-2 ekspresyonu (0.11T 0.06)belirgin sekilde than in GG homozigot tasiyanlardan
daha diistiktiir ( p =0.04).

CC(7,7%) ,CG(34,5%),GG(57,7%) Hiperkolesterolemili kisi (n=140), C allel
tasiyanlarda GG homozigotla kargilastirildiginda diisiik Cox-2
ekspresyonu(p<0,05),karotid IMT azaltic1i (p<0,01) ve inflamasyon markerlar
seviyesinde diisme (CRP, vWF, IL-6 p=0,05) tespit etmislerdir (93).

Yaptigimiz calismada hasta gruplan birlestirilerek (DM- ve DM+ KAH) genotiplere
bagli il-6 68,46118,63, CC genotipli bireylerde ise 36,70£18,30 olarak tespit edilmistir.
IL-6 diizeylerinin GG>GC>CC seklinde azaldig tespit edilmistir.

Shigetaka Furukado ve arkadaslari hasta grubunda C allelinin (n=44) ,G
alleline(n=425)gore daha az rastlamislardir(p:0.017)Aterosklerotik risk faktorlerinden
plak kalinligi, 11-6 serumda seviyesi(p:0.027) -765 GG genotipine gore belirgin sekilde

varyant genotipine daha az rastlanmistir(123)

M.E. Rudock ve arkadaslart 977 beyaz irkta (%83T2DM) 8 Cox 2 polimorfizmini
koroner, karotid arteriyel aort yataklarinda , vaskiiler kalsifiye plaklar da calistilar.
Bunlardan 3 tane SNP (rs 689466,rs2066826, rs20417) koroner ve kalsifiye plaklarda
iliskili buldular. Diabetik hastalarda bu varyantlarin kardiyovaskiiler hastalik

gelisiminde daha yiiksek risk tastyabilecegini tespit ettiler (125).

K.H.Huuskonen ve ark; C allel tasiyanlarda (p:0.024) G allel tasiyanlara gore koroner
arter daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (55).
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Calismamizda hasta ve kontrol grubunda genotip dagilimi agisindan anlamli fark
gozlenmemistir (p: 0,58). Kontrol ve DM- KAH gruplar incelendiginde CC
genotipinin hasta grubunda azaldigr ve 1.33 katlik bir koruma sagladigi gozlenmistir
(P:0,56). Kontrol ve DM+ KAH gruplan karsilastirildiginda CC genotipinin 2,58 kat
koruyuculuk olusturdugu tespit edilmistir (P:0,18). CC genotip frekansinin kontrolde en
yiksek DM+KAH larda ise en disiik olarak tespit edilmesi bu genotipin
koruyuculugunu kanitlamaktadir (P:0,27 )GG genotip frekansinin kontrolde en diisiik
KAH larinda ise en yiiksek frekansta tespit edilmesi bu genotipin hastalik i¢in risk

faktorii teskil ettigini kanitlamaktadir (P:0,30).

Biz calismamizda 123 hasta, 82 kontrol ile ¢alisma yaptik
Bizim c¢alismamizda buldugumuz C alleli koruyuculugu ve il-6 iligkisi Orbe,
Cipollone,Papafili , Shigetaka Furukado bulgulariyla uyumlu iken; Kohsaka, Haegamer,
M.E.Rudock ,K.H.Huuskonen bulgulariyla ¢elismektedir.

Calisma gruplarinda -765 G-C Cox-2 genotiplerine gore IL-6 diizeyleri incelendiginde
kontrol grubunda GG genotipli bireylerde en yiiksek il- 6 diizeyi tespit edilirken CC
genotipli bireylerde en diisiik diizey saptanmis ancak istatistiksel anlalmlilik elde
edilmemistir (p>0.05 One way ANOVA). Bu gruptada IL-6 diizeyleri GG>GC>CC
seklinde tespit edilmistir DM+ KAH grubunda genotiple arasi il -6 diizeyleri agisindan
anlaml fark bulunmamistir (p>0.05). Bu bulgumuzu daha biiyiik 6rnek sayili hem DM+
koroner arter , hem DM- Koroner arter hasta gruplarini inceleyerek giiclendirmeyi

hedefliyoruz.

Sonu¢ olarak soyleyecek olursak; tez calismamiz Tiirk toplumunda diabete bagh
kardiyovaskiiler hastaliklarda -765 G-C Cox-2 geninin varyasyonlarinin incelendigi ilk
arastirmadir. Calismamizda calisma gruplarinda -765 G-C Cox-2 genotiplerine gore IL-
6 diizeyleri incelendiginde kontrol grubunda GG genotipli bireylerde en yiiksek il- 6
diizeyi tespit edilirken CC genotipli bireylerde en diisilk diizey saptanmis ancak
istatistiksel anlalmlilik elde edilmemistir (p>0.05 One way ANOVA). Bu gruptada IL-6
diizeyleri GG>GC>CC seklinde tespit edilmistir DM+ KAH grubunda genotiple arasi il
-6 diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmamistir (p>0.0 Kontrol ve DM- KAH

gruplar incelendiginde CC genotipinin hasta grubunda azaldigi ve 1.33 kathik bir
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koruma sagladigi gozlenmistir (P:0,56). Kontrol ve DM+ KAH gruplan
karsilastirlldiginda CC  genotipinin 2,58 kat koruyuculuk olusturdugu tespit edilmistir
(P:0,18).CC genotip frekansinin kontrolde en yiiksek DM+KAH larda ise en diisiik
olarak tespit edilmesi bu genotipin koruyuculugunu kanitlamaktadir (P:0,27). Benzer
sekilde kontrol ve DM+ KAH gruplan incelendiginde G alleli tasiyanlarin hasta
grubunda 2,78 kat arttig1 tespit edilmistir (p:0,18)

Sonucta ; diabete bagh kardiyovaskiiler hastaliklarda Cox-2 polimorfizmi ve
inflamasyon markerlart diizeyinin daha kapsamli olarak arastirilmaya gereksinimi
vardir.Daha biiyiik ornek gruplu bir arastirmada incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
Cox-2 gen varyantlarinin diabete bagl kardiyovaskiiler hastaliklarda gen gen etkilesimi

oldugu ve inflamasyon markerlar1 diizeyi etkilesiminin etkili olabilecegi gbzlenmistir.
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Prof.Dr. Kamil PEMBEC]
Anesteziyoloji AD.

Deontoloji ve Tip Tarihi A.D. Sivil Toplum Orgutu Uyesi
Prof.Dr. Oguzhan GOBAN (Katllmédl) Av. Dilek TEMIZ OZBEK
No6roloji A.D. . Hukukgu -

Prof.Dr. Pinar SAIP (Katiimadr)
I.U. Onkoloji Enstitus

.
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 KEVSER Soyadi KUSAT OL
Dog.Yeri |ESKISEHIR Dog.Tar. 03.03.1981
Uyrugu T.C. TC Kim No |33922469334
Email kkusat@hotmail.com Tel 05057570881
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
v Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi DETAE
Yiik.Lis. Molekiiler Tip Anabilim Dali 2009
Lisans Ege ‘Unlver51.tes1 .Fen Fakiiltesi Biyokimya Boliimii 2007
Biyokimyagerlik opsiyonu
Osmangazi Universitesi - Saghik Hizmetleri Meslek
Y.O.- Tibbi Laboratuvar Boliimii 2000-2001
On Lisans |Hacettepe Universitesi - Saglik Hizmetleri Meslek Y.O.-
Tibbi Laboratuvar Boliimii 1999-2000
Lise Eskisehir Saglik Meslek Lisesi 1999

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Yil)
S.B. Okmeydam1  Egitim  ve
Arastirma Hastanesi-Acil
1. Laborant Biyokimya Lab. 10/2007-
S.B. Bakirkoy 11 Halk Saghg| 03/2007-
2. Laborant Laboratuvari 10/2007-
S.B. Izrplr Egltlm Ve“Arastlrm‘a 09/2002 —
3. Laborant Hastanesi- Mikrobiyoloji ve Acil
0372007
Laboratuvari
Eskisehir SSK Dispanseri| 02/2001 —
4.Laborant Laboratuvari 09/2002
Yabana |Okudugunu KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama®* Konusma® | Yazma* Puam Puam
Ingilizce |Cok iyi iyi iyi 61.250
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*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 80.350 79.902 78.877
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi
Web Iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

1.Microsoft sertifikasyon programlar1 — Vatan Bilgisayar Kursu M.E.B: Onayh 14/08-

05/10/2000

2-Istanbul Universitesi —II. Ulusal Molekiiler Biyoloji ve Genetik Kis Okulu Katilim ve

PCR Caligsma Belgesi 18-21/03/2005

3. Klinikte ve Tedavide Kok Hiicre ve Gen Tedavisi Kongresi 29-05/01-06/2008 ve

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Metodlara Giris Uygulamali Kursu(Real time PCR

Kursu)

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):





