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1. GIRIiS

Koroner Arter Ektazisi (KAE) veya anevrizmal koroner arter hastaligi;
koroner damarlarin bir boliimiiniin komsu normal koroner damar ¢apina gore tikayici
lezyon olmaksizin 1,5-2 kat genislemesi olarak tanimlanmaktadir. Bu genisleme iki
kattan daha fazla olursa koroner arter anevrizmasi olarak tanimlanmaktadir (Swaye
et al. 1983, Falsetti and Carroll 1976). Koroner arter ektazi ve anevrizmalar1 koroner
anomalilerinin nadir formlaridir ve konjenital veya kazanilmig kokenli olabilirler
(Swanton et al., 1978). Koroner arter ektazisi koroner arterlerin anormal dilatasyonu
ile karakterize olup aterosklerotik koroner arter hastaliginin bir varyanti olarak kabul
edilmektedir (Manginas and Cokkinos 2006, Yetkin and Waltenberger 2007).

KAE’nin etyolojisinde % 50 ateroskleroz, % 20-30 konjenital, % 10-20
kadarinda enflamatuar veya bag doku hastaliklar1 yer almaktadir (Falsetti and Carroll
1976, Befeler et al., 1977). Ayrica; familyal hiperkolesterolemi, abdominal aort
anevrizmasi nedeniyle opere edilen hastalar, aterektomi, koroner anjioplasti, koroner
invaziv girisimler ve travma, mediadaki destek dokuyu zayiflatan kollajen doku
hastaliklar1 (poliarteritis nodosa (PAN), sistemik skleroderma, sistemik lupus
eritematosus (SLE) ve romatoid artrit, Ehler-Danlos sendromu ve Marfan sendromu),
nitrat ve herbisite maruziyet gibi durumlar etkili olabilmektedir (Sudhir et al., 1995,
Berkoff and Rowe 1975, Stajduhar et al., 1993, Markis et al., 1976, Kruger et al.,
1999, Maehara et al., 2001, Ozaydin et al. 2007).

Koroner arter ektazilerin anjiografik siklig1 degisik serilerde % 0,2 ile % 10
arasinda bildirilmistir (Aintablian et al., 1978, Hartnell et al., 1985, Rath et al., 1985,
Sharma et al., 1990, Tunick et al., 1990, Akcay ve ark., 2010). Hindistanda yapilan
bir saha caligmasinda iskemik kalp hastalarinda KAE insidans1 % 10 bulunmustur
(Sharma et al., 1990). Insidans verilen en biiyiik galismalardan biri olan Coronary
Artery Surgery Study (CASS) verilerinde 20087 hastanin 978’inde (% 4,9) KAE
saptanmigtir (National Heart, Lung, and Blood Institute Coronary Artery Surgery
Study 1981, Swaye et al., 1983).

Insanhik giiniimiizde pek ¢ok yabanci maddeye maruz kalmaktadirlar.

Ksenobiyotikler adin1 verdigimiz bu maddeler arasinda ilaglar, ¢evreyi kirleten



kimyasal karsinojenler, insektisid, herbisit ve fungusid kalintilari, yiyecek ve
iceceklerde bulunan katki maddeleri bulunmaktadir. Glutatyon S-transferaz (GST)
enzim sistemleri bir¢cok farkli ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu
ve biyotransformasyonunda Onemli rol oynayan Faz II metabolizmasi
enzimlerindendir (Sheehan et al., 2001). Glutatyona -elektrofilik substratlarin
baglanmasini katalizleyebilir, kovalent ve kovalent olmayan baglanmalar vasitasiyla
toksik bilesikleri uzaklastirirlar. Glutatyon (GSH) bir non-enzimatik antioksidan
olup, elektrofilik  ozellikteki  bilesiklerle konjugasyona  girerek onlarin
detoksifikasyonunu saglar. Viicuda alinan ksenobiyotikler besin maddelerine ve
endojen bilesiklere benzer sekilde bir seri biyokimyasal tepkime sonucunda
metabolize edilmektedir. Bu tepkimeler sonucu olusan ve baslangictaki bilesikten
daha polar olan bilesikler viicuttan dogal yollarla atilmaktadir.

Glutatyon S-transferazlarin birgok formu insan dokularinin ¢ogunda
bulunmaktadir ve simdiye kadar arastirilan her bir dokuda izoelektrik noktas1 (pl) 4,5
ile 4,9 arasinda en az bir anyonik formunun bulundugu tespit edilmistir (Singh et al.,
1986).

EC 2.5.1.18 olarak kodlanan GST enzimlerinin insanda 5 tipi bildirilmistir.
Bunlar alpha (A), mu (M), pi (P), theta (T) ve zeta (Z)’dir (Singh et al., 2008). Bu
gruplarin da subtipleri bulunmaktadir (A1-A4, M1-M5, P1, T1-T2 ve Z1).

Bildigimiz gibi toplumda % 1’den daha yiiksek siklikta goriilen genetik
degisiklik tipi ya da gen segenekleri polimorfizm olarak adlandirilir. GST enzimleri
arasinda ¢ok sayida polimorfizm bildirilen tipler M1, M3, P1, T1, T2 ve Z1dir (Lee
et al., 2004).

GSTM1 ve GSTT1 genlerindeki polimorfizmler enzim aktivitesinin
azalmasia oOzellikle her iki gendeki homozigot delesyonlar enzimin tamamen
aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadir. Bu da sigara ile iligkili kanser ve
koroner arter hastaliklarinin olusumuna zemin hazirlamakta, Ozellikle sigara
icenlerde koroner arter hastaliginin gelisimine katkida bulunmaktadir (Zhong et al.,
1991, Tamer ve ark., 2004).

GST’ler  ozellikle sigara  tltlinlinde  bulunan  kanserojenlerin
(monohalometanlar, polisiklik  aromatik  hidrokarbonlar, etilen oksit)

detoksifikasyonunda 6nemli rol oynarlar. GST gen delesyonunda GST aktivite



yokluguna bagli sigara i¢imi sonucu ortaya ¢ikan kanserojenler detoksifiye edilemez
ve bunun sonucunda akciger, serviks ve diger sigaraya bagl kanserlerde artisa neden
oldugu bildirilmistir (Singh et al., 2008, Ueda et al., 2005 ).

GST polimorfizmleri kardiyolojik hastaliklarda da degerlendirilmistir.
GSTTI1 ve GSTMI1 genlerindeki delesyonlar GST enziminin aktivitesini azaltmakta,
Ozellikle sigara icenlerde koroner arter hastaliginin gelisimine katkida bulundugu
bircok ¢alismada bildirilmistir (Abu-Amero et al., 2006, Tamer ve ark., 2004, Van
Schooten et al., 1998, Girisha et al., 2004). Yine GSTM1 ve GSTT1 genindeki null
genotipinin KAH nin ya da akut miyokard infarktiis (AMI)’iin risk faktorii oldugu da
bildirilmistir (Wilson et al., 2003).

Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde GST gen polimorfizmlerinin KAE ile
baglantisinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Ayrica KAE vakalarinda
kardes kromatid degisim (KKD) siklig1 adi verilen bir sitogenetik parametre ile de
vakalarin ¢evresel bir toksik ajandan etkilenme durumlar1 degerlendirilmistir.

Calismamizda 90 KAE hastasi ve 91 kontrol vakasi kullanilarak GST enzim
polimorfizmleri ve enzim aktivitesi incelenmek istenmistir. Ayrica KAE vakalarinin
bolgemizde oOzellikle yapilan tarim ve kullanilan herbisitlerle baglantisina da
bakilmis ve herbisit maruziyeti GST iliskisi de degerlendirilmistir.

Calismamizda sitogenetik, molekiiler genetik ve biyokimyasal yontemler
kullanilarak KAE vakalar1 ve onlarla yas ve cinsiyet a¢isindan uyumlu kontrol grubu
arasinda asagidaki veriler degerlendirilmistir.

- KAE ve kontrol grubunun GSTM1 gen polimorfizminin karsilagtirilmasi,

- KAE ve kontrol grubunun GSTT1 gen polimorfizminin karsilastirilmasi,

- KAE ve kontrol grubunun GSTP1 gen polimorfizminin karsilastiriimast,

- KAE grubundaki vakalarin herbisit maruziyetli ve maruziyetsiz vakalarinda
GSTMI1, GSTT1, GSTP1 gen polimorfizmlerinin karsilastiriimasi,

- KAE ve kontrol grubunun KKD siklig1 agisindan degerlendirilmesi,

- KAE ve kontrol grubunun GST enzim aktivitesi yoniinden kiyaslanmasi.

Daha oOnceki caligmalar, kardiyolojik hastaliklar (KAH, AMI) ve GST
polimorfizmleri arasindaki iligkileri incelemistir. GST enzim polimorfizmlerinin
KAE vakalarin1 nasil etkiledigi ¢alismamiz kapsaminda incelenmistir. Ayrica KAE

vakalar1 kendi i¢inde degerlendirilerek herbisit maruziyetli olanlar ayrilmistir.



Yetistirilen bitkisel irlinlerin kalitesini ve miktarimi artirmak amacli kullanilan
pestisitler, son yillarda canlilar i¢in bir tehdit haline gelmistir. Ekosistemdeki her
canl direkt ya da indirekt olarak pestisitlerden etkilenmektedir. Ozellikle, bilingsizce
yapilan asir1 pestisit ve herbisit kullanimlar1 yiiziinden, hayvanlarda ve insanlarda
Oliimlere varan ciddi sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Herbisit maruziyetinin GST enzim
polimorfizmi ile birlikte olmasi durumunda KAE vakalarmin etki diizeyi

degerlendirilmeye calisilmistir.



2. GENEL BILGILER

Insanlar giinliik yasantilarinda pek c¢ok yabanct maddeye maruz
kalmaktadirlar. Ksenobiyotikler adi verilen bu maddeler arasinda ilaglar, ¢evreyi
kirleten kimyasal karsinojenler, insektisid, herbisit ve fungusid kalintilari, yiyecek ve
iceceklerde bulunan katki maddeleri bulunmaktadir.

Viicuda alinan ksenobiyotikler besin maddelerine ve endojen bilesiklere
benzer sekilde bir seri biyokimyasal tepkime sonucunda metabolize edilmektedir. Bu
tepkimeler sonucu olusan ve baslangigtaki bilesikten daha polar olan bilesikler
viicuttan dogal yollarla atilmaktadir. Bu yabanci maddenin viicuttan atilmasi i¢in
gegen siire, bilesigin cinsine ve kisinin bilesigi metabolize etme yetenegine bagl
olarak degismektedir. Genellikle gastrointestinal sistemden pasif difiizyon ile
absorbe edilen bu bilesiklerden asidik karakterde olanlari midenin asidik ortaminda
gastrik mukoza tarafindan kolayca alinabilmekte, bazik olanlar ise midede
iyonlastiktan sonra intestinal liimenden emilmektedir.

Dolagima gegen bir ksenobiyotik molekiilii idrar veya safra ile atilabilmekte
hiicreler arasi siviya gecgerek doku hiicreleri i¢ine sizabilmekte veya karaciger,
bobrek, akciger ve diger organlardan gecisi sirasinda metabolik degisiklige
(biyotransformasyon) ugratilmaktadir. Bu mekanizma serbest molekiiller igin gecgerli
olup plazma ve hiicresel proteinlere bagli olanlar dncelikle baglandiklar1 bolgeden
ayrilmalidirlar. Asidik yapidaki yabanci molekiiller albumin, bazik olanlar ise a-asit
glikoproteine baglanmaktadir.

Pek ¢ok ilag ve diger ksenobiyotiklerin biyotransformasyonundan sorumlu
olan enzim sitemleri karacigerin diiz endoplazmik retikulumunda mikrozomal kesitte
yerlesmiglerdir. Bobrek, beyin, akciger, gastrointestinal epitel, deri, adrenaller gibi
diger dokularda da bulunabilen bu enzimlerin buralardaki miktar1 karacigerden daha
azdir. Ince barsaklardan emilen bilesik once gastrointestinal epitel ve daha sonra
karaciger enzimlerinin etkinligi ile karsilasir. Enzimatik biyotransformasyonda yer
alan kimyasal tepkimeler, faz I ve faz II tepkimeleri olarak iki grupta toplanir. Faz I
tepkimelerinde, bilesik yiikseltgenerek, indirgenerek veya hidroliz edilerek daha

polar bir yapiya doniistiiriilmektedir. Ortaya c¢ikan metabolit farmakolojik olarak



inaktif, daha az aktif veya ana molekiilden daha ¢ok aktif olabilmektedir. Faz I
tepkimelerini monooksijenazlar veya sitokrom P450 gibi enzimler katalizlemektedir.
Aynm1 zamanda deaminasyon, dehalojenasyon, desiilfiirasyon, epoksidasyon ve
peroksijenasyon yapabilen bu enzimler ile ana bilesige, bir fonksiyonel grup (-OH, -
NH,, -SH) eklenmekte veya bilesigin fonksiyonel grubunu saklamaktadir. Olusan
metabolit yeteri kadar polar ise bobreklerden veya safra yollarindan atilmaktadir.
Ancak pek cok faz I {iriiniiniin kolaylikla atilamadigi, glukuronik asit, siilfiirik asit,
asetik asit veya aminoasitler gibi endojen bir substratla birleserek daha ¢ok polar bir
konjugat haline getirildigi bilinmektedir. Birinci fazdaki {iriinlerin daha polar hale
getirildigi  tepkimelerin  toplamma faz 11 tepkimeleri adi verilmektedir.
Detoksifikasyon, ksenobiyotigin metabolize edilerek zararsiz hale getirilmesidir
ancak olusan {riin daha aktif ve zehirleyici ise olumsuz sonuglar da

dogurabilmektedir.

2.1. Fazl Tepkimeleri

2.1.1. Oksidasyonlar

Oksidasyon tepkimeleri sitokrom P450 bagimli oksidazlar tarafindan
katalizlenmektedir. Sitokrom P450 bagimli oksidazlar veya monooksijenazlar (karma
fonksiyonlu oksidazlar) molekiiler oksijeni kullanarak bilesikleri hidroliz

etmektedirler.

2.1.2. Kopma Tepkimeleri
Bir ksenobiyotigin daha kii¢iik iki molekiile ayrilmasi tepkimeleri, kopma
tepkimeleri olarak tanimlanmaktadir. Bu tepkimelerde hidroliz, dekarboksilasyon ve

glikozidlerin hidrolizi gibi biyokimyasal olaylar yer almaktadir.

2.1.3. Hidroliz Tepkimeleri

Asetilkolin esteraz tarafindan asetat ve koline hidroliz edilen asetilkolin
orneginde oldugu gibi esterler ve amidler grubunda yer alan yabanct maddeler
genellikle hidroliz edilmektedir. Prokain gibi lokal anestezikler, aspirin gibi

analjezikler viicuttan hidroliz edilerek atilmaktadir. Bu tepkimeleri katalizleyen



esterazlar ve amidazlar, plazmada ve hiicrenin sitoplazmasinda yer almaktadir.
Hidrolazlarin substrat 6zgiilliigii dokudan dokuya ve tiirden tiire farkliliklar

gostermektedir.

2.1.4. Indirgenme Tepkimeleri
In vivo kosullarda yapilarindan o&tiirii indirgenerek metabolize edilen
maddeler arasinda ketonlar, aldehitler, azo (N=N) grubu, nitro grubu ve disiilfiir bagi

tastyan bilesikler yer almaktadir.

2.2. Fazll Tepkimleri

Faz 1 tepkimeleri ile hidroksillenerek polar 6zellik kazanan bilesikler,
glukuronik asit, glutatyon veya siilfat molekiillerinin kullanildig: II. faz tepkimeleri
ile daha polar 0Ozellik tasiyan konjugatlara donistiiriilmektedir. Konjugatlarin
olusumu i¢in yiiksek enerjili ara bilesikler ile hiicre sitoplazmasinda veya

mikrozomlarinda yerlesik 6zel transferaz enzimleri gerekmektedir.

2.2.1. Glukuronik Asit ile Birlesme

UDP-glukuronik asitin (UDPG) glukuronil grubu vericisi olarak kullanildig:
bu gruptaki tepkimeleri bir grup glukuronil transferaz katalizlemektedir. Glukuronil
transferazlar endoplazmik retikulum ve sitozolde bulunmaktadir. Anilin, benzoik
asit, fenol, bir karsinojen olan 2-asetilaminofluoren, bir yapistirict olan
maeprobromat, fenolik bilesikler ve pek c¢ok steroid smifi bilesik glukuronidler
seklinde atilmaktadir. Substrat lizerinde bulunan oksijen, azot veya kiikiirt tasiyan
gruplara glukuronik asit baglanmaktadir. Sitoplazmadaki iironik asit metabolik
yolunda UDPG, glukoz-1-fosfat ve uridin trifosfatin katildigi tepkimeler ile

sentezlenmektedir.

2.2.2. N-Asetilasyon
Asetat ve benzoik asit gibi cesitli karboksilik asitler, asetil-CoA ile

aktiflenerek asetil veya benzoil tiirevlerine dontistiiriilmektedirler. Anilin tiirevi olan



siilfonamid ilaglar ve antitliberkiiler bir ila¢ olan izoniazid gibi hidrazinler, N-

asetilasyon yolu ile metabolize edilmektedir.

2.2.3. Metilasyon
Karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda ve mikrozomal kesitinde bulunan
transmetilazlar tarafindan aromatik hidroksil, siilfidril ve amin gruplar1 tasiyan

ilaglarin metilasyonu katalizlenmektedir.

2.2.4. Siilfat-Ester Konjugasyonu

Cesitli  alkolik ve fenolik 1ilaglar, siilfatlanarak eteral siilfatlara
dontistiiriilmektedir. Siilfat grubunun ATP ile aktiflenmesi sonucu olusan fosfo
adenozin-5’fosfosiilfat (PAPS) yapisindaki APS ile tepkimeye giren fenolik ilacin
hidroksil grubuna siilfat aktarilmaktadir. Bu tepkime stilfokinazlar tarafindan

katalizlenmektedir.

2.2.5. Glisin Konjugasyonu

Karboksil grubu tasiyan bazi ilaglarin CoA ile konjugasyona girmesi ile
olusan aktif kompleksler, daha sonra bir aminoasit olan glisin veya glutamat ile
tepkimeye girerek peptit-acilatlart meydana getirmektedirler. Safra asitlerinin glisin
ile konjugasyonu atilimlardaki en 6nemli basamagi olusturmaktadir. Benzoik asit

glisin ile konjugasyona girerek huppurik asite ¢evrilmekte ve idrarla atilmaktadir.

2.2.6. Glutatyon (GSH) ile Konjugasyon

Bir tripeptit olan glutatyon (y-glutamil sistenil glisin) (Sekil 1), yapisinda yer
alan sisteinden Otiirii bir siilfidril (-SH) grubu tasimaktadir. Kuvvetli bir niikleofil
olan siilfidril grubu bazi toksik bilesik veya metabolitlerin elektrofilik merkezlerine
baglanmaktadir (Sekil 2). Karaciger sitozoliinde ve daha az miktarda diger dokularda
bulunan Glutatyon S-Transferazlar bu tepkimeleri katalizlemektedir. Aromatik nitro
bilesikleri, alkenler, aromatik hidrokarbonlar, aril epoksidler, alkil epoksidler ve alkil
halidler ile tepkimeye giren bu enzimlerin substratlara karsi ozgiilliikleri farkl
olmaktadir. Glutatyon konjugatlarinda enzimlerin vasitasiyla Oncelikle glutamat

sonra glisin ayrilir. Daha sonra asetilasyon ile son iiriin olan ve sistein amino asitinin



mevcut oldugu merkapturik asit olusur. Merkapturik asit N-asetilsisteinin tiirevleri
olan S-alkillenmis iirlinlerdir. Son olarak bu iiriinler idrar yolu ile atilir (Habig et al.,
1974) Yani glutatyon ile konjuge edilen bilesikler merkaptiirik asit tlirevleri seklinde
idrarla atilmaktadir (Sekil 3).

SH
0. " FH A
\/C-CH-CHZ-CHZ-g-NH-CH-(I:I'-N H-CH,-C_
HO 0 0 OH

y-carboxyl linkage

y-glutamyl  cysteinyl glycine
Sekil 1: Glutatyonun molekiiler yapist (Lu SC., 2009).

SH
0
\I”:\(\/”\I\HL(N””‘/(I“OH + Xenobiotic (X)
|
O

COOH

Glutathione

GST

|
NH, NH. _COOH
\(/\/L.\'n ~

|
COOH o]
Glutathione-S-Conjugate

Sekil 2: Glutatyonun ksenobiyotik ile konjugasyonu (http://www.nature.com, Erigim tarihi:
13 Agustos 2012)

Kimyasal Formiil : C;Hi7 N3 O S

Fiziksel Formu : Beyaz, kristal kat1

Molekiiler Agirlig : 307,33

Erime Noktasi 0 192-195°C

Suda Coziintirliik : Su, etanol, s1vi amonyak, dimetilformamidde kolay
¢Ozunlr.

pH (10g/L; H,0; 20°C): 3



Hiicre i¢i glutatyon (GSH) diizeyinin azalmasimma bagli olarak potansiyel
toksik bilesikler olan ksenobiyotikler, GSH ile konjugasyona girememekte ve
kovalent olarak DNA ve RNA molekiillerine veya hiicre proteinlerine baglanarak

hiicre hasarina yol agmaktadir.

X + y-Glu-CySH-Gly

GSH S-transferase

y—Glu—Cy?-Gly
X

‘/i y-glutamyltranspeptidase
v-Glu

Cy?-GIy
X
Gl y_/ Dipeptidase
CyS-X

N-acetylase

r

N-acetyl-Cys-X (mercapturic acid)

Sekil 3: GSH konjugasyonu ve merkaptiirik asit biyosentezi. X; elektrofilik substratin aktif
merkezi (Lu SC, 2009).

2.3. Biyotransformasyondan Sorumlu Enzimlerin Aktivitelerini

Etkileyen Faktorler

Ksenobiyotik metabolizmasinda goérevli enzimler; diyet, genetik faktorler,
ksenobiyotiklerin metabolitleri, tiir, yas ve cinsiyet gibi ¢esitli faktorler tarafindan
etkilenmektedirler. Dogum sonrasi ilk birka¢ ay diisiik olan sitokrom P450 enzim
aktiviteleri, birka¢ ay sonra eriskin diizeyine ulagsmaktadir. Konjugasyonlari
katalizleyen enzimler ise daha ge¢ donemde eriskinlerdeki aktivite diizeyine
ulagabilmektedir. Fenabarbital gibi baz1 ksenobiyotiklerin aliminda enzim uyarilmasi
olabilmektedir.  Bazi  ksenobiyotiklerin =~ metabolitleri  ise  ksenobiyotik
metabolizmasinda yer alan enzimleri inhibe etmektedir. Birden fazla ila¢ kullanimu,

pestisit ve endiistriyel kimyasal maddeler gibi ¢evresel faktorler, beslenme faktorleri
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(aclik veya diyetin kalitesi), alkol alimi, agilar ve hastaliklar (hepatik ve renal) enzim

aktivitesini etkileyebilmektedir.

2.4. Ksenobiyotiklerin Toksik Etkileri

Bazilar ¢ok kiiciik miktarlarda bile toksik etkili olabilen ksenobiyotikler,
genel olarak hiicreler iizerinde ii¢ tip etki yapmaktadir. Bunlar; hiicre hasari, hiicrenin
antijenik ozelliklerinin degistirilmesi ve karsinogenez seklindedir. Ksenobiyotiklerin
hiicre proteinlerine, DNA ve RNA molekiillerine kovalent olarak baglanmasi ile
ortaya ¢ikan hiicre hasar1 hiicrenin 6limii ile sonu¢lanmaktadir. Hiicrenin antijenik
ozelliklerini degistiren ve haptenler gibi davranan ksenobiyotikler, daha Once
sentezlenen antikora  baglanarak hiicrenin immiinolojik  metabolizmasin
bozmaktadir. Monooksijenazlar ile aktiflenen benzopiren gibi bazi1 kimyasal
bilesikler, karsinojenik 06zellik kazanmaktadir. Alkilleyici bilesikler ise dogrudan

DNA yapisina baglanarak karsinojenik etki gostermektedir.

2.5. Ksenobiyotiklerin Viicuttan Atilmasi

Toksik bilesikler viicuttan; akciger, safra ve bobrekler basta olmak {izere siit

veren annelerde meme dokusundan siit ile de atilabilmektedir.

2.5.1. Akcigerler

Ucgucu anestezikler, paraldialdehid, hidrojen siilfid, karbonmonoksid ve
siyanid gibi toksik gazlar akcigerde metabolize edilerek atilmaktadir. Akcigerde
karacigerdeki biyotransformasyon tepkimelerinde yer alan enzimlerin tamami
bulunmaktadir. Monoaminooksidaz, katekol-O-metil transferaz, anjiotensin
converting enzim gibi enzimlerin yani sira; aromatik bilesiklerin hidroksillenmesi ve

glukuronik asit ile birlesme gibi temel tepkimeler akcigerde ger¢eklesmektedir.
2.5.2. Safra

Molekiil agirligr 0,5 kDa degerinden biiylik olan ksenobiyotiklerin atilimi

safra araciligi ile olur.
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2.5.3. Bobrekler

Bobreklerden atilan 6nemli bilesikler arasinda; digoksin, aminoglukozidler,
furosemid ve fenobarbital yer almaktadir. Biyotransformasyondan sorumlu enzimler
genel olarak tubulus epitel hiicrelerinde yerlesmistir. Bdbreklerde temel
detoksifikasyon  tepkimesi  siilfat  konjugasyonudur. = Bununla  birlikte;
glukuronillesme, sistein ve glutatyon ile birlesme, c¢esitli oksidasyonlar, N-

asetilasyon tepkimeleri de kesenobiyotiklerin bobrekten atiliminda etkili olmaktadir

(Onat ve Emerk 1996).

2.6.  Glutatyon S-Transferaz

2.6.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH) bir non-enzimatik antioksidan olup, elektrofilik 6zellikteki
bilesiklerle konjugasyona girerek onlarin detoksifikasyonunu saglar. GSH, L-
glutamik asid, L-sistein ve glisinden iki basamakli bir reaksiyon ile olusan bir
tripeptittir (Sekil 1). Organizmada en fazla karacigerde, hiicrede ise; sitozol,
mitokondri ve niikleusta bulunur. Ksenobiyotik metabolizmasinda glutatyonun rolii;
faz 1 enzimlerince olusturulan reaktif tiirlerin glutatyon ile konjugasyona girmesi ve
sonucta hiicre makromolekiilleri (DNA, RNA, protein) ile baglanmasini engelleyerek
hiicre hasarini 6nlemesi seklinde ger¢eklesmektedir. Ksenobiyotigin reaktif tiirleri bir
proteine baglanip onu degisiklige ugratip antijenik Ozelligini degistirebilir.
Ksenobiyotik bir hapten yani tek basina antikor sentezini uyarmayan bir molekiil gibi

davranip, antikorla birlesip hiicreyi hasara gétiirebilir.

2.6.2. Glutatyon S-Transferazlar

Glutatyon S-transferaz (GST) enzim sistemleri bir¢ok farkli ksenobiyotik ve
endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda O6nemli rol
oynayan Faz Il metabolizmasi enzimlerindendir (Sheehan et al., 2001). Glutatyona
elektrofilik substratlarin baglanmasini katalizleyebilir, kovalent ve kovalent olmayan
baglanmalar vasitasiyla toksik bilesikleri uzaklastirir. Bunun yani sira bu enzimlerin
diger baz1 fonksiyonlar1 vardir. Peroksidaz ve izomeraz aktivitesine de sahip olan bu

enzimler hiicre oliimlerine neden olan H,O,’ye kars1 hiicreleri korurlar (Sheehan et
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al., 2001). Glutatyon peroksidaz II aktivitesi ile lipid hidroperoksitleri azaltirlar
(Booth et al., 1961, Prohaska and Ganther 1977, Chasseaud 1979, Awasthi et al.,
1980).

GST enziminin diger 6nemli gorevi; prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem,
bilirubin, safra tuzlar1 ve yag asitleri gibi nonsubstrat ligandlar1 GSH ile baglayarak,
tasinmasina yardimci olmaktir. GST, nonspesifik bir hidrofobik bir baglanma
bolgesine (H bolgesi) sahip oldugu icin, nonpolar molekiiller i¢in intraselliiler
baglanma proteini olarak da rol oynamaktadir (Boyer 1989).

GST enzimi; klorambusil, melphalan, siklofosfamid ve mitoksantren gibi
¢esitli antikanser ilaclar, hormonlar, hidrokarbonlar ve ditiretik ila¢ olan etakrinik
asit gibi endojen metabolitleri GSH ile baglayarak, suda daha kolay ¢Oziiniir hale
getirmekte, idrar ve safra yoluyla atilimmi kolaylastirmaktadir (Arias and Jacoby
1976). Ayn1 zamanda reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayni tiir
bilesikleri birbirine kovalent baglayarak da dnleyebilmektedir. Ligandlarin birgogu,
karacigerde GST enzimine bagl olarak bulunmaktadir. Dolayisiyla GST varliginda,
bazi ligandlarin serbest halde bulunusu engellenerek, steroid gibi toksik bilesiklerin
karacigere verecegi zararlar ortadan kaldirilmig olur (Puchalski and Fahl 1990). GST,
cok sayida reseptdér molekiiliine, siilfiir grubunu aktarabilir. Bu ksenobiyotik
akseptorler icerisinde, nitrojenli, halojenli bilesikler, organofosfatlar (pestisitler
dahil), polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bilesikler yer almaktadir. Ayrica GST,
oksijen varliginda lipid ve DNA’da meydana gelen zararli ucglari, DNA
hidroperoksitlerin son metabolik iiriinlerini, alkenol ve endojen elektrofil bilesikleri
detoksifiye etmektedir (Arias and Jakoby 1976).

Glutatyon S-transferazlarin bircok formu insan dokularinin ¢ogunda
bulunmaktadir ve simdiye kadar arastirilan her bir dokuda izoelektrik noktasi (pI) 4,5
ile 4,9 arasinda en az bir anyonik formunun bulundugu tesbit edilmistir (Singh et al.,
1986). Bu enzimlerin birka¢ formu karaciger hiicrelerinin sitozoliinde bulunmaktadir.
Ayrica karaciger hiicrelerinin mikrozomal kisminda mikrozomal membrana siki bir
sekilde tutunmus ve sitozolik formundan farkli ozelliklere sahip glutatyon S-
transferazlar bulunmustur. En sik rastlandig1 dokular, basta karaciger olmak iizere,
incebagirsak, kalinbagirsak, bobrek, akciger, meme, kas, dalak, testis ve plasenta gibi

bir¢ok organin sitosolii ve membranidir (Habig et al., 1974).
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Merkapturik asit olusumunun ilk adiminda ksenobiyotikler ile GSH’in
baglanmasin1 katalizleyen bu enzimler karacigerde selenyumsuz glutatyon
peroksidaz aktivitesi gosterirler. Bu enzimler ayni1 zamanda bilirubin ve hem grubu
gibi metabolitler ile bir¢cok ilag ve boyar maddelere baglanma gosterebilirler
(Boyland and Chasseaud 1969).

GST, glutatyon ile kanserojen ve mutajen gibi ksenobiyotikleri igeren gesitli
elektrofilik substratlarin konjugasyonunu da katalizler. Memeli karacigerinde bu
GSH konjugatlar1 y-glutamil transpeptidaz, sisteinilglisinaz ve N-asetil transferaz
ilavesi ile merkapturik asit biyosentez yolu vasitasiyla metabolize olur. Bazi
GST’lerin  detoksifikasyondan ziyade organik hidroperoksitlerin  glutatyon
peroksidaz (GPX) aktivitesiyle rediiksiyonu ve l6kotrien A (LTA) dan l6kotrien C
(LTC) nin olusumunu saglamas1 gibi alternatif fonksiyonlar1 oldugu belirtilmistir
(Tamaki et al., 1989).

GSH’1in tiyol grubu ile Idkotrien LTA4’tn konjugasyonu LTC4’{in
biyosentezini gergeklestirir. Losemili fare hiicrelerindeki bu reaksiyonu membrana
bagli bir enzim katalizlemektedir. Bu sebepten otiirii fare mikrozomal GST’sini
karakterize etmek, substrata karsi olan ilgiyi, inhibitorlere karsi davranisi ve
fizikokimyasal  Ozelliklerini  tanmimlamak LTC4 sentezine olan katkisim
degerlendirebilmek i¢in 6nemlidir (Andesson et al., 1988).

Karacigerdeki yiiksek konsantrasyondaki GST’ler ve bunlarin bilirubine kars1
yiiksek afinitesi ayn1 zamanda bu proteinin bilirubin metabolizmasindaki roliinii

destekler (Vander Jagt et al., 1985).

2.6.3. Glutatyon S Transferaz (GST) Enzimlerinin Siniflandirilmasi

GST enzimleri dogada bakteriler, maya, kiif, yumusakcalar, kabuklular,
solucanlar, kurbagalar, bocekler, bitkiler, baliklar, kuslar ve memelilerde bulunur.
Ozellikle bdceklerde, sicanda ve memelilerde detayl bir sekilde incelenmistir.

Fare karacigerindeki GST’ler birka¢ genin iirlinlidiir ve bu enzimlerin hepsi
dimer olduklar1 i¢in dimerlerin bazilarinin arasinda degis-tokus yapilarak bu enzimin
cok sayida formu ortaya ¢ikmistir. Boceklerde bu enzim ailesi insektisidlerin toksik
etkilerine karsi temel bir savunma olarak bilinir. Ornegin karasineklerde (Musca

domestica) organofosfat insektisidlere direngli mutantlarin  GST’nin yiiksek
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seviyelerine sahip oldugu bulunmustur. Musca domestica’da 6 sinifi GST’leri 6nemli
bir gen ailesi kodlar. Bu aileden Md GST]1, 2, 3, 4, 6A ve 6B genleri tanimlanmustir.
Musca domestica’da Md GST1, 3 ve 6 nin fazla iiretimi organofosfat insektisitlere
diren¢ olusturur. Md GSTO6A dirence digerlerinden daha fazla katkida bulunur.
Aragtiricilar  Musca domestica’nin 2. kromozomunda lokalize olmus genlerin
organofosfath insektisitlere diren¢ gosteren GST’ nin ekspresyonunu kontrol ettigini
gostermislerdir (Plapp 1984, Kence 1988, Cakir ve Yamanel 2005).

EC 2.5.1.18 olarak kodlanan GST enzimleri ¢ok fonksiyonlu iki alt birimden
olusmus dimerik bir enzim ailesidir. GST’ler membrana bagl ve sitoplazmik olmak
iizere iki grupta incelenmektedir. Insanda sitozolik GST izoenzimleri izoelektrik

noktalar1 esas alinarak 3 ayr1 grupta toplanmistir (Board 1981, Faulder et al., 1987).

GST p, P, 0 - Notral
GSTa, B,v,0,& —> Bazik
GSTIL A, p - Asidik 6zellik gosterir.

Memelilerdeki sitozolik GST enzimleri; Alfa, Mii, Pi, Theta olmak iizere dort
ana sinifa ayrilmistir. Bunlarin disinda membrana bagh sekilde 16kotrien C4 sentaz
ve mikrozomal GST olarak adlandirilan iki GST daha bulunmaktadir (Mannervik

1985, Chan and Sell 1994).

Tablo 1: Insan GST enzimlerinin siniflandirilmasi (Mannervik 1985, Chan and Sell 1994).

ENZIM SINIF LOKUS KROMOZOM
GST Al-1 Alfa GSTA 1 6pl2
GST Al-2 Alfa GSTA2 6pl2
GSTM la-la Mii GSTM1 Ipl3
GST M1b-1b Mii GSTM1 Ipl3
GST M2-2 Mii GSTM2 Ipl3
GST M3-3 Mii GSTM3 Ipl3
GST M4-4 Mii GSTM4 Ipl3
GST M5-5 Mii GSTMS Ipl3
GST P1-1 P1 GSTP1 11ql3
GST T1-1 Teta GSTT1

GST T2-2 Teta GSTT2

Mikrosomal GSTI12 12
Lokotrien C4 Lokotrien C4

Sentaz Sentaz
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2.6.4. Glutatyon S-Transferazlarin Genetigi

Mu smifi GST’ler (GSTM1, M2, M3, M4, MS); karsinojenler, ilaglar,
cevresel toksinler ve oksidadif stres iiriinleri gibi elektrofilik bilesikleri glutatyon ile
konjuge ederek detoksifikasyonunu saglar. 1p13.3 kromozom bdlgesinde lokalize
olan gen oldukca polimorfiktir (Sekil 4). Polimorfizm nedeniyle olusan genetik
varyasyon; bireyin karsinojenlerden ve toksinlerden etkilenme diizeyini
degistirebilmektedir. Mu sinifi genlerin null mutasyonu (delesyonu), bazi kanserlerin
artisiyla baglantilidir. Bu baglanti muhtemelen g¢evresel toksin ve karsinojenlerin
detoksifiye edilememesi ile olusmaktadir. Bu genin farkli transkriptlerinden genin

farkli izoformlar1 kodlanmaktadir
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Sekil 4: GSTMI gen bolgesinin genomik lokasyonu (www.ncbi.nml.nih.gov/gene
/2952 http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTM1).

Theta smifi GST’ler (GSTT1 ve GSTT2), % 55 oraninda aminoasit
benzerligi gosterirler. GSTT ler bircok eksojen ve endojen hidrofobik elektrolitin
rediikte glutatyon ile konjugasyonunu saglarlar. Ayrica her ikisinin de
karsinogenezde 6nemli oldugu iddia edilmektedir. T1, T2’den yaklasik 50 kb uzakta
yer almaktadir ve 22q11.23 bolgesinde lokalize olmuslardir (Sekil 5).

Chr 22
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Sekil 5: GSTT1 gen bolgesinin genomik lokasyonu (http://www.genecards.org /cgi-bin
/carddisp.pl?gene=GSTT1).

Pi simifi GST’ler de ksenobiyotik mekanizmasinda rol almaktadirlar ve kanser
ve bir¢ok hastaligin olusumunda rol oynayabilmektedirler. GSTP varyantlar1 11q13.2
gen bolgesinde lokalize olmustur (Sekil 6).
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Sekil 6: GSTP1 gen bolgesinin genomik lokasyonu (http://www.genecards.org /cgi-
bin/carddisp.pl?gene=GSTP1).

GSTT1 ve GSTMI1 gen polimorfizminde, populasyonun % 15-50’sinde
GSTT1 ve GSTMI1 geni bulunmaz ve homozigot gen delesyonu bulunan bu
bireylerde ilgili enzim sentezlenemez (Katoh et al., 1998). GSTP1 ii¢ genotip halinde
bulunmakta olup bunu 105. pozisyondaki aminoasit izoldsinin valin aminoasidi ile
heterozigot veya homozigot degisimi belirlemektedir. Bu da enzimin aktivitesini ve

termostabilitesinde degisime neden olmaktadir (Watson et al., 1998).

2.7. Koroner Arter Ektazisi

2.7.1. Tanim

Koroner damarlarin bir boliimiiniin komsu normal koroner damar ¢apina gore
tikayict lezyon olmaksizin 1,5-2 kat genislemesi koroner arter ektazi (KAE) veya
anevrizmal Kkoroner arter hastahi@1 olarak tanimlanmaktadir. Bu genisleme iki
kattan daha fazla olursa koroner arter anevrizmasi olarak tanimlanmaktadir (Swaye
et al., 1983, Falsetti and Carroll 1976). Koroner arter ektazi ve anevrizmalari koroner
anomalilerinin nadir formlaridir ve konjenital veya kazanilmis kokenli olabilirler
(Swanton et al., 1978). Koroner arter ektazisi koroner arterlerin anormal dilatasyonu
ile karakterize olup aterosklerotik koroner arter hastaligi varyanti olarak kabul
edilmektedir (Manginas and Cokkinos 2006, Yetkin and Waltenberger 2007). KAE
terimi ilk kez 1929’da Packard ve Wechsler tarafindan rapor edilmistir (Packard and
Wechsler 1929).

2.7.2. Etyoloji

KAE’nin etyolojisinde % 50 ateroskleroz, % 20-30 konjenital, % 10-20
kadarinda enflamatuar veya bag doku hastaliklar1 yer almaktadir (Falsetti and Carroll
1976, Befeler et al., 1977). Ayrica; familyal hiperkolesterolemi, abdominal aort
anevrizmasi nedeniyle opere edilen hastalar, aterektomi, koroner anjioplasti, koroner

invaziv girisimler ve travma, mediadaki destek dokuyu zayiflatan kollajen doku
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hastaliklar1 (poliarteritis nodosa (PAN), sistemik skleroderma, sistemik lupus
eritematosus (SLE) ve romatoid artrit, Ehler-Danlos sendromu ve Marfan sendromu),
nitrat ve herbisite maruziyet gibi durumlar etkili olabilmektedir (Sudhir et al., 1995,
Berkoff and Rowe 1975, Stajduhar et al., 1993, Markis et al., 1976, Kruger et al.,
1999, Maehara et al., 2001, Ozaydin et al. 2007).

Bati1 toplumunda koroner arter ektazisinin en sik nedeni aterosklerotik
koroner arter hastalifidir. Yapilan c¢esitli caligmalarda KAE ve aterosklerotik koroner
arter hastalig1 (KAH) nin biiyiik oranlarda birliktelik gostermistir. KAE’ nin patolojik
incelenmesinde; aterosklerotik  reaksiyonun bulgulari  olan; tipik  diffiiz
hiyalinizasyon, lipit depozisyonu, intima ve media hasari, fokal kalsifikasyon ve
fibrozis, kolesterol kristalleri, intramural kanama ve yabanci cisim dev hiicresi
gosterilmistir (Kajinami et al., 1999). Gerek aterosklerotik KAH ile olan sik
birliktelik gerekse ortak patofizyolojik mekanizmalarin olmast KAE’ni KAH nin
farkl1 bir varyant1 oldugu degerlendirmelerinin yapilmasina neden olmustur (Markis
et al., 1976, Kruger et al., 1999, Yetkin and Waltenberger 2007, Hartnell et al., 1985,
Demapoulos et al., 1997, Sadr-Ameli and Sharifi 2001, Ilia et al., 1995, Swanton et
al., 1978, Nyamu et al., 2003, Swaye et al., 1983)

KAE’nin etyolojisinde % 10-20 oraninda inflamatuvar veya bag doku
hastaliklar1 sorumlu tutulmustur. Yapilan cesitli ¢aligmalarda gerek sistemik
inflamasyon markerlerinin (CRP, IL’ler), gerekse bozulmus ve yeniden yapilanan
vaskiiler yapilarda etkili diger parametreler (Matriks metalloproteinaz (MMPs),
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMPs), E-Selektin, Vaskiiler hiicre
adhezyon molekiilleri (VCAM-1), Interseliiler hiicre adhezyon molekiilleri (ICAM-
1), Vaskiiler endotelial biiylime faktorleri (VEGF)) taranmistir. Sistemik
enfeksiyonun gostergesi olan IL-6 ve CRP’nin KAE’lilerde kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir (Dawson et al., 2007,
Tokgozoglu et al., 2004, Turhan et al., 2004)

Turhan ve arkadaslarmin yaptigi calismada KAE’lilerde CRP’nin gerek
kontrol grubundan gerekse obstriiktiif koroner arter hastaligi grubundan yiiksek
olmasi, KAE’ nin patogenezinde sistemik ve damar duvari enflamasyonunun giiclii
bir sekilde etkili olabilecegi yorumunun yapilmasina neden olmustur (Turhan et al.,

2004). Bunun yaninda KAE olusumunda IL-6, MMP-3 ve MMP-9’u sorumlu tutan
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ancak; CRP’nin KAE, KAH ve kontrol gruplarinda benzerlik gosterdigini belirten
caligmalar da mevcuttur (Dogan et al., 2008). MMPs ekstraseliiller matriks
komponentlerini degrade eden bir enzim grubudur. Bu enzim ailesi embriyogenez,
yara iyilesmesi, anjiogenez, doku yeniden yapilanmasi, kanser ve ateroskleroz gibi
birgok biyolojik olayda merkezi rol oynamaktadir. KAE, aortik anevrizma ile yiiksek
oranda bir arada bulunmaktadir ve bulgular ortak patogenetik mekanizmayi
paylastigin1 gdstermektedir. Burada suclanan etken MMPs’lar ve onlarin doku
inhibitorleri TIMPs’lerdir (Dollery et al., 1995). Yine Tengiz ve arkadaslart MMP ve
TIMP arasindaki dengesizligin KAE’nin patogenezinde etkili oldugunu gosterir
caligmalar1 mevcuttur. Bilindigi gibi orta kalinliktaki ve ince arterlerin tunica
media’s1 temel damar tabakasi olup duvarin kalinligini ve toniisiinii belirlemektedir.
Ektatik koroner arterlerin histolojik incelemelerinde, tunica media ve intima
tabakalarinda yogun yapisal hasarin oldugu gézlenmistir. Bu degisikliklerin siddeti,
KAE’nin cap1 ile korele bir sekilde artmaktadir. Arter duvarindaki bu yikimim MMP
ve TIMP arasindaki dengenin bozulmasi ile oldugu ifade edilmektedir. Calistiklari
KAE vaka serisinde serum MMP-3 seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek
olmasini bunun gostergesi olarak ifade etmislerdir (Tengiz et al., 2004, Li et al.,
2007). Yine Dogan ve arkadaslari da MMP-3 ve MMP-9 yiiksekliginin ektazi
olusumunda katkis1 oldugunu savunmuslardir (Dogan et al., 2008).

Inflamasyonun damar hasarina neden olan olaylarda etkili oldugu bilinen bir
gercgektir. Ateroskleroz patogenezinde adezyon molekiilleri dolagimdaki monositlerin
endotele adezyonuna ve gecisine aracilik ederek katilirlar. Yapilan g¢alismalarda
plazma E selektin, interseliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler adezyon
molekiili (VCAM-1) ve CRP seviyelerinin izole KAE hastalarinda, tikayict KAH ve
normal koroner arterli olanlara gore oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir (Yilmaz et
al., 2006, Turhan et al., 2005) Ayrica bu adezyon molekiilleri ile ektatik segment
uzunlugu arasinda da 6nemli bir korelasyon tespit edilmistir (Turhan et al., 2005).
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), anjiogeneziste ve inflamatuvar siirecte
rol oynayan bir diger faktor olup diffiiz KAE hastalarinda anlamli derecede yiiksek
saptanmistir (Savino et al., 2006). Ayn1 calismada VEGF’in yam1 sira MMP-2,
TIMP-1, TIMP-2 ve CRP degerleri de taranmistir. MMP-2, TIMP-1 ve CRP

degerleri gruplar arasinda fark gostermezken; TIMP-2 seviyesi KAE’lilerde anlamli
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olarak diisiik bulunmustur. Bu veriler siirekli ve hizli bir ekstraseliiler matriks
yapilanmasi silirecinin, arterial yeniden yapilanma ve anevrizmal olusuma destek
verdigini gostermektedir. Inflamasyon siireci esnasinda damar duvarindaki dengesiz
matriks yapim ve ayrisimi KAE’nin patogenezinde etkili bir durumdur. Tiim bu
parametrelere bakarak, KAE’nin tahrip edici inflamatuvar bir lezyon oldugu
sonucuna varilabilmektedir (Turhan ve Yetkin 2007).

Koroner arter ektazi gelisimi icin bir baska olasilik Nitrik Oksid (NO)’in
endotel bagimli gevsetici faktor (EDRF: Endothelium-derived relaxing factor)
araciligi ile kronik asir1 stimiilasyonu sonucu koroner dilatasyona neden
olabilmesidir. Birgok hasta angina pektoris nedeniyle kronik olarak gliseril trinitrat
tedavisi almakta, bunlarda muhtemelen NO stimiilasyonu aracilifi ile ektaziyi
kotiilestirebilmektedir. Diger bir olasilik da, bu hastalarda genellikle koroner arter
hastaligt vardir ve ateroskleroz varliginda endotelden uygunsuz NO salinimi
olmaktadir. Quyyumi ve arkadaslari, koroner vaskiiler dilatasyon nedeninin
asetilkoline bagl artmis NO iiretimi oldugunu bildirmislerdir (Quyyumi et al., 1995).
Aterosklerotik damarlarin asetilkolinle stimiilasyonuyla paradoksik
vazokonstriksiyon goriilebilir. Bu NO’e bagl vazodilatasyon ile endotelin bagimli
vazokonstriksiyon arasindaki iliskiden kaynaklanmaktadir. NO’in asetilkolin ile
stimiilasyonu sonucu biyoyararlilig1 azalmakta, endotelin dominant hale gelmekte ve
vazokonstriiksiyon olugmaktadir (Sorrell et al., 1996, Sorrell et al., 1998).

Uzun siireli herbisitlere maruz kalma ile KAE arasinda iligki olabilecegi
tizerinde durulmustur. Ciftgilerde bireysel olarak herbisit sprey kullanimi ile KAE
arasmnda iliski kurulmustur (Ozaydm et al., 2007). Herbisitlerde yaygin olarak
kullanilan 2,4-diklorofenoksi asetik asit ve 2,4,5-triklorofenoksi asetik asit birer
asetilkolin esteraz inhibitoriidiir. Bu ajanlara uzun siire maruz kalinmasi koroner
intertisyumunda  asetilkolin  konsantrasyonunu kronik olarak artirmaktadir.
Herbisitlerdeki 2,4-diklorofenoksi asetik asit ve 2,4,5-triklorofenoksi asetik asitin
asetilkolin konsantrasyonunu artirmasinin mekanizmasi; muhtemelen asetilkolinin
son Uriinleri olan asetik asit ve koline yikiminin kompetetif inhibisyonudur. Yine
herbisitlerdeki  asetilkolin  esteraz  inhibitorleri  direkt olarak asetilkolin
konsantrasyonunu artirmaktadir.  Asetilkolin NO olusumunu uyarmaktadir.

Herbisitler fokal olarak NO konsantrasyonunu arttirabilirler. NO stimiilasyonu
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guanilat siklaz yoluyla ve endoplazmik retikulumdan kalsiyum salimiyla vaskiiler
diiz kaslarda relaksasyona neden olmaktadir. Fakat kronik relaksasyonun KAE’ne
neden olup olmadig1 bilinmemektedir.

Koroner arter ektazisinin erkek cinsiyette kadin cinsiyete gore daha sik
goriildiigii belirtilmistir. (Swaye et al., 1983, Bermu’'dez et al., 2003, Sudhir et al.,
1995). Ancak cinsiyet agisindan farkin olmadigini belirten ¢caligmalar da mevcuttur.
(Demopoulos et al., 1997 Hartnell et al., 1985).

Calismalarin ¢ogunda KAE ile yas arasinda bir iligski gosterilmemistir (Sadr-
Ameli and Sharifi 2001, Demopoulos et al., 1997). Koroner arter hastaligi risk
faktorlerinden hiperlipidemi, tiitiin kullanim1 ve hipertansiyon ektazinin eslik ettigi
KAH’larinda sik rastlanilan risk faktorleridir. KAE risk faktorlerinin incelendigi bir
calismada; 197 ailesel hiperkolesterolemili ve 198 saglikli kontrol iki grubun
karsilastirilmasinda; hiperkolesterolemili grupta KAE sikligi % 15, kontrol grubunda
ise % 2,5 bulunmustur. Ayni1 ¢alismada ektazi saptanan tiim hastalarda LDL/HDL
orant ve LDL degeri yiiksek tespit edilmis ayrica diisiik HDL diizeyi ile ektazi
arasinda gii¢lii bir iliski bulunmustur. Ilgili calisma, lipoprotein metabolizmasindaki
bozuklugun KAE gelisiminde roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir (Sudhir et al.,
1995).

Koroner arter ektazisi ile sistemik hipertansiyon arasinda bir iliskinin oldugu
cesitli ¢aligmalarda gdsterilmistir. Bu iligki hipertansiyonun KAE’nin patogenezinde
rol alabilecegini gosterir oldugunu ifade etmesinin (Y1lmaz et al., 2008, Swaye et al.,
1983) yaninda etkilemeyecegini belirtmesi tarzinda da olabilir (Demopoulos et al.,

1997, Sadr-Ameli and Sharifi 2001)

2.7.3. Epidemiyoloji

Koroner arter ektazilerin anjiografik siklig1 degisik serilerde % 0,2 ile % 10
arasinda bildirilmistir (Aintablian et al., 1978, Hartnell et al., 1985, Rath et al., 1985,
Sharma et al., 1990, Tunick et al., 1990, Akcay ve ark., 2010). Hindistanda yapilan
bir saha ¢aligmasinda iskemik kalp hastalarinda KAE insidanst % 10 bulunmustur
(Sharma et al., 1990). Insidans verilen en biiyiik calismalardan biri olan Coronary

Artery Surgery Study (CASS) verilerinde 20087 hastanin 978’inde (% 4,9) KAE
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saptanmistir (National Heart, Lung, and Blood Institute Coronary Artery Surgery
Study 1981, Swaye et al., 1983).

Markis ve arkadaglarinin prospektif degerlendirmelerinde % 1,2 insidans
verilirken, bu oran Hartnell ve arkadaslarimin 5000 kisiyi degerlendirdikleri
retrospektif ¢aligmalarinda % 1.4’diir (Markis et al., 1976, Hartnell et al., 1985).

Onemli koroner arter stenozunun eslik etmedigi koroner arter dilatasyonuna
izole KAE veya piir KAE denilmektedir. Tanisal amacli 3815 koroner anjiografide,
izole KAE siklig1 % 1,08 olarak saptanmistir (Akyiirek ve ark., 2001). Diger bir
seride bu oran % 3 olarak bildirilmistir (Altinbag ve ark., 2004). Literatiirlerde
verilen KAE insidansi populasyonun genelinde bulunan KAE insidansindan daha
yiiksektir. Clinkii KAE tanisindaki altin standart anjiografiye yonlendirilmis se¢ilmis
vakalarda bu oran tahminlerin iizerinde ¢ikmaktadir (Yetkin and Waltenberger
2007). Ayrica KAE insidansinin farkli oranlarda bildirilmesinin tani kriterlerinin
farkliligindan ve farkli Glgiimler kullanilmasindan kaynaklanmaktadir (Yamanaka
and Hobbs 1990, Swaye et al., 1983).

Koroner ektazi en ¢ok sag koroner arteri tutmakta (% 40), bunu sirasiyla
sirkumfleks (% 34) ve sol On inen arter (% 29) takip etmektedir (Hartnell et al.,
1985). Giannoglu ve arkadaslar1 331 ektazili hastada damar tutulum oranlarini; sag
koroner arter; % 44.4, sirkumfleks arter; % 24.8, sol inen arter; % 24.5, sol ana

koroner arter; % 3,9 olarak bildirmislerdir (Giannoglu et al., 2006).

2.7.4. Koroner Arter Ektazisinin Simiflandirilmasi

Koroner arter ektazilerini smiflandirmada c¢ok cesitli tamimlamalar
kullanilmistir. Ektazi; koroner arterdeki yaygimligmma gore fokal ve diffiiz olarak
ikiye ayrilir. Koroner arter lokalize tutulum gosteriyorsa; fokal ektazi, koroner arterin
tamami ektazik ise de diffiiz ektazi tamimlar1 yapilir (Maeharaet al., 2001).
Morfolojik olarak ektazi; sakkiiler ve fuziform olarak ayrilir. Sakkiiler formda;
transvers c¢ap, fuziform form da ise longiitidinal ¢ap daha biiyliktiir (Agel et al.,
2004). Tunick ve arkadaslar fusiform genislemeleri ektazi olarak tanimlarken, lokal
olan sferik veya sakkiiler genislemeleri i¢in diskret anevrizma terimini
kullanmiglardir (Tunick et al., 1990). Ektazi koroner arter liimen ¢apina gore ise;

kiictik, orta ¢apta ve dev ektazi olarak 3’e ayrilir. Liimen ¢ap1 5 mm’nin altinda ise;
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kiiciik, 5-8 mm aras1 ise; orta ¢apta, 8 mm’nin iizerinde ise de dev ektazi adim

almaktadir (Dajani et al., 1994).

Markis ve arkadaglar1 ise KAE’yi dort gruba ayirmigslardir. Gruplar su

sekildedir:

Tip I : 2 yada 3 damarda diffiiz ektazi,

Tip 11 : Bir damarda diffiiz ve baska damarda lokalize ektazi,
Tip HI: Sadece bir damarda diffiiz ektazi,
Tip IV: Lokalize yada segmantal ektazi (Markis et al., 1976) (Resim 1).

[lia ve arkadaslart KAE’yi komsu normal koroner segmente olan anjiografik

Olctimlerine gore 3’e ayirmislardir: Birinci derece; komsu normal segmentten 1.2-1.5

kat daha fazla genisleme, ikinci derece; komsu normal segmentten 1.5-2 kat daha

fazla genisleme, iiclincli derece; komsu normal segmentten 2 kattan daha fazla

genigleme olarak tanimlanmistir (Ilia et al. 1995).

Tablo 2: Koroner arter ektazisi siniflamasi (Antoniadis et al., 2008).

Ozellik Kategori Tanimlama

Kiigiik Anevrizmanin liiminal ¢ap1 Smm’den kiigiik
Olgiilen Cap Orta Anevrizmanin liiminal ¢ap1 5-8 mm

Biiyiik (Dev) Anevrizmanin liiminal ¢ap1 8 mm’den biiyiik
Enine veya Sakkular Enine ¢ap boyuna boyutu gegerse
Boyuna Boyut Fusiform Boyuna boyut maksimum enine ¢ap1 gegerse
Damar Duvar | Gergek Tiim duvar tabakalar1 mevcut
Biitiinligii Yalanci Damar biitiinliigii kaybolmustur

Tip I 2 veya 3 damarin yaygin ektazisi

Tip II 1 damarin yaygin ektazisi ve bir digerinde
Topografik Yerlesim lokalize olmas1

Tip 111 Sadece bir damarda yaygin ektazi

Tip IV Lokalize veya segmental ektazi
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Resim 1. a) Yaygin ektazi b) Segmental ektazi c) Fusiform ektazi’yi gosterir anjiografi
cekimleri (Antoniadis et al., 2008).

2.7.5. Koroner Arter Ektazisinin Anjiografik Akim Ozellikleri

Koroner arter ektazisinde anjiyografik olarak koroner kan akiminda bozulma
vardir ve li¢ akim durumu izlenmektedir.

1. Yavas koroner akim; radyoopak maddenin dolmast ve bosalmasinda
gecikme,

2. Segmental ileri-geri akim fenomeni “Backflow” (milking phenomenon)

3. Dilate koroner segmentte radyoopak maddenin lokal birikimi (staz) dir.
Anjiografik bulgular, genislemis koroner arter liimeninde akimin laminar 6zellikten
tiirbiilan akima doniismesine bagli bulgularidir (Tirkmen ve ark., 2006). Koroner
arter ektazisi bulunan hastalarda iskemi mekanizmasi acik degildir. Yapilan
calismalarda izole KAE’deki bozulmus koroner kan akiminin miyokard iskemisine
ve hatta miyokard infarktiisiine sebep olabilecegi belirtilmistir (Ilia et al., 1995).
Giile¢ ve arkadaglar1 ektazili hastalarda epikardiyal ve mikrovaskiiler perflizyonun
bozuldugunu gostermislerdir (Gulec ve ark., 2003).

Ektatik segmentlerde kan akiminin tiirbiilan 6zellik kazanmasi, aksiyal
akimin kaybina bagli gelisen eritrosit agregasyonlari ve ektatik bolgede olusan
trombojenite artist ve bunun sonucunda olusan trombiislerin distale embolizasyonu,
koroner ektazi ile mikrovaskiiler perfiizyon bozuklugu arasindaki iliskinin 6nemli
nedenleri olarak bildirilmistir (Kruger et al., 1999).

Baska bir ¢alismada ise koroner akim hizi dl¢iilmiis, akim hizinin anevrizma
icerisinde belirgin olarak azaldigi, komsu normal segmentte ise normal oldugu

goriilmiistiir (Hamaoka et al., 1998)
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Akylirek ve arkadaslar izole diffiiz KAE’si olan hastalarda koroner akim
rezervinin kontrol grubundan daha diisiik oldugu bildirilmistir (Akytirek ve ark.,
2001). Fakat vollimetrik koroner kan akimi anlamli olarak KAE grubunda daha
yiliksek bulunmustur. Azalmis koroner akim rezervi mikrosirkiilatuar disfonksiyonu
yansitmakta ve egzersize bagli miyokardial iskeminin nedeni olarak agiklamiglardir
(Akytirek ve ark., 2001).

Koroner arter ektazili hastalarin ektatik arterleri, ektatik olmayan arterler
veya kontrol grubuyla kiyaslandiginda “Trombolysis in Myocardial Infarction
(TIMI)”, kare sayis1 ve myokardiyal blush grade’i (MBG), mikrovaskiiler perfiizyon
bozuklugunu o6ngoérdiirecek diizeyde diisiik bulunmustur (Gulec ve ark., 2003).
Sonu¢ olarak, KAE’li hastalarda miyokard iskemisi ve angina pektorisin temel
nedeni, mikrovaskiiler perflizyon ve akim rezervindeki bozulmalar olarak kabul
edilmektedir (Akyiirek ve ark., 2001, Tirkmen ve ark., 2006, Chrissoheris et al.,
2008).

2.7.6. Koroner Arter Ektazi Patofizyolojisi ve Histopatolojik Bulgular

Sekil 7°de goriildiigii gibi KAE patogenezindeki temel nokta; media
tabakasinin miiskiiloelastik elementlerinin matriks degrade eden enzimler tarafindan
yikimi, kollajen ve elastin birikimi ve sonugta damar duvarinin incelmesine giden bir
yapilanma izlenmektedir (Antoniadis et al., 2008). Media hasari, intraluminar
basincin azalmig stres toleransinda azalmaya neden olarak, devam eden yikima ve
ektazi gelisimine sebep olmaktadir. Ayni zamanda damar duvarinin incelmesi ve
duvar stresinin artmasi kisir bir dongii olusturmaktadir. Bu kisir dongii ile ilerleyici
genigleme sonucu diffiiz yada lokal ektazi gelismektedir (Gussenhoven et al., 1991).

Daha once de ifade ettigimiz gibi KAE’nin altinda yatan en sik patoloji
aterosklerozdur. Aterosklerotik KAH ile anlamli oranda birlikteligi, patofizyolojide
ortak mekanizmalar oldugunu ve ektazinin KAH’nin farkl bir varyanti oldugunu
disiindiirmektedir. Ancak arastirilmis bir¢ok 6zellik agisindan KAE ve aterosklerotik
KAH’nin birbirinden farklilik gosterdigi derlenmistir (Yetkin and Waltenberger
2007). Diyabet ve yas ile koroner arter ektazisinin negatif korelasyonlu oldugu
sOylenmektedir. Yani ilerleyen yas ve diyabet varligt KAH riskini arttirirken, KAE
riski bunlarla baglantili degildir. MMP-3 5A polimorfizmi KAE grubunda anlaml
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bir sekilde yaygin iken KAH grubunda bir anlam teskil etmemektedir. MMP-3’iin
plazma seviyesinin artisi yine KAE’sinde goriilitken KAH’da gozlenmez.
KAE’sinde daha ¢ok sag koroner arter etkilenirken, KAH’da sol 6n inen koroner
arter tutulum gostermektedir. Karotid intima-media kalinligt KAE’de degiskenlik
gosterirken, KAH’da artis gostermektedir. Endotel bagimsiz dilatasyon azalmasi
KAE’de goriilitken, KAH’da goriilmemektedir. Nitrat tedavisinin ya da
maruziyetinin tehlikeli etkileri KAE vakalarin1 etkilerken, KAH vakalarimi
etkilememektedir (Yetkin and Waltenberger 2007). Sayilan bu fakliliklardan dolay1
KAE’nin KAH’nin bir varyant1 degil, kendine has spesifik patolojileri olan farkli bir
klinik bulgu oldugu soylenilebilir.

Yiiksek Yiiksek
Artan NO homosistein insiilin diizeyi
metabolitleri
\ Reaktif oksijen
radikallerinin artmast
Plak inflamasyonunun o A/
artmast —_— Matriksi
pargalayan Plaklarda lipid
Endotelyal hasan ————%  enzimlerin birikiminin artmast
aktivasyonu
Genetik yatkinlik l

Internal elastik
laminanin bolgesel
yikimi

l

Enflamatuvar hiicrelerin media
tabakasina gogii ve kollajen ve
elastin fibrillerinin yikimi

l

Diisiik

. 4 — .

Yaygin yeniden yapilanma > endotelyal kesi
l stresi

Koroner arter ektazisi

Sekil 7: Koroner arter ektazi patogenezinin sematize gosterimi. Matriks degradasyonuna
neden olan matriks degrade eden enzimlerin aktivasyonunu etkileyen faktorler, bunlarmn ig
elastik laminay1 (IEL) yikimi ve enflamatuvar hiicrelerin media tabakasina gocii ve yaygin
yeniden yapilanma ile olusan ektazi (Antoniadis et al., 2008).
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KAE olusumu ile baglantili pek ¢ok faktor bilinmektedir. Bu faktorlerin etkisi
Ozellikle matriks degrade eden enzimlerin aktivasyonunun indiiklenmesi ve ektazinin
tetiklenmesi seklinde olmaktadir.

KAE’nin bir arteriyal yeniden yapilanma sonucu olustugu gergektir. 3 ayri
yeniden yapilanma modeli tanimlanmugtir.

a) Daraltici yeniden yapilanmada dis elastik membran ve liimen bolgesi
biiziistiiriilmekte ve daralmaktadir.

b) Dengeleyici ya da telafi edici yeniden yapilanmada ise; total dis elastik
membran bdlgesi artmakta fakat limen genisligi korunmaktadir.

c) Asint genisletici yeniden yapilanmada ise; hem dis elastik membran hem
de limen c¢apr artmaktadir (Chatzizisis et al., 2007a, Chatzizisis et al., 2007b,
Chatzizisis et al., 2008, Glagov et al., 1987, Bentzon et al., 2003).

Media tabakasinin ekstraseliiler matriksinin enzimatik yikiminin ektazi
olusumunda temel patobiyolojik islem oldugu diisiiniildiikten sonra KAE asir
genigletici yeniden yapilanmanin da ilerlemis hali olarak kabul edilmektedir
(Chatzizisis et al., 2007a, Chatzizisis et al., 2007b, Chatzizisis et al., 2008, Bentzon
et al., 2003). Matriks Metalloproteinazlarin (MMPs) asir1 ekspresyonu deneysel
hayvan modellerinde arteriyal yeniden yapilanma ile baglantilidir (Mason et al.,
1999). Insanlarda ise; abdominal aort anevrizmalarinin MMPazlarin artan iiretimi ile
baglantili oldugu gosterilmistir (Carrell et al., 2002). Farkli siniflardaki proteolitik
enzimlerin (sistein proteaz, serin proteaz gibi) koroner ektazi patogenezinde onemli
rol oynadigi ifade edilmektedir (Liu et al., 2006, Schneiderman et al., 1995, Cheng et
al., 2004, Dollery et al., 2003). Matriksi degrade eden bu enzimler, i¢ elastik
laminanin hasarina neden olmakta bu da; inflamasyon ile baglantili hiicrelerin media
tabakasina gecisine ve burada kollajen ve elastin fibrillerini degrade etmesine ve
sonug¢ olarak damar duvar biitlinliiglinlin zayiflamasina ve ektatik doniisiime giden
bir siireci olusturmaktadir.

Plazma lipoprotein seviyesi ile koroner arter anevrizmasi ve ektazisi
arasindaki iligki daha c¢ok ailevi hiperkolesterolemisi olan vakalarla yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Koroner ektazi prevalansi ve KAH risk faktor
iligskisinin incelendigi bir calismada ailevi hiperlipidemili asemptomatik 197 hasta,

ayni yas ve cinsiyetteki KAH On tanisiyla tanisal amacglh koroner anjiografi yapilan

27



benzer sayida hasta ile karsilastirilmis ve ektazi prevalansinin ailevi hiperlipidemili
hasta grubunda % 15°e karsin % 2,5’lik farkla daha yiiksek oldugu saptanmistir.
Aym calismada ektazi saptanan tiim hastalarda LDL/HDL oran1 ve LDL degeri
yiiksek saptanmistir (Sudhir et al., 1995). Molekiiler seviyede, LDL-C (Low-density
lipoprotein cholesterol) elastin, kollajen ve proteoglikanlara baglanmakta ve
oksidadif degisimler gecirerek matriks bilesenlere afinitesi artmaktadir (Camejo
1982). Okside LDL-C makrofajlar ve diiz kas hiicreleri tarafindan yutulur ve kopiik
hiicre yapist olusur. Kopiik hiicre olusumu ile arter duvari bag dokusunun
zayiflamasi arasinda direk bir baglant1 vardir. Koroner arter duvarinin bu sekilde
hasar1 yeniden bicimlenmeye gider; bu yeniden bi¢cimlendirmenin ileri formu ise
cktazi olarak karsimiza ¢cikmaktadir.

Inflamasyonun roliine bakildiginda ise bu etkinin; adhezyon molekiilleri, C-
reaktif protein (CRP), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), lokotrienler,
enfeksiyon ajanlar1 ile belirlendigi ifade edilmektedir (Antoniadis et al., 2008).
Inflamasyon gerek koroner arterlerde gerekse sistemik dolasimda anevrizma
olusumunda anahtar rol oynamaktadir. Adhezyon molekiilleri sirkiilasyondaki
monositlerin duvar endoteline gogiinde ve yapismasinda gorev alarak ateroskleroz
patogenezinde yer almaktadir. E-selektin, hiicreler aras1 adhezyon molekiilii ICAM-
1) ve vaskiiler hiicre adhezyon molekiillerinin (VCAM-1) plazma seviyeleri izole
koroner ektazili vakalarda belirgin olarak yiiksek bulunmustur. Ayrica adhezyon
molekiillerinin seviyesi ile ektatik segment biiyiikligli arasinda da anlamli iliski
vardir (Turhan ve ark., 2005). CRP de yine koroner ektazi grubunda anlamli olarak
yliksek bulunan bir parametredir (Turhan ve ark., 2004).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), potansiyel anjiojenik bir
parametredir ve enflamatuvar siiregte 6nemli rol oynamaktadir. VEGF seviyesi,
diffiiz koroner ektazi vakalarinda anlamli olarak yiiksektir (Savino et al., 2006). Bu
bulgu anevrizmatik arerial bolgelerde tanimlanan yeniden damarlanma ile
baglantilidir (Collins et al., 2006). Ayrica VEGF, MMP olusumunu tetiklemektedir
bunlar da hiicre siklusunu bozarak damar duvarindaki yapisal degisimleri
ilerletmektedir (Unemori et al., 1992). Lokotrienler aterosklerotik lezyonlarda bolca
sentezlenmektedir ve aterosklerotik olusum ile KAH’nin belirtilerinin olusmasi ile

baglantilidir. Lipoksijenaz yolunda l6kotrienler, hidrosieikozatetraenoik asitler
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(HETE) ve lipoksinler olusur. Deneysel modellerde 5-lipoksijenaz geninin artan
ekspreyonu aortik anevrizma olusumuna yatkinlik olusturur. Damar duvarinda
makrofajlardan MMP salinimi ve 5-lipooksijenaz asir1 ekspresyonu bir arada
olmaktadir (Dwyer et al., 2004, Zhao et al., 2004, Cipollone et al., 2005). Chlamydia
pneumoniae gibi baz1 enfeksiyon ajanlari aterosklerozun patogenezi ile baglantilidir.
Chlamydia pneumoniae’ye karsi olusturulan antibadiler izole koroner ektazi
gurubunda normal kontrollerle kiyaslandiginda daha yiiksek bulunmustur. Bu
bakterinin etkisini muhtemelen MMP ekspresyonunu diizenleyen 1s1 sok
proteinlerinden Hsp 60’1in iretilmesine aracilik etmek suretiyle gosterdigi
diistiniilmektedir (Adiloglu ve ark., 2005, Arno et al., 2005, Kol et al., 1998).

Renin-anjiotensin sisteminin roliine bakildiginda; anjiotensin II’'nin damar
duvar homeostazin1 etkileyen temel belirleyici oldugu ifade edilmektedir.
Anjiotensin  bu gdrevini; endotel disfonksiyonu, inflamasyon aracilarinin
eksperesyonu, oksidatif stres iiretimini, hiicre ¢ogalmasini, fibrozis ve trombozisi
indiikleyip ateroskleroza sebep olarak gerceklestirmektedir. Genetik polimorfizmin
yol ag¢tif1 artan plazma ve doku anjiotensin II seviyeleri koroner ektazi ile
baglantilidir. Yiikselen anjiotensin II seviyesi medianin yikimini IL-6’y1 indiiklemek
suretiyle kolaylastirmaktadir (Singh and Mehta 2003, Uyarel ve ark., 2005).

Homosisteinin etkisine bakildiginda; kontrol grubu kullanilarak yapilan
calismalarda plazma homosistein diizeyinin ektazililerde belirgin olarak yiiksek
oldugu bulunmustur. Ek olarak homosistein diizeyi ile ektatik segment sayisi
arasinda da korelasyon bulunmustur. Artan homosistein seviyesi, arterial diiz kas
hiicrelerinde serin proteaz aktivitesini indiiklemek suretiyle (MMP-2’yi aktiflestirir)
medial arter tabakasinin yikimini hizlandirmaktadir (Kosar ve ark., 2006, Bescond et
al., 1998)

Insiilin de ateroskleroz ve koroner ektazi ile baglantilidir. Hiperinsiilinemi
ateroskleroz olusumunu mediadaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
gbclinii  uyararak siddetlendirmektedir ve ekstraseliiler matriks {iretimini
etkilemektedir (Anderson et al., 1996).

Nitrik  Oksid (NO), vazodilator, antienflamatuvar, antiapoptotik ve
antitrombotik etkileri ile 1yi bilinmektedir. NO ¢esitli metabolitleri ve yan {irlinleri

(peroxynitrat, nitrat), gerek direkt gerekse MMPazlar aktive etmek suretiyle koroner
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ektazi olusumunda 6nemli roller oynamaktadir (Paik et al., 1997, Rajagopalan et al.,
1996).

Koroner ektazi gelisiminde genetigin etkisi bazi indirek kanitlarla
gosterilmigtir. Bunlar Angiotensin Converting Enzim (ACE) genotipi ve ailevi
hiperkolesteroleminin kalittimsal durumlaridir (Uyarel ve ark., 2005, Gulec ve ark.,
2003, Alarcon et al., 2006, Mabuchi et al., 1986, Sudhir et al., 1995.). Farkli cografik
bolgelerdeki ektazi sikliginin degismesinde de genetik varyasyon diisiintilebilir
(Sharma et al., 1990). Belirtilen genlerin etkilerine ragmen, ektaziden sorumlu kesin

bir genetik defekt heniiz tanimlanmamustir.

2.8. Polimorfizm

2.8.1. Tanimm

Insanlardaki kalitsal genetik kusurlar (mutasyonlar), kimyasallar1 aktive eden
ve detoksifiye eden enzimlerin yapisini ve ifade edilme diizeylerini etkileyen kisisel
genetik farkliliklar ve DNA hasarinin onarim kapasitesini etileyen polimorfik/genetik
degisiklikler, kanser dahil ¢esitli hastaliklarin riskini arttirabilen baslica genetik
faktorlerdir.

Toplumda % 1’den daha yiiksek siklikta goriilen genetik degisiklik tipi ya da
gen segenekleri polimorfizm olarak adlandirilir. Bu oran % 1’in altinda ise mutasyon
ismini alir. Polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik rastlanmaktadir. Gen lokusu
kromozom iizerinde belirli bir karaktere ait genetik bilginin yer aldigi bolgedir
(Friedman et al., 1976, Passarge and Passarge 1995). Bir gen lokusunda iki veya
daha fazla allel yer alabilir ve bunlardan herhangi birisi fenotipte etkisini gosterebilir.
Eger bir lokusdaki allel frekansi en az % 1 ise ve bu alleli tasiyan heterozigotlarin
frekansi % 2’den biiyilkse bu gen lokusuna polimorfik denebilir. Insanlarda
proteinleri kodlayan gen lokuslarimin en az ii¢cte birinin polimorfik oldugu
saptanmistir. Evrimsel siirecte tiirlerin farklilasmalar1 ve bir tiirlin iiyeleri arasindaki
genetik  cesitliliklerin - olugsmasinda etkili genetik degisikliklerden birisi de
polimorfizmdir. Genomdaki niikleotid tekrar sayist degisiklikleri ¢ogunlukla tek

niikleotid polimorfizmi olmak iizere ikili, licli olabilmektedir. Nadir olarak da
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kromozom diizeyinde bazi yapisal diizenlenmeler seklinde genetik polimorfizmler
goriilmektedir (Ekmekgi ve ark., 2008).

Genetik  polimorfizmlerinin  belirlenmesinde PCR  (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu), RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi), VNTR (Variable
Number of Tandem Repeates=Degisken Ardisik Tekrarlar), SSCP (Single Stranded
Conformational Polimorpism=Tek Iplik¢ik Yapisal Cesitlilik) laboratuvar yontemleri
kullanilmaktadir. Polimorfizm c¢aligmalarinda elde edilen bulgular, hastaliklara
yatkinligin belirlenmesinde ve tedavinin ydnlendirilmesinde 6nem tasimaktadir
(Passarge and Passarge 1995). Genomda binlerce aday polimorfik genin bulunmasi
ve genomunda bu farkliliklar1 tasiyan bireylerin kanser dahil bir ¢ok hastaligin
gelisimine duyarhiliklarinin etkilenebilegi diislincesi pek ¢ok arastiriciyr bu ¢alisma
alanma itmistir. Gen varyasyonlarinin 1rk, cinsiyet, ¢evre sartlar1 (DNA yapisini
etkileyen radyoaktivite, ultraviyole 1sinlar, kimyasal maddeler, ¢evre kirliligi, serbest

radikaller vs.) ve diger faktorlerden etkilendigi bilinmektedir (Yoon et al., 2000).

2.8.2. Glutatyon S Transferaz Geni Polimorfik Ozellikleri

GST’lerin insanlarda 5 tipi bildirilmistir. Bunlar alpha (A), mu (M), pi (P),
theta (T) ve zeta (Z)’dir (Singh et al.,, 2008). Bu gruplarin da subtipleri
bulunmaktadir. (A1-A4, M1-M5, P1, T1-T2 ve Z1) Bunlar arasinda ¢ok sayida
polimorfizm bildirilen tipler M1, M3, P1, T1, T2 ve Z1’dir (Lee et al., 2004).

GSTM1 benzopiren ve aflotoksin gibi kanserojen polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin (PAH) detoksifikasyonundan sorumludur (Singh et al., 2008, Uedaa
et al.,, 2005, Rebbeck 1997, Chen et al., 1999). GSTM1 geni 1p13.3 kromozomu
tizerinde tanimlanmistir. Bu genle ilgili olarak GSTM1-a, GSTM1-b ve GSTM1-0
seklinde ii¢ farkli alel gosterilmistir (Rebbeck 1997). GSTM1-0 aleli delesyonludur,
null alel olarak adlandirilir ve homozigot etki gosterir (Rebbeck 1997, Sobti et al.,
2006) GSTMI1 null aleli enzim aktivitesi gostermez (Au 2004, Rebbeck 1997). Diger
iki alel enzim degisikligine neden olmamaktadir (Rebbeck 1997). GSTMI null
alellinde sitogenetik hasar goziikmektedir (Singh et al., 2008).

GSTT]1 1,3 butadien, monohalometanlari, etilen oksit gibi sigara i¢imi sonucu
ortaya c¢ikan ve havada bulunan cevresel ¢ok sayida potansiyel kanserojenlerin

detoksifikasyonunda rol oynar (Singh et al., 2008, Sobti et al., 2006). GSTT1 geni
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22q11.2 kromozomu iizerinde tanimlanmistir. Bu genle ilgili GSTT1-1 ve GSTT1-0
iki alel gosterilmistir. GSTT1-0 aleli delesyonludur ve null alel olarak adlandirilir ve
homozigot etki gdsterir. GSTT1 null alelinde enzim aktivitesi goriilmez (Rebbeck
1997). GSTM1 ve GSTT1 aktivitesinin yoklugu (null alel) bu genlerin homozigot
olarak delesyona ugramasindan kaynaklanmaktadir. GSTT1 null alelinde sitogenetik
hasar goziikmektedir (Singh et al., 2008).

GSTP1 geni 11q13,1 kromozomu iizerinde tanimlanmistir (Jee et al., 2002).
GSTP1 ¢ genotip halinde bulunmakta olup bunlar GSTP1 Ile1051le (Ile/Ile)(AA),
GSTP1 Ilel05Val (Ile/Val)(AG), GSTP1 Vall05Val (Val/Val)(GG)’dir. GSTPI
Ile/Tle bireylerde normal enzim fonksiyonu i¢in bulunmasi gereken dogal genotiptir.
GSTP1 gen polimorfizminde 105. pozisyondaki aminoasitte isoldsin yerine valin
aminoasidinin degisimi s6z konusu olursa (GSTP1 Ile/Val veya GSTP1 Val/Val)
GSTP1 enzim aktivitesi etkilenir (Sobti et al., 2006, Jee et al., 2002). GSTP1 Ile/Val
(AG) heterozigot, GSTP1 Val/Val (GG) homozigot polimorfik genotipleri
olusturmaktadir.

Bireyler arasinda goriilen bazi kanser tiirlerine yatkinligin artmasi veya
azalmasinin temelinde yatan nedenin ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol
oynayan enzimlerin gosterdigi genetik polimorfizmin olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Malats et al., 2000, Kim et al., 2000, Reszka et al., 2006) Ozellikle son yillarda
yapilan caligmalarda kanser riski ile ksenobiyotik metabolizma enzim
polimorfizmleri arasinda onemli iligkiler gosterilmis ve tiim bulgular kanser
etyolojisinde genetigin roliinli vurgulamistir (Reszka et al., 2006).

GST gen polimorfizmleri akciger, karaciger, mesane, meme, kolorektal,
mide, larinks ve cilt kanseri gibi bir ¢ok kanserde risk faktorii olarak aragtirilmigtir
(Lee et al., 2004). GSTMI1 ve GSTT1 null alellerinin (non fonksiyonel) mesane ve
akciger kanseri i¢in artmis riskle birlikte oldugu bildirilmistir (Kim et al., 2000, Lee
et al., 2004). Serviks kanseri riski ile GST gen polimorfizmlerini de arastiran ¢ok
sayida caligsma vardir (Joseph et al., 2006, Singh et al., 2008).

Son zamanlarda serviks kanseri i¢in birka¢ aday belirte¢ tanimlanmaktadir.
Bu belirtegler o6zellikle daha sik serviks kanseri taramasi yapilan yiiksek riskli

kadinlarda kullanilabilir. Bu belirtecler GST ve p53°diir (Uedaa et al., 2005).
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GST’ler sigara tiitliniinde bulunan kanserojenlerin (monohalometanlar,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, etilen oksit) detoksifikasyonunda onemli rol
oynarlar. GST gen delesyonunda GST aktivite yokluguna bagli sigara i¢imi sonucu
ortaya ¢ikan kanserojenler detoksifiye edilemez ve bunun sonucunda akciger, serviks
ve diger sigaraya bagl kanserlerde artisa neden oldugu bildirilmistir (Singh et al.,

2008, Ueda et al., 2005 ).

2.8.3. Glutatyon S-Transferaz Enzim Gen Polirfizmleri ve
Kardiyovaskiiler Hastahklar

Diinyada 6liim sebepleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar hala ilk sirada
yer almaktadir  (http://www.saglik.gov.tr/TR/dosya/1-36617/h/d-6-obezite ~ ve
kardiyovaskueler.pdf). Kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde c¢evresel ve
genetik faktorler birlikte rol oynamaktadir (Delles et al., 2008). Kardiyovaskiiler
hastaliklarin ortaya ¢ikisinda etkili olabilece8i 6ne siiriilen genetik degisimlerden
birisi de son yillarda sik¢a literatiire edilen Glutatyon S-Transferaz (GST) ailesidir.
GST ailesi pek ¢ok genden olusmus olup insanlarda bunlarin 5 tanesi tanimlanmastir.
GST’lerin;, M, T ve P smiflarindaki polimorfizmler pek ¢ok hastalikta
degerlendirilmis ve iliskileri agiklanmistir. Ozellikle kanser, kardiyolojik hastaliklar,
dermatolojik hastaliklar ve ¢evresel bir ksenobiyotigin etkisi ile olusabilecegi
diisiiniilen hastaliklarda GST sik¢a taranmistir (Hsu et al., 2011).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde rol oynayan, ¢ok sayida risk
faktorii tanmimlanmistir ancak; herhangi bir hastada, bilinen bu risk faktorlerinin
titizlikle kontrol altina alinmasinin, hastaligin iyilesmesini saglayamamasi ya da
ilerlemesini  Onleyememesi, bu risk faktorlerinin, kardiyovaskiiler hastalik
insidansinin  yilksek olmasinin tek sorumlusu olmadigmi gostermektedir.
Kardiyovakiiler hastaliklarin risk faktorleri arasinda; genetik, yas, aile hikayesi,
hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diisiik HDL kolesterol, diyabet, obezite, stres,
fiziksel aktivitenin az olmasi, menopoz, sigara ve alkol tiiketimi ile ksenobiyotik
maruziyeti sayilmaktadir (Delles et al., 2008, Sing et al., 1996, De Flora et al., 1997,
Martinet et al., 2002, Masetti et al., 2003). GST genlerinin bu risk faktorlerinden;
hiperkolesterolemi, hipertansiyon, sigara, alkol, ksenobiyotikler ve kardiyovaskiiler

hastaliklarin olusumunda etkili genler oldugu literatiirler ile ifade edilmektedir.
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Hipertansiyonun patomekanizmasinda; c¢ok farkli yolaklarin etkili oldugu
bilinmektedir. Baslica; elektrolit dengesinin saglanmasinda gorevli genlerdeki
defektler (Tobin et al., 2008, Newhouse et al., 2005, Tobin et al., 2005, Sayed-
Tabatabaei et al., 2006, Staessen and Bianchi 2005), vaskiiler yap1 ve fonksiyonda
gorevli genlerdeki defektler (Graham et al., 2007) ile oksidadif stres ile alakali
genlerdeki defektler hipertansiyonu etkileyebilmektedir. Bilindigi gibi GST’ler
endojen ve eksojen kaynakli bazi bilesikleri detoksifiye etmektedir. GST
enzimlerinden Ozellikle GSTM smifi, serbest radikallerin detoksifikasyonunda
gorevlidir. M sinifi genler oksidadif strese karsi koruyucudur ve azalan GSTMI
ekspresyonunun hipertansiyon ile baglantili oldugu literatiirlerde ifade edilmistir
(Aitman et al., 2008, McBride et al., 2003, McBride et al., 2005). GST enzimleri
vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endotel hiicreleri gibi farli orjinli hiicre tiplerini
oksidadif hasara kars1 korumaktadir. (Kerr et al. 1999, Hamilton et al., 2001, Miller
et al., 2003). Farkli ¢alismalar GST M1 ve T1 genlerinin farkli bulunus durumlarinin
hipertansiyon ile etkisini farkli degerlendirmislerdir. Marinho ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismada GSTT1 delesyonunun hipertansiyon i¢in koruyucu bir faktor
olabilecegi ifade edilmistir. Calismada GSTM1 genotip frekansi ile hipertansiyon
arasinda anlaml bir iliski bulunmamistir. Ancak GST M1/T1 null genotip frekansi
hipertansiyonlu grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiiktiir (% 19 karsin %
78). Caligmada ayrica GST MI1/T1 non-null genotipli bireylerin hipertansiyon
hastalig1 i¢in aday oldugu, her iki genin de null delesyonlu olmasi durumunun da
kardiyovaskiiler hastalik gelisimi i¢cin koruyucu bir mutasyon oldugu
gbzlemlenmistir (Marinho et al., 2007).

Saadat ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada; siilfiir bilesikleri igeren dogal
kaynak gazlarina maruz kalan bireylerin kan basincini diizenlenmesinde GST T1 ve
M1 gen polimorfizmlerinin etkisine bakilmistir. Farkli genotipik kombinasyonlarda
kan basinglarinin degisiklik gosterdigi goriilen ¢alismada; GSTM1 null ve GSTT
pozitif bireylerde sistolik kan basinci anlamli olarak azalmistir ve GSTM1 pozitif ve
GSTTI1 null bireylerde ise diastolik kan basinci anlamli olarak artmistir. Sonuglar;
GST’lerin polimorfizm degisikliklerinin, siilfiir iceren dogal gazlara maruz kalan
bireylerde kan basincinin diizenlenmesinde fizyolojik rol oynadigini diistindtirmiistiir

(Saadat et al., 2004).
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Hipertansiyon ve GST iliskisini gosterir bir diger ¢alisma Capoluongo ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Calismada GSTMI1-null genotipli bireylerin
anlaml1 olarak hipertansiyon acisindan yiiksek riskli grupta oldugu goriilmiistiir.
Calismada vaka grubu ve kontrol grubu arasindaki bireylerin; sigara igme (polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin detoksifikasyon farkinin olmamasi), alkol alma durumu ve
bobrek fonksiyonlar1 agisindan (benzer iire, kreatinin degerleri) bir farkin olmamasi,
bu durumlar1 hipertansiyonun sebebi olmanin disinda tutar. Caligma kan basincinin
etkilenmesinde en olast sebebin GST’larin antioksidan aktivitesi oldugunu ifade
etmektedir (Capoluongo et al., 2009).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda etkili bir diger durum olan
kolesterol ve trigliserid seviyeleri ile GST enzim gen polimorfizmleri ve enzim
seviyeleri arasindaki baglant1 literatiirlerde belirtilmistir (Gannage-Yared et al., 1998,
Macial et al., 2009). Gannage-Yared ve arkadaslarinin yaptiklar: eski bir ¢aligmada
glutatyon ve Glutatyon S-Transferaz spektrofotometrik olarak o6lgiilmiis ve lokosit
glutatyon ile Glutatyon S-Transferaz enzim miktarinin kan kolesterol seviyesinin
cinsiyet ve viicut kitle endeksine gore anlamli olacak sekilde artmis oldugu
gozlenmistir (Gannage-Yared et al., 1998).

Maciel ve arkadaslarinin yaptigi calismada GST polimorfizmi ile trigiserid ve
HDL kolesterol arasinda baglantinin oldugu ifade edilmistir (Macial et al., 2009). Iki
farkli calisma grubu olarak; genel populasyondan 1577 birey ve koroner anjiyografi
yapilmig 871 birey almmustir. Calismada trigliserid (TG), HDL-kolesterol ve
trigliserid/HDL oraninin genel populasyondaki GSTM1, T1 null genotip (double
deleted genotip) ile anlamli olarak baglantili oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, ilk
calisma grubundan bagimsiz, koroner anjiografi yapilmis ikinci bir populasyon ile
teyid edilmistir. Ayrica koroner arter hastaligi c¢esitlerinin de GST genotipi ile
baglantili oldugu gosterilmistir. Ilgili literatiir GSTMI1, T1 genleri null delesyon
varliginin hipertrigliseridemi ve diisiik HDL-kolesterol seviyesi ile baglantili
oldugunu ifade etmektedir. Bu bulgular 1s181nda lipit metabolizmas1 ve GST dengesi
arasinda bir baglant1 olabilecegi diisiiniilmiis ve su sekilde agiklanmistir: GST’larin
Peroxisome Proliferator Activated receptor (PPAR)’in onleyici etkisinin oldugu
reverse kolesterol transport sistemi ile baglantili olabilecegi diisiintilmiistir.

Molekiiler Biyoloji alaninda PPAR’lar bir grup niikleer protein olarak
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tanimlanmaktadir. PPAR’larin gen ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon
faktorleri gibi gorev yaptigi bulunmustur. Hiicre farklilasmasi ve gelismesinin
diizenlenmesinde, karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasinda ve ayrica timor
olusumunda temel rolleri tespit edilmistir. Retinoid X Receptor (RXR), PPAR ile
dimerize olup DNA {izerinde hedef genin uygun bolgesine baglanarak
transkripsiyonu baslatir. 15-Deoxy-A [12,14] prostaglandin J2 (15-d-PGJ2),
prostoglandin D2 metablizmasinin son iiriinlerinden biridir ve biyolojik etkisi PPAR
v’ a aracilik etmektir.

Caligmalarda, 15-d-PGJ2‘nin  sitotoksitesi ve PPAR y bagimh
transkripsiyonun aktivasyonunun azaldigi goézlenmistir. Bu azalis 15-d-PGJ2 ve 15-
d-PGJ2-SG (okside form)’nin Glutatyon konjugatlar1 ve hiicre digina transportunu
saglayan MRP’nin ekspresyonlari ile olmaktadir.

Glutatyon konjugatlarin1 katalizleyen sitozolik GST’lar, tek basina veya
MRPI ile kombine oldugunda 15-d-PGJ2 sitotoksitesi lizerine etkisi yoktur. Bununla
birlikte 15-d-PGJ2 bagimli transkripsiyon aktivatorii olan PPARy-sorumlu hedef
geni inhibe etmektedir. Bu inhibisyonun seviyesi GST ekspresyon seviyesi ile dogru
orantilidir.

PPAR aktivasyonunun engellenmesinin TG seviyesinin artmasimna neden
olmakta ve revers kolesterol transport sistemi ile de HDL-kolesterol seviyesinin
azalmasi beklenmektedir (Davidson 2006).

Ifade edilen ¢aligmada da belirtildigi gibi GST’larin her iki alelinin de
olmamas1 (null delesyon) hipertriglisedemi ve diisik HDL-kolesterol seviyesi ile
baglantilidir. Muhtemel ki bu baglanti koroner arter hastaligi riskini
etkileyebilmektedir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda bir diger risk faktorii olarak
sayillan diyabet de GST ile iliskilendirilmistir. Cin populasyonunda Wang ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢calisgmada GSTM1, T1 ve quinone oxidoreductase
1 (NQOI) gen polimorfizmleri ile tip 2 diyabet arasinda bir baglantinin olup
olmadig1 degerlendirilmis ve GSTT1 pozitif bireylerde istatistik olarak anlaml
olacak sekilde GSTT1 null bireylere goére T2 diyabet riskinin 0,49 kat azaldig
bulunmustur. Buradan hareket ile GSTT1 geninin ¢in populasyonunda T2 diyabet
gelisiminde aday bir gen olabilecegi degerlendirmesi yapilmistir (Wang et al., 2006).
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Daha o6nce tanimlanmis ¢alismalarda GSTM1 ve T1 gen polimorfizmleri ile
koroner arter hastaligi olasilig1 arasinda baglantilar tanimlanmistir (Masetti et al.,
2003, Abu-Amero et al., 2006, Manfredi et al., 2007, Tamer ve ark., 2004).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin risk faktorleri arasinda sayilan yukaridaki
etmenlerin her biri gerek miinferit olarak gerekse kombine olarak GST genlerinin
polimorfizmlerinden etkilenmektedir. Sonug¢ olarak sdyleyebiliriz ki; gerek bu risk
faktorleri iizerinden gerekse direk olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda

GST genlerinin polimorfizmlerinin etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarmin Toplanmasi

Calismaya Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
Anabilim Dali Sevket Demirel Kalp Merkezi Hemodinami ve Anjiografi
Laboratuvari’nda, 2009-2011 tarihleri arasinda stabil angina pektoris ve atipik gogiis
agrist ile miiracaat eden ve efor testi pozitif ¢ikmasi iizerine koroner anjiografisi
yapilan ve KAE tanis1 almis hastalar ardigik olarak alindi. Calisma Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir. Tiim
hastalar calisma Oncesi bilgilendirilmis, caligmaya dahil olduklarin1 kabul
etmislerdir. Hastalarin yas grubu 40-70 aras1 olup en az bir damarin iki segmentinde
ektazi saptanan hastalar alinmistir. Hastalarla yas ve cinsiyet agisindan uyumlu,
koroner arterleri normal olan hastalardan kontrol grubu olusturulmustur. Calismada
herbisit maruziyetinin gostergesi olarak; tarimla ugrasmak ve haftada en az 2 kez
ilaglama yapmis olmak sartlar1 dikkate alindu.

Calismanin dislama kriterleri olarak; sistemik hastalig1 olanlar, nefropatili
hastalar (kreatin > 1,8mg/dl), herhangi bir kronik inflamatuar-otoimmun hastaligi
bulunan hastalar, asir1 alkol alimi, tibbi tedavi gerektiren psikiyatrik hastaligi
bulunanlar, kognitif fonksiyonlar1 bozuk olan hastalar, sol ventrikiil hipertrofisi
olanlar (Interventrikiiler septum >12mm ve sol ventrikiil arka duvar >12mm), orta-
ciddi kapak hastalig1 olanlar, hipertirodi veya hipotiroidisi olanlar, kronik karaciger
hastalig1 olanlar, KAE ile birlikte % 50 ve iizerinde tikayici koroner lezyonu olan
hastalar, diyabetes mellitus hastalig1 olanlar, anemisi olanlar, akut koroner sendrom
hastalar seklinde belirlenmistir.

Vaka ve kontrol grubundaki bireylerden DNA izolasyonu i¢in 3 ml vendz kan
% 2'lik EDTA igeren, 5 ml'lik hemogram tiiplerine alindi. DNA izolasyonuna kadar
+4 °C buzdolabinda saklandi. Ayrica 68 1.U. Liquemine Heparine igeren steril 4
ml’lik tiiplere kan kiiltiirii i¢in kan alindi. Biyokimyasal analiz i¢in EDTA iceren

tiiplerden birisi santrifiijlenerek serum kismi ayridi.
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3.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

3.2.1. Kaullanilan Cihazlar
- Mikropipet Seti (Eppendorf Research 10, 100, 1000, 5000, Almanya)
- Sogutmali Santrifiij (Hettich Universal 32 R, Hettich Universal 320, Almanya)
- UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1700, Japan)
- Mikrosantrifiij (Heraus Biofuge D-37520, Germany)
- Otoklav (Hirayama HVE-50 Japan)
- Etiiv (Binder, Tiirkiye)
- Buzdolab1 (Argelik-8188 NF, Tiirkiye)
- Derin Dondurucu (Beko 8460 T, Tiirkiye)
- Kar Makinasi (Hoshizaki FM-120EE, EU)
- Bidistile Su Cihaz1 (Millipore Simlicity 185, France)
- Su Banyosu (Termal Labaratuvar Aletleri 820-3, Tiirkiye)
- Laminar Hava Kabini (ESCO, Tiirkiye)
- Ph Metre (Hanna HI 9321 Microprocessor, Portugal)
- Vorteks (Niive NM 110, Tiirkiye)
- Termal Cycler (Peqlab Primus 96, Germany)
- Hassas Terazi (Shimadzu AX200, Japan)
- Mikrodalga Firin (Beko MD 1505, China)
- Manyetik Karistirict (IKA RH-KT/C, Brazil)
- Elektroforez Tanki (Scie-plas V-GEL, UK)
- Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Consort EV215, Belgium)

- Transsiliiminatdr (Ultra Lum. Inc., Tiirkiye)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
- Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)
- Sodyum Kloriir (Riedel-de Haen)
- EDTA (Sigma E-5134)
- Etanol (Riedel-de Haen 32221)
- Tris Base (Sigma T-6066)
- Borik Asit (Carlo Erba 302177)
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- Agaroz (Prona Agarose Plus, E.U)

- Etidyum Bromid (Sigma E-1510)

- Wizard Genomic DNA purification Kit (Promega A1125)

- Orange G (Sigma 0-3756)

- Gliserol (Merck 4091)

- Tag DNA Polimeraz (Promega M2665)

- NgoM IV (Promega R7171)

- ANTP Mix (Promega U1515)

- 10xPCR Buffer (Fermantes EP0402)

- Bidistile Su (Sigma W-3500)

- DMSO (Sigma D8418)

- Acetic Acid (Glacial) (Merck 100063)

- Methanol (Merck 106009)

- RPMI 1640 Medrum (B1o.Ind. BIO1-106-1B)

- Fetal Calf Serum (B1o.Ind. BI04-001-1B)

- Fitohemaglutinin (B1o.Ind. BI12-006-1H)

- 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (Sigma C-6396)

- Glutathione (Reduced solution) (Sigma G-4251)

- Ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma ED4S)

- Potassium phosphate monobasic anhydrous (Sigma P5379)

- 5 Buromo-2-deoxyuridine (Sigma B-5002)

- Bisbenzimide (Hoechst 33258) (Sigma B-2261)

- Potasyum Kloriir (Merck, 104936)

- KH,PO4 (Merck, 104873)

- Na,HPO4 (Merck, 106586)

- GSTTI igin;
Forward Primer: 5'- TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC -3’
Reverse Primer: 5'- TCACCGGATCATGGCCAGCA -3'(0.2 umol)

GSTMI igin;
Forward primer: 5'- GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC -3'
Reverse primer: 5'- GTTGGGCTCAAATATACGGTG G -3' (0.2 umol)

- GSTPI igin;
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Forward primer: 5'- ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’
Reverse primer: 5'- TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3" (0.2 umol)

- BsmAlI kesim enzimi

DNA marker (100 bp DNA marker)

3.2.3. Kullanmilan Tampon Cozeltiler

3.2.3.1. DNA izolasyonu i¢in Kullamlan Cézeltiler

DNA izolasyonu i¢in Promega A1125 Genomik DNA piirifikasyon hazir kiti
kullanilmistir. Vaka ve kontrollerden olusan calisma kanlart; cell llysis solution,
nuclei lysis solution, protein precipitation solution, RNase solution ve DNA
rehydration solution i¢eren hazir kit yardimiyla izoproponol ve etanol de kullanarak

izolasyona tabi tutulmustur.

3.2.3.2. PCR i¢in Kullanilan Cézeltiler

PCR icin ticari olarak elde edilen Promega PCR amplifikasyon seti
kullanilmistir. Set igerisinde dNTP mix i¢cin dATP, dGTP, dCTP, dTTP
deoksintikleotid trifosfatlari, MgCl,, PCR buffer ve Taq DNA polimeraz

bulunmaktadir.

3.2.3.3. Elektroforez Icin Kullamlan Cozeltiler
* 10xTBE (Tris-Borat-EDTA)

- Tris Base 10.8 gr

- Borik Asit  54.8 gr

- Na;EDTA 544 ¢

Distile su ile 1 litreye tamamlanarak ¢oziildi. 120 °C'de, 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1s1sinda saklandi.

* Elektroforez Yiiritme Tamponu: 10xTBE Buffer'den distile su ile
seyreltilerek hazirlanmig olan 1xTBE igerisine 0.5 pg/ml konsantrasyonunda etidyum
bromid konulduktan sonra karistirildi.

* Agaroz Jel Cozeltisi (% 3'liik): 140 ml IxTBE Buffer icerisine 4,2 gr
agaroz birakilip mikrodalga firinda 4 dakika siiren eritme islemi gerceklestirildikten

sonra konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid eklendi.
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* Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)
- % 0,25 bromfenol mavisi

- % 30 gliserol olacak sekilde steril su ile 10 ml hazirlandi.

3.3. Yapilan islemler

3.3.1. DNA'nin izolasyonu

Genetik materyal DNA'nin tezin metodunda (Restriction Fragment Length
Polymorphism: RFLP) kullanilmak iizere izole edilmesi gerekmektedir.

Calismamiz kapsaminda DNA izolasyonu i¢in Promega hazir Kkiti
kullanilmisgtir. Bunun i¢in kit i¢inde verilen izolasyon klavuzu labaratuvarimiz
kosullarina modifiye edilerek kullanilmigtir. YOntemin esasi, eritrositlerin ve
l16kositlerin parcalanmasi, kalan 16kosit niikleuslarinin niikleolizis buffer ile
parcalanmasi1 ve protein yapilarin Protein Precipitation soliisyonu ile ¢oktiiriliip,
istte kalan sivi kisminda bulunan DNA'nin alkol ¢esitleri yardimi ile yogunlagmasi
saglanarak izole edilmesidir. Izolasyonun metodu Promega izolasyon Kkiti iiretici
firmasmin  tavsiye ettigi sekilde, labaratuvar ortamimiza uygun kiigiik

manipiilasyonlar yapilarak olusturulmustur.

DNA izolasyonunun Yapihsi

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden DNA izolasyonu i¢in 3 ml venoz
kan alinip icinde EDTA bulunan 5 ml'lik polipropilen santrifiij tiiplerine konuldu,
+4°C'de saklandi. Islem basamaklar1 asagidaki sira ile takip edilmistir.

1. 1,5 ml’lik deney tiipiine 900 pl cell lysis soliisyonu konulur.

2. 300 pl alt-list edilmis kandan cell lysis iizerine konur ve alt {ist edilir. 10
dakika oda 1sisinda bekletilir ve eritrositlerin parcalanmasi saglanir.

3. 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilen kanlarin alt kismindaki beyaz
kan hiicrelerinin ve ¢ekirdeklerin oldugu kisma zarar vermeden st kisim
uzaklagtirilir.

4. Dipteki bayaz kitlenin iyice dagilmasini sagladiktan sonra 350 pl nuclei

lysis soliisyonu eklenir ve pipetaj yapilir.
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5. Viskdéz bir yap1 kazanan karisim 1 saat 37 °C’de tutulur ve genetik
materyalin aciga ¢ikmasi saglanir.

6. Karisim i¢ine 1,5 pl RNaz eklenir ve tiipiin hafif¢e karismasi saglanir, 15
dakika beklenir.

7. Niikleer lizatin tizerine 120 pl protein precipitation soliisyonu eklenir ve
vortekslenir. Bu asamada protein yapilarin kiimelesip ¢okelmesi beklenmektedir.

8. 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilen tiiplerin dip kisminda proteinler
ylizeyde ise DNA igerdigini diislindiigiimiiz soliisyon bulunmaktadir.

9. Bu kisim alinarak iginde izoproponol bulunan ayri bir tiipe aktarilir ve
alt-list edilerek DNA’nin goriiniir olmasi saglanir.

10. 13.000 rpm’de 1 dakika satrifiij edilen DNA iizerindeki izopropanol
bosaltilir.

11. DNA iizerine 300 pl % 70’lik etanol eklenir ve tiip alt-iist edilir.

12. 13.000 rpm’de 1 dakika satrifiijj edilen DNA iizerindeki etanol de
bosaltilir. 10-20 dakika alkoliin ugmasi saglanir.

13. Son olarak DNA iizerine DNA rehidration soliisyonu eklenir ve DNA
sulandirilarak uzun siire -20 °C’de saklanir.

Kisa siire sonraki ¢alismalar i¢in +4°C'deki buzdolabinda tutulan kanlarda

molekiiler analiz islemine ge¢ildi.

3.3.2. Molekiiler Analiz

3.3.2.1. PCR islemi

Calisgmamizda GSTT1 ve GSTMI1 gen polimorfizmleri i¢in multipleks PCR
yontemi  kullanilmigtir.  GST’ler; glutatyon (GSH) ile ksenobiyotiklerin
reaksiyonlarmi  katalizleyen enzimler olup, ksenobiyotik metabolizmasinda
gorevlidirler. GSTM1 1p13.3 gen bolgesinde, GSTT1 22qter bolgede lokalize olup,
bu genlerin her iki kopyasinda da delesyon varsa null alel olarak degerlendirilir ve bu
durumda elektrofilik karsinojenlerin detoksifiye edecek olan GST aktivitesi azalir ya
da hi¢c saptanamaz. Genomik DNA spesifik primerler kullanilarak amplifiye
edilecektir. Amplifikasyon i¢in agsagida verilen primer ¢iftleri kullanilacaktir.

GSTT1 igin;

Forward primer: 5'- TT CCT TAC TGG TCC TCA CAT CTC -3’
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Reverse primer: 5'- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA -3'

GSTMI igin;

Forward primer: 5'- GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C-3'

Reverse primer: 5'- GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G -3' (Girisha et
al., 2004, Abu Amero et al., 2006)

Spesifik primerler kullanilarak GSTMI1 igin 219 bp ve GSTT1 i¢in 459 bp
PCR iiriinii elde edilmistir. Bir 6rnek i¢in PCR ortaminda kullanilan malzeme ve

miktarlar su sekildedir:

- Bidistile Su ..o 13 ul
- 10xPCR Buffer (NH2(SO4)) ..vvvveernanan. 3ul
- 2mM dNTP mMiX..ooooioieiiieieeieeeeeeee, 2l
- Primer (Forward) ........ccoocvveviiiviieieeneene. 1l
- Primer (Reverse)......ccccoeveeecvveeecieeeiieeenen, I
= MECLy e 2ul
- Taq DNA polimeraz ..........cceceveevuervennnnne. 0,2 ul

Calisilacak 6rnek sayisina gore miktarlar hesaplandiktan sonra steril ependorf
tiipe yukaridaki sira ile malzemeler birakildi. Karisim vortekslendikten sonra her
bireye ait protokol numarasini igeren, 0.2 ml'lik steril ependorf tiiplere esit
miktarlarda dagitildi. Her tiipe ait oldugu bireyin DNA'sindan 4'er pl eklendi.
Ependorf tiipleri thermal cycler cihazina yerlestirildi. En iyi sonug¢ alinan thermal

cycler kosullar asagidaki sekildedir:
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Tablo 3: GSTMI1 olas1 polimorfizm bolgesi PCR reaksiyonu i¢in termal profil sartlar.

[nitialization step

(Son uzama)

' 95° 5 dakik

(Ilk denatiirasyon) C axika

Denatufatlon step 95 °C | dakika

(Denatiirasyon)

Annealig step ' o
57°C 1 dakik 35d

(Primer Baglanmasi) akika ongu

Extension step 19 o | dakika

(Sentez, uzama)

Final elongation .
72°C 7 dakika

Tablo 4: GSTT]1 olas1 polimorfizm boélgesi PCR reaksiyonu igin termal profil sartlari.

[nitialization step

(Son uzama)

(1lk denatiirasyon) 95°C > dakika

Denatufatlon step 95 °C 1 dakika

(Denatiirasyon)

Annealig step o . .
(Primer Baglanmast) 57 °C 1 dakika 35 dongl
Extension step 72 °C 1 dakika

(Sentez, uzama)

Final elongation 79 oC 7 dakika

PCR reaksiyonu bittikten sonra ependorf tiipleri thermal cyclerden ¢ikarildi.
Ve elektroforeze tabi tutuldu.

GSTP1 i¢in c¢aligmalarda
durulmaktadir. Bunlardan birisi ekson 5 digeri ekson 6 iizerinde yer almaktadir. Biz
calismamizda GSTP1 ekson 5 iizerindeki Ile105Val polimorfizmini taradik. Ilgili
polimorfizm PCR ve RFLP metodlar1 kullanilarak saptanmistir (Ryberg et al., 1997
Park ve ark. 1999). Ile105Val polimorfizmini taramak i¢in asagidaki primer ¢ifti

kullanilmistir.

Forward primer: 5'- ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’

ozellikle iki

polimorfik  bolge

Reverse primer: 5'- TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3" (0.2 umol)
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GSTPI igin;
Ilgili primerler ile amplifikasyon sonucunda 176 bp’lik bir iiriin

olugmaktadir. Amplifikasyon esnasinda asagidaki PCR bilesimi kullanilmistir.

- Bidistile Su .o 13 ul
- 10xPCR Buffer (NH2(SO4))....ccceevverueennnnne. 3ul
- 2mM dNTP mMiX..ooioiiiiiiiiiieciceceeeeee, 2 ul
- Primer (Forward) ........ccoeeevviieeiiiiciieeenne. I
- Primer (REVErse).......cccceevvreviieeiieiieereenen. 1l
= MECLp e 2wl
- Taq DNA polimeraz ..........cccceeeveevueennennen. 0,2 ul

Tablo 5: GSTP1 olas1 polimorfizm bdlgesi PCR reaksiyonu i¢in termal profil sartlari.

Initializati t
Jlatization Step 95 °C 2 dakika
(Ilk denatiirasyon)
Denaturation step )
. 94 °C 30 saniye
Denattirasyon
A lig st
nflea 189 ?p 58 °C 30 saniye 40 dongii
(Primer Baglanmasi)
Extension step )
72 °C 30 saniye
(Sentez, uzama)
Final el ti
Hnat clongation 72 °C 7 Dakika
(Son uzama)

3.3.2.2. Kesim Islemi

GST M1 ve T1 enzimleri i¢in herhangi bir kesim enzimi kullanmaksizin
sadece bu enzimlerin amplifikasyon iiriinlerinin var olup olmamasina goére enzim
aktivitesi hakkinda yorum yapilmaktadir. GSTP1 enzimi i¢in ise BsmAIl kesim
enzimi kullanilmaktadir.

PCR iiriinii BsmAI kesim enzimi ile overnight kesime maruz birakildiktan
sonra kesim {rlinleri elektroforeze tabi tutuldu. Kesim sonucunda 176 bp’lik
amplikon ya kesime ugramamakta ya kesime ugrayip 93 ve 83 bp’lik iki iiriin
olusturmakta ya da hem kesilen hem de kesilmeyen iiriinler elektoforezde

gozlenmektedir.
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Buna gore genotipin adlandirilmasi sirasiyla Ile/Ile, Val/Val yada Ile/Val

tarzinda olmaktadir.

3.3.3. Elektroforez islemi:

Amplifiye edilen gen bolgelerinin uzunlugunu belirlemek i¢in agaroz jel
elektroforez teknigi kullamildi. % 3'liik agaroz jel asagidaki prosediire gore
hazirland1.

4.2 gr agaroz ve 140 ml 0,5xTBE soliisyonu erlenmayer icine konulup,
mikrodalga firinda homojen hale gelmesi i¢in 4 dk 1sitildi. Daha sonra
elektromanyetik karistiricida 200 devir/dk ile yaklagik 5 dk karigtirildi. Karigtirma
islemi devam ederken jel igerisine 10 mg/ml'lik Etidyum Bromid 14 pl eklendi. Jel
uygun 1stya diisiince taraklari takili jel kalibina dokiildii. Jel katilagtiktan sonra
elektroforez tankina yerlestirildi, elektroforez yiirlitme tamponu da tanka
konulduktan sonra taraklar ¢ikarildi. Ependorf tiiplerindeki PCR ile amplifiye edilen
ve ilgili kesim enzimleri ile kesilen Ornekler 3 pl Orange-G ile plate ilizerinde
karigtirildiktan sonra jelin kuyucuklarma ornekler sirayla birakildi. Kuyucuklardan
birine 10 pl Alul-restricted pBR322 DNA marker birakildi. Elektroforez tankinin
kapag1 kapatilarak elektroforez cihazi, giic kaynagindan 100 volt akim gececek
sekilde ayarlandi ve drnekler 45-60 dakika yiiriitiildii.

3.4. Genotipleme

Jelin degerlendirilmesi Orneklerin olusturdugu bantlar ile marker bantlar
kiyaslanarak yapildi. GSTT1 igin 459 bg, GSTM1 i¢in 209 bg biiytikliigiinde iki band
elde edildi (Resim 2). Bu iki bandin elektroforezde goziikmesi genotipin saglam
oldugunu yani T wild M yabanil genotipinin oldugunu gosterir. Ancak T wild M null
genotipinde sadece 459 bg¢ biiylikliigiinde bir band goriiliir. Yine T null M wild
genotipinde de tek band vardir. Ancak bandin biiyiikliigii 209 bg¢’dir. T null M null
genotipinde ise homozigot delesyon oldugundan band goriilmez.

GSTP1 genotipi degerlendirilirken ise 3 ayr1 genotip goriliir (Resim 3).
Bunlar GSTP1 Ilel051le (Ile/Ile)(AA), GSTP1 Ilel05Val (Ile/Val)(AG), GSTPI
Vall05Val (Val/Val)(GG)’dir. GSTP1 Ile/lle bireylerde normal enzim fonksiyonu
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icin bulunmas1 gereken dogal genotiptir. GSTP1 gen polimorfizminde 105.
pozisyondaki aminoasitte isoldsin yerine valin aminoasidinin degisimi s6z konusu
olursa (GSTPI1 Ile/Val veya GSTP1 Val/Val) GSTP1 enzim aktivitesi etkilenir (Sobti
et al., 2006, Jee et al., 2002). GSTP1 Ile/Val (AG) heterozigot, GSTP1 Val/Val (GG)
homozigot polimorfik genotipleri olusturmaktadir. PCR iirlinii kesim sonucunda 176
bp’lik amplikon ya kesime ugramamakta ya kesime ugrayip 93 ve 83 bp’lik iki iiriin
olusturmakta ya da hem kesilen hem de kesilmeyen iiriinler elektoforezde
gozlenmektedir. Buna gore genotipin adlandirilmas: sirasiyla Ile/Ile, Val/Val yada

Ile/Val tarzinda olmaktadir.

1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13 14 15

—————-:gg:::: — 459bp GSTT1

‘zg 2» 350bp Alb.
e e 209bp GSTM1

104
-—es - - G5 e e “-C.---

Resim 2: GSTMI1, T1 genleri jel elektroforezi goriintiileri (459 bp; GSTT1, 350 bp;
Albumin (internal kontrol), 209 bp; GSTM1 genlerini temsil etmektedir. 2, 8, 9, 13 nolu
ornekler GSTM1 pozitif, GSTT1 null delesyonlu, 6, 12, 14, 15 nolu 6rnekler GSTT1 pozitif
GSTM1 null delesyonlu, 10, 11 GSTMI1,T1 pozitif, 7 nolu 6rnek ise GSTMI1, T1 null
delesyonlu bireyleri gostermektedir).

176bp

93bp

83bp

Resim 3. GSTP1 geni jel elektroforezi goriintiisii (GSTP1 Ile105Ile yabanil tip; (Ile/Ile)
(AA) (176 bp), GSTPI1 llel05Val heterozigot; (Ile/Val) (AG) (176, 93, 83 bp), GSTPI
Vall05Val homozigot mutant; (Val/Val) (GG) (83, 93 bp)’dir. 7, 9 nolu O&rnekler
heterozigot, 2, 4, 6, 8 yabanil tip normal, 5 nolu O6rnek homozigot mutant bireyi
gostermektedir).
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3.5. Sitogenetik Analiz

Sitogenetik analiz yapabilmek i¢in Oncelikle 68 I.U. Liquemine Heparin
iceren tiiplere periferik kan alinir. Alinan kanlarin 24 saat iginde kiiltiir ortamina
ekimi yapilmalidir. Ekilen kanlar yaklasik 72 saat kiiltiir ortaminda tutulduktan sonra
hervest iglemine tabi tutulur. Lam iizerine aktarilan kromozomlar ilgili boyama
prosediirleri ile boyandiktan sonra mikroskobik degerlendirme yapilir (Moorhead et

al., 1960).

3.5.1. Sitogenetik Degerlendirme Esnasinda Kullanilan Tampon ve
Cozeltiler

Zenginlestirilmis Besiyeri:

- RPMI 1640 Medium (Biological Industries, BIO1-106-1B ) 100 ml

- Fetal Calf Serum (Biological Industries, BIO4-001-1B ) 20 ml

- Phytohaemoglutinin Soliisyon (Biological Industries, BIO12-006-1H,
PHA, 5 cc Apirojen su ile sulandirilir 2,5 ml

- Penisilin / Streptomisin (Biological Industries, BIO3-031-1B) 1 ml

- L- Glutamin (Biological Industries, BIO3-020-1B) 2 ml

Hazirlanan karisimin pH degeri bakildiginda yaklasik 7,1 oldugu goriildii.

5 Bromo deoksiiiridin (5-BrdU):

Timinin analogu olan 5-BrdU kiiltlir ortamina kiiltiiriin hemen baslangicinda
konulabildigi gibi 24 veya 48. saatlerde de konulabilmektedir. Hatta baz
kaynaklarda Colcemid eklenmeden 5-7 once de eklenebilecegi ifade edilmektedir
(Benn and Tantravahi 2005). 10> M stok 5-BrdU hazirlamak i¢in 30.7 mg BrdU 10
ml distile su igerisinde ¢oziiliir. Mikropor filtre ile sterilize edilen BrdU soliisyonu

1siktan korunarak saklanir.

Hipotonik Soliisyon:
0.075 M KCI (Merck, 104936) olacak sekilde 0.56 gr KCI tartilarak 100 ml
bidistile suda ¢6ziildii, kullanilacag saatten en az 1 saat once hazirlanarak 37 °C’lik

etive konuldu.
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Fiksatif Soliisyonu:

1 birim glasial asetik asit (Merck, 100056) {izerine 3 birim methanol (Merck,
106008) ilave edilerek iyice karistirildi. Karisim kullanilmadan 6nce ve c¢alisma
aralarinda -20 °C’de saklandi.

Her deney asamasinda taze olarak hazirlandi. Bu soliisyonun taze olmasi

i¢indeki alkoliin uguculugu agisindan 6nemlidir.

PBS (Phosphate Buffer Saline) Soliisyonlari:
1 PBS tableti (Amresco, AIE404-100) 100 ml bidistile suda ¢dziildii. Ikinci
PBS soliisyonu yine 100 ml’de 1 PBS ¢dziilerek hazirlanir. Ancak bu soliisyon islem

oncesinde soguk olmalidir.

Soranson Tamponu:

A sollsyonu: 4.537 gr KH,PO4 (Merck, 104873) 500 ml bidistile suda
¢oziildii.

B solisyonu: 5.935 gr Na,HPO, (Merck, 106586) 500 ml bidistile suda
¢oziildii.

Balon jojeye A soliisyonundan alinarak pH 6.8’e¢ gelinceye kadar B
soliisyonu eklenerek 2 soliisyon karigtirildi (Ortalama olarak 53 ml A soliisyonu 47

ml B soliisyonu ile karistirilarak hazirlanir).

Giemsa Boya Soliisyonu:
3 ml Giemsa 16sing (Merck, 109204), 97 ml pH 6.8’lik s6ransan tamponu

icine ilave edilerek 100 ml’ye tamamlandi.

Stok Hoechst 33258 Soliisyonu:
0,005 gr Hoechst 1 ml PBS veya distile su i¢inde ¢oziilerek stok soliisyon

hazirlanir.
Hoechst Calisma Soliisyonu:

Stok Hoechst 1/100 oraninda PBS ile dilue edilmek suretiyle g¢alisma

sollisyonu hazirlanmistir.
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2XSSC Soliisyonu:
1,750 gr NaCl ve 0,882 gr Na;CsHsO7. 2H,0 100 ml ds iginde ¢oziiliir.

Macllvaine Buffer:
0,2 M sitrik asit (C¢HgO7) ve 0.2 M disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOy),
8/92 oraninda birlestirilerek 100 ml pH’1 7,5 olan buffer hazirlanir.

3.5.2. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi ve Kromozomlarin Eldesi

a) Steril tek kullanimlik 5 ml’lik enjektor heparinize (Liquemine Roche)
edilmek suretiyle yada 68 I.U. LH igeren vakumlu tiipler kullanilarak her olgudan 3-
4 ml periferik kan alindi. Alinan kanlar, agz1 kapakl steril besi ortamina alinan 6’sar
ml zenginlestirilmis besiyeri tizerine 8-10 damla (0,4-0,6 ml) olacak sekilde ekilir.
Tiipler hafif¢e karistirildiktan sonra her tiipiin lizerine olgunun adi, soyadi, besi
ortaminin cinsi ve tarih not edildi. Calismamiz esnasinda hastalarimiza SCE i¢in 1-2
tiipe ekimler yaptik. Daha sonra bu tiipler agizlar sikica kapatilarak 37 °C’lik etiive
kaldirilarak 72 saat kiiltiire edildi.

b) Kiiltiir siiresinin dolmasina 2 saat kala kiiltiir ortamina 10 pg/ml olacak
sekilde kolsisin eklenerek hiicreler metefaz evresinde durdurulur. Tiipler 72. saatte
1200 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek (Hettich, universal 32R) iist kisimdaki
besiyeri dipteki hiicrelere zarar vermeksizin ortamdan uzaklastirilir.

¢) Hiicreler tizerine 0.075 M KCI (Merck, 104936) eklenerek 30 dakika 37
°C’lik etiivde bekletilir. Siire sonunda tiipler tekrar ayn1 devir ve siire santrifiijlenir ve
slipernatant kismu atilir.

d) Hiicreler iizerine soguk fiksatif eklenir. Ilk fiksatifte en az bir saat
beklenmek sartiyla 3 kez fiksatifle yikama yapilir. Berraklasan hiicreler belirli bir
yiikseklikten yikanip sogutulmus lam fiizerine diisiiriiliir. Lamlar 37 °C’de 3 giin

yaslandirildiktan sonra boyama islemine gegilir.

3.5.3. Preparatlarin Boyanmasi
a) Preparatlar 5 dakika PBS i¢inde bekletilir.
b) 0,5 ng/ml Hoechst 33258 icinde 10 dakika karanlikta bekletilir.

¢) Yavasca distile suda durulanur.
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d) Macll vaine’s Buffer i¢inde 5 kez calkalanir.

e) Preratlar petri kabina yerlestirilerek iizerlerine Macll vaine buffer eklenir.
1 saat UV 151k altinda bekletilir.

f) 2xSSC icinde 5 kez calkalanir.

g) 2XSSC iginde 60-65 °C’de 45 dakika bekletilir.

h) Tekrar 2xSSC i¢inde ¢alkalanir.

i) % 5’lik Giemsa boya soliisyonu i¢inde 6-7 dakika boyanir.

j) Son olarak preparatlar distile suda durlanir.

k) Preparatlar bu sekliyle incelenebilecegi gibi istenirse daha uzun

kullanimlar i¢in Entellan ile kapatilabilmektedir.

3.5.4. Prepartlarin Mikroskobik Degerlendirilmesi

Vaka ve kontrollerden elde edilen preparatlar 100X objektifle immersiyon
yag1 altinda Zeiss marka mikroskop (Zeiss Imager Al, Germany) kullanilarak
degerlendirildi. Canon marka dijital fotograf makinesi (Canon PC1049, Japan)
kullanilarak fotograflar1 c¢ekildi ve goriintiiler bilgisayar ortamima aktarildi.
Degerlendirilen sahalarin kardes kromatid degisim sayilar1 belirlenerek her bir birey

i¢cin en az 30 metafaz plaginin degerlendirilmesi yapilmustir.

3.6. Glutatyon-S-Transferaz Enzim Aktivitesi Tayini

GST aktivitesi tayini Habig ve arkadaglar1 (Habig et al., 1974) tarafindan tarif
edilen yonteme gore yapildi. Yontemin esasi1 substrat olarak 1,2 dikloro-4-
nitrobenzenin (DCNB) kullanildig1 pH 8,0 ortaminda glutatyon ile konjugasyonuna
dayanir. Reaksiyon sonucunda G-DCNB konjugati olusumu, 345 nm’deki

absorpsiyonda meydana gelen artis ile izlenmektedir.

GSH + DCNB % G-DCNB Konjugat + HCI1

Yontemin Uygulanisi

1 mI’lik kuvarz spektrofotometre kiivetine 75 pl serum, 50 pl GSH ve 600 pl
fosfat tamponu ilave edildi ve 25 ul DCNB eklenerek reaksiyon baglatildi, hemen
karigtirilarak G-DCNB konjugat1 absorbansindaki artis, suya karsi 3 dakika boyunca
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15 saniye araliklar ile 345 nm’de izlendi. Koriin nonenzimatik reaksiyon oranini
saptamak i¢in ise kiivete serum yerine fosfat tamponu konuldu ve absorbansdaki artis

suya kars1 3 dakika boyunca 15 saniye araliklar ile 345 nm’de izlendi.

GST Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her bir 6rnek i¢in GST aktivitesi tayini, glutatyon ve DCNB arasindaki
konjugasyon reaksiyonu icin verilen ekstinksiyon katsayisina gore hazirlanan
asagidaki formiil ile hesaplandi. Serumun protein tayini yapilarak ve seyreltme

faktorleri de dikkate alinarak spesifik aktivite U/mg protein cinsinden ifade edildi.

U/ml enzim = (AA345 nm/dk ornek — AA345 nm/dk kor)(0,75)(10)/
0,0085 x 0.075)
0,75 = Reaksiyon ortamindaki toplam hacim (ml)
10 = seyreltme faktorii
0,0085 = pumol ekstinksiyon katsayisi
0,075 = Enzim hacmi (ml)

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Caligmanin istatistiksel analizi SPSS siirim 15.0 programi kullanilarak
yapild1. Siirekli degiskenler, Kolmogorov-Smirnov normalite testine gore incelenmis
ve normal dagildig1 gozlenmistir. Varyanslarin homojen oldugu Levene testi ile
belirlenmistir. Aritmetik ortalama 4+ standart sapma, kategorik degiskenler %
olarak ifade edildi. Siirekli degiskenlerin grup karsilastirilmasinda two-tailed Student
t-testi kullanildi. Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda ise ki-kare testi

kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Klinik Ozellikleri

KAE grubunda 90 hastanin yas ortalamast 52 + 1(38-69), kontrol grubundaki
91 bireyin ise yas ortalamasi 51 £ 2 (35-68) idi. Gruplar arasinda istatistiksel yonden
fark yoktu (p>0,05). KAE grubundaki bireylerin 481 (% 53,3) erkek, 42’s1 (% 46,7)
kadin idi; kontrol grubundaki bireylerin 55’1 (% 60,4) erkek, 36’1 (% 39,6) kadindi.
Cinsiyet yoniinden de gruplar arasinda fark yoktu (p>0,05) (Tablo-6a).

Tim hastalarin KAH risk faktorleri kaydedildi. Gruplar arasinda yas, cinsiyet,
hipertansiyon, heredite yoOniinden istatistiki olarak anlamli fark yoktu (P<0,05)

(Tablo-6a). Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo-6a’da 6zetlenmistir.

Tablo 6a: Koroner arter ektazi (KAE) ve normal koroner gruplarinin demografik ézellikleri

KAE (n:90) Normal koroner (n:91) | P degeri
Yas ortalamasi (y1l) 52,15+ 7,66 51,21 £ 6,94 0,385
. 48 /42 55736

Cinsiyet(Erkek/kadin) (% 53,3/ % 46,7) (% 60,4 / % 39.6) 0,334
Risk Faktorleri

Hipertansiyon N o o o

(Var/Yok) 29 (% 32,2)/61 (% 67,8) | 31 (% 34,1)/60 (% 65,9) | 0,792
Hiperlipidemi o o o o

(Var/Yok) 18 (% 20)/72 (% 80) 22 (% 24,2)/69 (% 75,8) | 0,498
Diyabetes Mellitus o o N o

(Var/Yok) 10 (% 11,1)/80 (% 88,9) 10 (% 11)/81 (% 89) 0,979
Heredite (Var/Yok) 19 (% 21,1)/71 (% 78,9) | 15 (% 16,5)/76 (% 83,5) | 0,425
Sigara icimi (Var/Yok) | 14 (% 15,6)/76 (% 84,4) | 16 (% 17,6)/75 (% 82,4) | 0,714
VKI (kg/m?) 279+4.2 27,5+4 0,459
Sistolik TA (mmHg) 127,1 +£ 16,8 123,6 + 15,2 0,152
Diyastolik TA (mmHg) 77,3 +10,1 75,4 £8.,8 0,176

KAE ve Normal koroner gruplarinin biyokimyasal ve ekokardiyografik

Ozellikleri kaydedildi. Gruplar arasinda biyokimyasal ve ekokardiyografik 6zellikleri

yoniinden istatistiki olarak anlamli fark yoktu (P<0,05) (Tablo-6b).
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Tablo 6b: KAE ve normal koroner gruplarinin biyokimyasal ve ekokardiyografik 6zellikleri

KAE Normal koroner P

(n:90) (n:91) degeri
Glukoz (mg/dl) 97,36 £9,10 96,3 10,85 0,501
Kreatin (mg/dl) 0,96 £0,11 0,93 +0,11 0,271
AST (IU/L) 24,28 £ 9,80 24,08 £ 9,62 0,894
ALT (U/L) 22,18 £ 10,05 22,65+ 16,23 0,815
Total Kolesterol (mg/dl) 186,92 + 36,13 179,41 +£ 35,13 0,216
Trigliserid (mg/dl) 162,09 + 73,15 157,28 £ 87,71 0,691
HDL (mg/dl) 44,75 £ 8,77 43,7+6,8 0,377
LDL (mg/dl) 106,75 29,91 102,44 £ 28,21 0,323
WBC (K/mm?) 7705,54 +£1913,77 7698,89 + 1940,89 0,982
HB (g/dl) 13,82 £ 1,51 13,92 + 1,47 0,900
PLT (K/mm®) 254811,41 £68402,30 | 246088,89 = 83630,98 | 0,445
Ejeksiyon Fraksiyonu 63,67 + 3,66 62,80 +4,10 0,136

Herbisit maruziyeti olan KAE hastalar1 ile herbisit maruziyeti olmayan KAE
hastalarmin  KAH risk faktorleri kaydedildi. Gruplar arasinda yas, cinsiyet,
hipertansiyon, heredite yoOniinden istatistiki olarak anlamli fark yoktu (P<0,05)

(Tablo-7a). Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo-7a’da 6zetlenmistir.

Tablo 7a: Herbisit (+) ve Herbisit (-) KAE hastalarinin demografik 6zellikleri

Herbisit (+) KAE Herbisit (-) KAE P

(n:43) (n:47) degeri
Yas ortalamasi (y1l) 52,67 £ 6,88 51,68 £ 8,36 0,542
Cinsiyet 23/20 25/22 0.978
(Erkek/Kadin) (% 53,5/ % 46,5) (% 53,2/ % 46,8) ’
Risk Faktorleri
Hipertansiyon o o o 0
(Var/Yok) 17 (% 39,5)/26 (% 60,5) | 12 (% 25,5)/35 (% 74,5) | 0,156
Hiperlipidemi o o o o
(Var/Yok) 9 (% 20,9)/34 (% 79,1) | 9 (% 19,1)/38 (% 80,9) | 0,833
Diyabetes Mellitus o o o o
(Var/Yok) 5% 11,6)/38 (% 88,4) | 5 (% 10,6)/42 (% 89,4) | 0,881

eredite (Var/Yo o 16, 0 83, 0 2], o /4, 5

Heredite (Var/Yok) 7 (% 16,3)/36 (% 83,7) | 12 (% 25,5)/35 (% 74,5) | 0,283
Sigara icimi N o o o
(Var/Yok) 9 (% 20,9)/ 34 (% 79,1) | 5(% 10,6)/ 42 (% 89,4) | 0,178
VKI (kg/m?) 27,68 +2,88 28,22 +521 0,358
Sistolik TA (mmHg) 128,77+17,06 125,49 £ 16,55 0,358
Diyastolik TA 76,91+ 9,13 77,88 + 10,98 0,675
(mmHg)

55



Herbisit maruziyeti olan KAE hastalar1 ile herbisit maruziyeti olmayan KAE
hastalarinin  biyokimyasal ve ekokardiyografik o6zellikleri kaydedildi. Gruplar
arasinda biyokimyasal ve ekokardiyografik ozellikleri yoniinden istatistiki olarak

anlaml fark yoktu (P<0,05) (Tablo-7b).

Tablo 7b: Herbisit (+) ve Herbisit (-) KAE hastalarin biyokimyasal ve ekokardiyografik

ozellikleri

Herbl(slllt: 4(;3 KAE Herbl(sI:t 4(7)) KAE P degeri
Glukoz 96,93 +£9,18 97,74 £ 9,110 0,674
Kreatin 0,97 +£0,21 0,95+0,11 0,657
AST 26,02 £ 11,59 22,68 £7,59 0,106
ALT 22,49 +£10,21 21,89 £9,92 0,780
Total Kolesterol 188,52 + 37,76 183,78 + 34,88 0,540
Trigliserid 175,93 + 77,13 149,72 + 67,83 0,092
HDL 43,52 £10,18 45,85+722 0,213
LDL 108,92 +£33,94 104,81 + 26,01 0,521
WBC 7925,58 £ 1787,66 7504,29 +2020,33 0,299
HB 14,03 £1,49 13,77 £1,52 0,424
PLT 252232,55 +55549,56 | 257170,21 + 78887,74 0,734
Ejeksiyon Fraksiyonu 63,84 +3,91 63,51 £ 3,44 0,675

4.2. Koroner Arter Ektazi Hastalarimin Anjiografik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 90 KAE hastasinin % 23,3’iinde sol ana koroner
arterde (LCA), % 76,7’sinde sol 6n inen koroner arterde (LAD), % 66,7 sinde
sirkumfleks koroner arterde (CX) ve % 58,9’unda sag koroner arterde (RCA) KAE’si
bulunmakta idi. KAE bulunan hastalardan 27’sinde tek damarda tutulum mevcut iken
63 hastada birden fazla damarda (36 (% 40)’1 iki damar, 27 (% 30)’u li¢c damar) KAE
vardl. Ektazi tutulum sekline gore % 22,2’sinde fokal, % 77,8’inde diffiiz tutulum

vardi. KAE hastalarinin anjiografik 6zellikleri Tablo-8’de gosterilmistir.
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Tablo 8: KAE hastalarinin anjiyografik karakteristikleri

Ektazi lokalizasyonu N %
Sol ana koroner arter 21 (% 23,3)
Sol 6n inen koroner arter 69 (% 76,7)
Sirkumfleks koroner arter 60 (% 66,7)
Sag koroner arter 53 (% 58,9)
Ektatik damar sayisi
Tek damar 27 (% 30)
Cok damar 63 (% 70)
Iki damar 36 (% 40)
Ug damar 27 (% 30)
Ektazik tutulum sekli
Fokal 20 (% 22,2)
Diffiiz 70 (% 77,8)

4.3. Glutatyon S-Transferaz GSTM1 ve GSTT1 Polimorfizm Genotipleri

GSTMI1 polimorfizmi genotip agisindan incelendiginde KAE grubunda 43 (%
47.,8) olguda homozigot delesyon (null genotip); 47 (% 52,2) olguda yabanil tip
genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit edildi. 91 bireyden olusan kontrol grubunda
ise 26 (% 28,6) bireyde homozigot delesyon (null genotip); 65 (% 71,4) olguda
yabanil tip genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit edildi. (Tablo-9). Iki grup
genotip dagilimlarina gore karsilastirildiginda KAE grubunda anlamli olarak

homozigot delesyon (null genotip) daha yiiksek oranda tespit edildi (p=0,008).

(Tablo-9).

Tablo 9: GSTM1 gen polimorfizminin genotip frekanslart

KAE Normal Koronerler P
N % N %
*1/*1 47 52,2 65 71,4 0,008
> =7,076
*0/*0 43 478 26 28,6 sd=1

*1/*1: Homozigot yabanil tip, *0/*0: Homozigot delesyon (null delesyon). KAE: koroner
arter ektazisi, p: KAE ile normal koronerler arasindaki anlamlilik degerlerini ifade

etmektedir.
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GSTT]1 polimorfizmi genotip agisindan incelendiginde KAE grubunda 23 (%
25,6) olguda homozigot delesyon (null genotip); 67 (% 74,4) olguda yabanil tip
genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit edildi. 91 bireyden olusan kontrol grubunda
ise 10 (% 11) bireyde homozigot delesyon (null genotip); 81 (% 89) olguda yabanil
tip genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit edildi. (Tablo-10). iki grup genotip
dagilimlarina gore karsilagtirildiginda KAE grubunda anlamli olarak homozigot

delesyon (null genotip) daha yiiksek oranda tespit edildi (p=0,01). (Tablo-10).

Tablo 10: GSTT1 gen polimorfizminin genotip frekanslari.

KAE Normal Koronerler p
N % N %
*1/%1 67 74,4 81 89 Xz()_,gim
*0/*0 23 25,6 10 11 sd=1

*1/*1: Homozigot yabanil tip, *0/*0: Homozigot delesyon (null delesyon). KAE: koroner
arter ektazisi, p: KAE ile normal koronerler arasindaki anlamlilik degerlerini ifade
etmektedir.

4.4. KAE’de Herbisit Maruziyeti ile GSTM1 ve GSTT1 Genotip
Dagihmlar1 Arasindaki iliski

KAE grubunda herbisit maruziyeti olanlar ile olmayan gruplar GSTMI
polimorfizmine ait genotipler agisindan incelendiginde herbisit maruziyeti olan KAE
grubunda 35 (% 81,4) olguda homozigot delesyon (null genotip); 8 (% 18,6) olguda
yabanil tip genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit edildi. 47 bireyden olusan herbisit
maruziyeti olmayan KAE grubunda ise 8 (% 17) bireyde homozigot delesyon (null
genotip); 39 (% 83) olguda yabanil tip genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit edildi
(Tablo-11). 1ki grup genotip dagilimlarma goére karsilastirildiginda herbisit
maruziyeti olan KAE grubunda GSTM1 geninde anlamli olarak homozigot delesyon

(null genotip) daha yiiksek oranda elde edildi (p<0,001). (Tablo-11).
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Tablo 11: GSTM1 gen polimorfizminin genotip frekanslari

Herbisit (+) KAE Herbisit (-) KAE
(n:43) @7) p
N % N %
*#1/%1 8 18,6 39 83 P=<0,001
72 =37,29
#0/*() 35 81,4 8 17 sd=1

*1/*1: Homozigot wild tip, *0/*0: Homozigot delesyon (null delesyon). KAE: koroner arter
ektazisi, p: Herbisit (+) KAE ile Herbisit (-) KAE arasindaki anlamlilik degerlerini ifade
etmektedir.

KAE grubunda herbisit maruziyeti olanlar ile olmayan gruplar GSTTI1
polimorfizmine ait genotipler agisindan incelendiginde herbisit maruziyeti olan KAE
grubunda 18 (% 41,9) olguda homozigot delesyon (null genotip); 25 (% 58,1) olguda
yabanil tip genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit edildi. 47 bireyden olusan herbisit
maruziyeti olmayan KAE grubunda ise 5 (% 10,6) bireyde homozigot delesyon (null
genotip); 42 (% 89,4) olguda yabanil tip genotip (her iki alelin bulunmasi) tespit
edildi. (Tablo-12). iki grup genotip dagilimlarina gore karsilastirildiginda herbisit
maruziyeti olan KAE’nin herbisit maruziyetli grupta GSTT1 geninde anlamli olarak
homozigot delesyon (null genotip) daha yiiksek oranda elde edildi (p<0,001) (Tablo-
12).

Tablo 12: KAE grubunda GSTT1 gen polimorfizminin genotip frekanslar
Herbisit (+) KAE | Herbisit (-) KAE
(n:43) (n:47) P degeri
N % N Y%
*1/*1 25 58,1 42 89,4
0,001
*0/*0 18 41,9 5 10,6

*1/%1: Homozigot yabanil tip, *0/*0: Homozigot delesyon (null delesyon). KAE: koroner
ektazi, p: Herbisit (+) KAE ile Herbisit (-) KAE arasindaki anlamlilik degerlerini ifade
etmektedir. (Caligmada p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildiginden dolay1).

4.5. Kardes Kromatid Degisimi

KAE ve kontrol grubu kardes kromatid degisimi agisindan incelendiginde
KAE grubunda SCE degeri 6,55 + 1,84 olarak tespit edildi. 91 bireyden olusan
kontrol grubunda ise SCE degeri 5,11 + 1,93 olarak tespit edildi. (Tablo-13). SCE
degeri KAE grubunda anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001) (Tablo-13).
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Tablo 13: KAE ve normal koronerlerin (kontrol) kardes kromatid degisimi frekanslari

KAE Normal Koronerler P
(n:90) (n:91)
| SCE 6,55 + 1,84 511+1,93 P < 0,001

SCE: Kardes Kromatid Degisimi, KAE: koroner ektazi, p: KAE ile normal koronerler
arasindaki anlamlilik degerlerini ifade etmektedir.

KAE grubunda herbisit maruziyeti olanlar ile olmayan gruplar SCE agisindan
incelendiginde herbisit maruziyeti olan 43 bireyden olusan KAE grubunda SCE
degeri 7,22 + 2,12 tespit edildi. 47 bireyden olusan herbisit maruziyeti olmayan KAE
grubunda ise SCE degeri 5,93 + 1,27 tespit edildi (Tablo-14). Iki grup SCE
miktarlarma gore karsilagtirildiginda herbisit maruziyeti olan KAE alt grubunda

anlaml1 olarak SCE miktar1 daha yiiksek oranda tespit edildi (p=0,001) (Tablo-14).

Tablo 14: KAE’de herbisit maruziyeti ile SCE arasindaki iligki

Herbisit (+) KAE Herbisit (-) KAE P
(n:43) (n:47)
SCE 7,22 +£2,12 5,93 +£1,27 0,001

SCE: Kardes Kromatid Degisimi, KAE: Koroner Ektazi, p: Herbisit (+) KAE ile Herbisit (-)
KAE arasindaki anlamlilik degerlerini ifade etmektedir. (Calismada p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildiginden dolay1).

4.6. Glutatyon S-Transferaz GSTP1 Polimorfizm Genotipleri

GSTP1 geni polimorfizminin genotip acisindan incelendiginde KAE
grubunda 13 (% 14.,4) olguda GG genotipi; 36 (% 40) olguda GA genotipi; 41 (%
45,6) olguda AA genotipi tespit edildi. 46 bireyden olusan kontrol (normal koroner)
grubunda ise 1 (% 2,2) birey GG genotipi, 12 (% 26,1) birey GA genotipi, 33 (%
71,7) birey AA genotipinde bulundu (Tablo-15).

Her iki grup genotip dagilimlarina gore karsilastirildiginda GG genotipleri
yani homozigot mutasyon KAE grubunda anlamli olarak daha yiiksek oranda tespit
edilmistir (P=0,026) (Tablo 15). AA genotipi yani homozigot normal (wild) genotip
beklendigi sekilde normal koroner grubunda anlamli olarak daha yiiksekti (P=0,004)
(Tablo 15).
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Tablo 15: GSTP1 gen polimorfizminin genotip frekanslart

KAE Normal Koronerler

(n:90) (n:46) P
GG Genotipi
(Var/Yok) 13/77  14,4/85.6 1/45 2,2/87,8 0,026
GA genotipi
(Var/Yok) 36/54 40/60 12/34 26,1/73.9 0,108
AA Genotipi
(Var/Yok) 41/49  45,6/64,4 33/13 71,7/28,3 0,004

KAE: koroner ektazi, p: KAE ile normal koronerler arasindaki anlamlilik degerlerini ifade

etmektedir.

Tablo 16: KAE ve normal koroner (kontrol) gruplarin dominant modele gore genotip

dagilimlart
KAE Normal Koroner P
N N %
Dominant gefoct;i;?(‘:/_) 49/41  544/456 | 1333 28,3/71,7 oo
Model AAff/'_‘;’ﬁpi 41749 45.6/544 | 3313 717283 |

KAE: koroner arter ektazisi, p: KAE ile normal koronerler arasindaki anlamlilik degerlerini
ifade etmektedir.

Tablo 17: KAE ve normal koroner (kontrol) gruplarin resesif modele gore genotip

dagilimlar
KAE Normal P
Koroner
N N %

GG genotipi 13/77  14,4/85,6 1/45 2,2/978
Dominant () 0,026
Model GA+AA 713 8561144 | 451 97,822

genotipi (+/-)

KAE: koroner arter ektazisi, p: KAE ile normal koronerler arasindaki anlamlilik degerlerini
ifade etmektedir.
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4. 7. Glutatyon S-Transferaz Enzim Miktar1 Analizleri

Tablo 18: KAE ve normal koroner gruplarimin GST enzim miktarlari

KAE Normal Koroner | P degeri

GST enzim miktar: 0,018 0,010 p<0,05

KAE: koroner arter ektazisi, p: KAE ile normal koronerler arasindaki anlamlilik degerlerini
ifade etmektedir. Enzim miktar1 Enzim Unite/mililitre olarak verilmistir. (Calismada p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildiginden dolay1).

4.8. GSTM1 Gen Polimorfizmi ve Kardes Kromatid Degisimi

Calisma gruplarinin toplaminda GSTMI1 gen polimorfizmi ve Kardes
Kromatid Degisimi (SCE) arasindaki iligki incelendiginde GSTMI1 homozigot
delesyon (null genotip; 0/0) grubunda SCE degeri 6,84 + 2,04 tespit edildi. 112
bireyden olusan GSTM1 homozigot normal (wild) genotip (1/1) grubunda ise SCE
degeri 5,20 + 1,72 tespit edildi. (Tablo-19). SCE degeri GSTM1 homozigot delesyon
(null;0/0) grubunda anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001). (Tablo-19).

Tablo 19: GSTM1 gen polimorfizmi ile kardes kromatid degisimi (SCE) arasindaki iligki

GSTMI Homozigot | C> 1M1 Homozigot
delesyon (null; 0/0) normal (wild type) P
’ genotip (1/1) Degeri
(n:69) (n:112)
SCE 6,84 2,04 520+ 1,72 P<0,001

SCE: Kardes Kromatid Degisimi, p: GSTM1 (0/0) genotipi ile GSTM1 (1/1) genotipleri
arasindaki anlamlilik degerlerini ifade etmektedir.

4.9. GSTT1 Gen Polimorfizmi ve Kardes Kromatid Degisimi

Calisma gruplarmin toplaminda GSTT1 gen polimorfizmi ve Kardes
Kromatid Degisimi arasindaki iliski incelendiginde GSTT1 homozigot delesyon
(null; 0/0) grubunda SCE degeri 6,81 + 2,37 tespit edildi. 148 bireyden olusan
GSTT1 Homozigot normal (wild type) genotip (1/1) grubunda ise SCE degeri 5,61 +
1,86 olarak tespit edildi. (Tablo-20). SCE degeri GSTT1 homozigot delesyon (null)
(0/0) grubunda anlaml1 olarak daha yiiksekti (p=0,002). (Tablo-20).
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Tablo 20: GSTT1 gen polimorfizmi ile kardes kromatid degisimi (SCE) arasindaki iliski

GSTT1 Homozigot | GSTT1 Homozigot normal P
delesyon (null; 0/0) (wild) genotip (1/1)
(n:33) (n:148)
SCE 6,81 £2,3 5,61 +1,8 0,002

SCE: Kardes Kromatid Degisimi, p: GSTT1 (0/0) genotipi ile GSTT1 (1/1) genotipleri
arasindaki anlamlilik degerlerini ifade etmektedir (Calismada p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildiginden dolayt1).
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5. TARTISMA

Biitiin canli organizmalar oksidatif stres ve ksenobiyotiklere kars1 glutatyon
rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferazlar1 kapsayan bir antioksidan
koruyucu sistem ve detoksifikasyon igeren gelismis koruyucu mekanizmalara
sahiptir (Burdon 1999).

Glutatyon S-transferaz (GST) enzim sistemi, bir¢ok ksenobiyotik ve
endojenik maddenin biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunu katalizleyen ¢ok
fonksiyonlu bir enzim ailesinden olusmustur. GST’ler, ksenobiyotikler ve elektrofilik
bilesiklerin toksik etkilerini ortadan kaldiran, hiicrelerdeki makromolekiillerin (DNA,
RNA ve protein) alkillenmelerini engelleyen 6nemli bir enzim grubudur.

Bu enzimler genel olarak kimyasal karsinojenler, cevresel Kkirleticiler,
pestisidler, herbisidler antikanser ilaclar ve antitiimor ajanlar1 detoksifiye etmenin
yaninda oksidatif stres esnasinda sekonder metobolitler olarak meydana gelen
endojen a, B doymamis aldehitler, kinonlar, epoksidler ve hidroperoksidleri inaktive
eder. Ayrica lokotrienlerin, prostaglandinlerin, testosteron ve progesteronun
biyosentezinde ve tirozin degredasyonunda rol alir. Bu enzimler rediikte glutatyon
(GSH) ile endojen ve eksojen toksik bilesiklerin konjugasyonunu katalizler. Bu
bilesiklerin parcalanarak suda daha fazla ¢oziinebilen, daha az toksik ve daha kolay
vicuttan atilabilir bilesikler haline getirilmesini saglarlar. (Young et al., 2006).
Detoksifikasyon viicut igin yabanci bilesiklerin (ksenobiyotiklerin) hiicreden
uzaklastirllmas1 i¢in gerekli birka¢ reaksiyonu kapsayan bir prosestir. Bu
ksenobiyotiklerden en 6nemlileri; ilaglar, kimyasal kirleticiler, poliklorlu bifeniller,
herbisitler ve insektisidlerdir. En az 30 farkli enzimin gérev aldigi bu proses faz I ve
faz II olarak adlandirilan iki asamada gergeklesir (Robert et al., 2004).

Detoksifikasyon mekanizmasinda rol oynayan enzimleri kodlayan genlerdeki
genetik  polimorfizmin karsinojenlerin  detoksifikasyon etkinliginde bireysel
farkliliklara sebep oldugu ve bu durumun o6zellikle kanser de dahil bir ¢ok
kardiyolojik ve sistemik hastalik ile yakindan iliskili oldugu ortaya konmustur.

GST’lerin insanlarda 5 tipi bildirilmistir. Bunlar alpha (A), mu (M), pi (P),
theta (T) ve zeta (Z)’dir (Singh et al., 2008). Bu gruplarin da alt tipleri
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bulunmaktadir. (A1-A4, M1-M5, P1, T1-T2 ve Z1) Bunlar arasinda c¢ok sayida
polimorfizm bildirilen tipler M1, M3, P1, T1, T2 ve Z1’dir (Lee et al., 2004).

GSTMI1 benzopiren ve aflotoksin gibi kanserojen polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin (PAH) detoksifikasyonundan sorumludur (Singh et al., 2008, Uedaa
et al., 2005, Rebbeck 1997, Chen et al., 1999). GSTM1 geni 1p13.3 kromozomu
tizerinde tanimlanmistir. Bu genle ilgili olarak GSTM1-a, GSTM1-b ve GSTMI1-0
seklinde ii¢ farkl alel gosterilmistir (Rebbeck 1997). GSTM1-0 aleli delesyonludur,
null alel olarak adlandirilir ve dominant etki gosterir (Rebbeck 1997, Sobti et al.,
2006) GSTM1 null aleli enzim aktivitesi gostermez (Au 2004, Rebbeck 1997). Diger
iki alel enzimde degisiklige neden olmamaktadir (Rebbeck 1997). GSTMI1 null
alellinde sitogenetik hasar goziikmektedir (Singh et al., 2008).

GSTT1 1,3 butadien, monohalometanlari, etilen oksit gibi sigara i¢imi sonucu
ortaya c¢ikan ve havada bulunan c¢evresel ¢ok sayida potansiyel kanserojenlerin
detoksifikasyonunda rol oynar (Singh et al., 2008, Sobti et al., 2006). GSTT1 geni
22q11.2 kromozomu flizerinde tanimlanmistir. Bu genle ilgili GSTT1-1 ve GSTT1-0
iki alel gosterilmistir. GSTT1-0 aleli delesyonludur ve null alel olarak adlandirilir ve
homozigot etki gosterir. GSTT1 null alelinde enzim aktivitesi goriilmez (Rebbeck
1997). GSTMI1 ve GSTTI1 aktivitesinin yoklugu (null alel) bu genlerin homozigot
olarak delesyona ugramasindan kaynaklanmaktadir GSTT1 null alelinde sitogenetik
hasar goziikmektedir (Singh et al., 2008).

GSTP1 geni 11q13,1 kromozomu iizerinde tanimlanmigtir (Jee et al., 2002).
GSTP1 ii¢ genotip halinde bulunmakta olup bunlar GSTP1 Ile1051le (Ile/Ile)(AA),
GSTP1 Ilel05Val (Ile/Val)(AG), GSTP1 Vall05Val (Val/Val)(GG)’dir. GSTP1
Ile/Ile bireylerde normal enzim fonksiyonu i¢in bulunmasi gereken dogal genotiptir.
GSTP1 gen polimorfizminde 105. pozisyondaki aminoasitte isoldsin yerine valin
aminoasidinin degisimi s6z konusu olursa (GSTP1 Ile/Val veya GSTP1 Val/Val)
GSTP1 enzim aktivitesi etkilenir (Sobti et al., 2006, Jee et al., 2002). GSTP1 Ile/Val
(AG) heterozigot, GSTP1 Val/Val (GG) homozigot polimorfik genotipleri
olusturmaktadir.

Bireyler arasinda goriilen bazi kanser tilirlerine yatkinligin artmasi veya
azalmasinin temelinde yatan nedenin ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol

oynayan enzimlerin gosterdigi genetik polimorfizmin olabilecegi ileri stirtilmustiir
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(Malats et al., 2000, Kim et al., 2000, Reszka et al., 2006). Ozellikle son yillarda
yapilan calismalarda kanser riski ile ksenobiyotik metabolizma enzim
polimorfizmleri arasinda Onemli iligkiler gosterilmis ve tiim bulgular kanser
etyolojisinde genetigin roliinii vurgulamistir (Reszka et al., 2006).

GST gen polimorfizmleri akciger, karaciger, mesane, meme, kolorektal,
mide, larinks, ve cilt kanseri gibi bir ¢cok kanserde risk faktorii olarak arastirilmistir
(Lee et al., 2004). GSTMI1 ve GSTT1 null alellerinin (non fonksiyonel) mesane ve
akciger kanseri i¢in artmis riskle birlikte oldugu bildirilmistir (Kim et al., 2000, Lee
et al., 2004).

GSTM1 ve GSTT1 genlerindeki polimorfizmler enzim aktivitesinin
azalmasina Ozellikle her iki gendeki homozigot delesyonlar enzimin tamamen
aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadir. Bu da sigara ile iligkili kanser ve
koroner arter hastaliklarinin olusumuna zemin hazirlamakta, Ozellikle sigara
igenlerde koroner arter hastalifinin gelisimine katkida bulunmaktadir (Zhong et al.,
1991, Tamer ve ark., 2004).

Hayvanlarla yapilan bir ¢calismada da sigaradaki kimyasallarin GST enzimini
azalttig1 ve aterosklerotik plak olusumunu uyardigi bildirilmistir (Penn and Snyder
1996).

GST’ler  oOzellikle  sigara  tiitiininde  bulunan  kanserojenlerin
(monohalometanlar, polisiklik  aromatik  hidrokarbonlar, etilen  oksit)
detoksifikasyonunda onemli rol oynarlar. GST gen delesyonunda GST aktivite
yokluguna bagli sigara i¢imi sonucu ortaya ¢ikan kanserojenler detoksifiye edilemez
ve bunun sonucunda akciger, serviks ve diger sigaraya bagl kanserlerde artisa neden
oldugu bildirilmistir (Singh et al., 2008, Ueda et al., 2005 ).

GST polimorfizmleri kardiyolojik hastaliklarda da degerlendirilmistir.
GSTT1 ve GSTM1 genlerindeki delesyonlar GST enziminin aktivitesini azaltmakta,
ozellikle sigara igenlerde koroner arter hastaliginin gelisimine katkida bulundugu
bircok calismada bildirilmistir (Abu-Amero et al, 2006, Tamer ve ark., 2004, Van
Schooten et al., 1998, Girisha et al., 2004). Yine GSTM1 ve GSTT1 genindeki null
genotipinin KAH nin ya da akut miyokard infarktiis (AMI)’iin risk faktorii oldugu da
bildirilmistir (Wilson et al., 2003).
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Son yillarda Murgie ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada periferal kan
lenfositlerindeki mikroniikleus (MN) degerlerinin ve GSTMI1 ve TI1 gen
polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler hastaliklardaki (CVD=KVH) 6liim riskine etkisi
degerlendirilmek istenmistir. Calismada 39 KVH hastast ve 67 kontrol vakasi
kullanilmis ve MN degeri KVD grubunda belirgin olarak daha yiiksek bulunmustur.
Ancak GSTTI null genotip sikli§i KVH grubunda daha az goriilmiistiir. Calisma
sonucunda MN sikliginin KVH riskini dnceden haber veren uygun bir sitogenetik
parametre olduguna ve GSTT1 pozitif genotip sikliinin da kardiyovaskiiler
hastaliklardan oliim riskini etkiledigine karar verilmistir. (Murgia et al., 2007).
Gelismis iilkelerde KVD ve kanser oliim nedenleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Bu tip kronik dejeneratif hastaliklarda oksidadif stres ve DNA hasar1 gibi
ortak risk faktorleri bulunmaktadir (WHO, World Health Organization,
www.who.int/, Mortality Database. Trosko and Chan 1980, De Flora et al., 1996,
Ross R. 1999).

DNA hasar1 kanserde bazi onkogenleri aktive edip veya timor siipresor
genleri inaktive edip, genetik instabiliteye neden olurken, kardiyovaskiiler hastalarda
endotelyal hasara tepki olarak intimadaki diiz kas hiicrelerinin asir1 proliferasyonuna
neden olarak aerosklerotik plak olusumunu tetiklemektedir. (Andreassi and Botto
2003, Benditt and Benditt 1973, Schooten et al., 1998). KVH vakalarinda DNA
hasar1 ve sitogenetik hasarin oldugu ¢esitli ¢aligmalarda ifade edilmistir. (Izzotti et
al., 2001, Botto et al., 2001, Flora et al., 1997, Masetti et al., 2003). Masetti ve
arkadaslart MN sikligi, GST genotipi ve KVH baglantisin1 gosterir ilk ¢alismay1
yapmislardir (Masetti et al., 2003).

308 KAH ve 122 saglikli birey ile ¢alisan arastirmacilar gruplar arasinda GST
null genotip acisindan farklilik bulamamislardir. Ancak GST null genotipli olup
sigara icenler GST pozitif genotipli olup sigara icmeyenlerden daha fazla koroner
arter hastalig1 riskine sahiptirler. MN seviyesi sigara icen null genotiplilerde, yine
sigara icen GST pozitif genotiplilere gore daha yiiksek bulunmustur. Calismada GST
null genotipin sigaranin KAH {izerindeki etkisini giiclendirdigi yorumu yapilmustir.
Calisma sigara igen null delesyonlu bireylerin sigara igmeyen ve her iki geni de

saglam olanlara gére KAH olma olasiliginin 4 kat yiiksek oldugunu ifade etmektedir.
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Calismanin en 6nemli vurgusu null delesyonlu sigara igicilerinin genleri saglam olan
sigara icicilerinden daha siddetli anjiografik bulgulara sahip olmasidir.

Bir epidemiyolojik calismada GSTMI1 null genotipe sahip bireylerin KAH
goriilme ihtimalinin daha yiiksek oldugu belirtilirken (Li et al., 2000), diger bir
calismada GSTMI1 null genotipe sahip bireylerin anlamli olarak azalmis akut kalp
krizi riskinin oldugu belirtilmistir (Wilson et al., 2000).

De Weart ve meslektaglarinin yaptigi bir diger ¢alismada ise; karotid intima
media kalmligmin 2 yillik takip sonucunda GSTMI1 null genotipe sahip sigara
icenlerde GSTM1 geni olan sigara igicilerine gore belirgin sekilde daha fazla arttigini
gozlemlemislerdir (Weart et al., 2000). Wang ve arkadaslart GSTM1 null genotipi
KAH’1n siddetini etkileyen bir 6n parametre olarak yorumlamaktadirlar (Wang et al.,
2002). GSTT1 geninin bulunmasi KAH ve alt ekstremite arter hastaliklar1 riskinin
artigt ile baglantilidir. Bu durum bazi arastirmacilar tarafindan GSTT1 proteinlerinin
sigara i¢indeki bir takim kimyasallar1 daha toksik formlara ¢evirmekte ve bu da
atheroskleroz riskini arttirmakta seklinde yorumlanmaktadir (Li et al., 2000, Li et al.,
2001). Gergekten GSTT’ler elektrofil siipiiriicii gibi bilinse de bazen metabolik
aktivator gibi davranip; hiicre ve DNA igin zararli ara metabolitler liretebilmektedir
(Landi 2004).

Sitogenetik ¢aligmalara bakacak olursak; GSTM1 ve T1 null genotipe sahip
bireylerden yapilan kan kiiltlirlerinde bir takim genotoksik ajana karsi hassasiyetin
artt1g1 lenfositlerdeki kromozomal ve oksidatif DNA hasarinin arttigi gézlenmistir
(Norppa 1997, Dusinska et al., 2001). Hatta GSTMI1 null genotipli bireylerin
aterosklerotik lezyonlarindan alinan diiz kas hiicrelerinde artan DNA hasar1 tespit
edilmistir (Izzotti et al., 2001). Yine bir diger ¢alismada, aterosklerozlu hastalarda
GSTMI null genotipli sigara igicilerinin yine sigara icen ancak GSTM1 genine sahip
bireylere gore lenfositlerinde yiiksek siklikta kromozomal aberasyon oldugu
saptanmistir (Salama et al., 2002). Masetti ve arkadaslarinin yaptiklar1 calisma GST
null genotip ve artan DNA hasarin1 gostermesi agisindan 6nemli olmakla birlikte;
GST null genotipin koroner arter hastaliginda somatik DNA hasarmin birikimine
katkida bulundugu hipotezini desteklemesi agisindan da faydali bir ¢alisma olmustur.

Aterosklerotik koroner arter hastaligi, cevresel faktorler ile predispose

genlerin etkilesimi ile olusan multifaktoriyel bir islemdir. Son zamanlarda
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ksenobiyotiklerce olusturulan DNA hasarmmin erken faz aterogenezde O6nemli rol
oynadigi kabul edilmektedir. DNA hasar1 arterlerin intimasindaki diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonuna neden olmaktadir. Bu durum Benditt tarafindan
monoklonal teori olarak tanimlanmaktadir. (Benditt and Benditt 1973). Anjigrafi
yapilan 400 hastanin 299 tanesi koroner ateroskleroz ve 101 tanesi de kontrol grubu
olarak tasnif edilen bir ¢aligmada, GSTM1 ve T1 gen polimorfizmlerinin koroner
ateroskleroz ile anlamli baglantisinin olmadigir goriilmiistiir. (Bazo et al., 2011).
Benzer sekilde Park ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada GSTT1 genotipi ile
karotid aterosklerozlu Koreli hastalar arasinda baglanti goriilmemistir. (Park et al.,
2004). Girisha ve arkadaglarinin Hindistan populasyonunda yaptiklar1 ¢caligmada da
GSTMI genotipi ile KAH arasinda baglanti bulunmadig ifade edilmistir (Girisha et
al., 2004).

Ancak Abu-Amero ve arkadaglarinin yaptiklart c¢alismada GST null
genotipinin sigara faktoriine bagli olmaksizin KAH risk faktorii oldugu (Abu-Amero
et al., 2006), baz1 arastiricilar ise GST genleri ile KAH 1n sadece sigara i¢enlerde
baglantili oldugu (Salama et al., 2002, Manfredi et al., 2007) veya bazi ¢aligmalarda
sigara icenlerde igmeyenlerle kiyaslanlandiginda bir baglanti oldugu gozlenmistir
(Wilson et al., 2000).

Yine sigara igmenin kan damarlar ve kalpte DNA degisikliklerine yol agarak
KAH’na neden oldugunu savunan bir ¢aligmada polimorfik GST genlerinin KAH ile
baglantili olup olmadigi degerlendirilmistir. Ardisik olarak alinan 222 sigara igen
vakanin degerlendirmesi sonucunda 169 KAH, 53 saglikli birey tespit edilip ¢alisma
gruplari belirlenmistir. GSTM1 null genotip sikligit KAH grubunda anlamli olmasa
da yiiksek bulunmustur (% 58,6’ya karsin % 45,3). GSTT1 null genotip ise KAH
grubunda istatistiki olarak anlamli olacak sekilde yiikksek bulunmustur (% 43,8’
karsin % 24.,5). GSTM1 ve T1 null genotipli bireylerde ise anlamli olacak sekilde
daha yiiksek stenozlu damar bulunur ve KAH riski artmistir. Bulgular GST null
genotipe sahip bireylerin sigara kullanmalari durumunda KAH acisindan yiiksek risk
altinda olduklarim1 gostermesi ve gen-gevre etkilesiminin hastalik olusumu
tizerindeki etkisini gostermesi agilarindan orijinal bir ¢alismadir. (Manfredi et al.,

2007).
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[fade edilen calismalarda KVH ile GST’lerin direkt iliskisine bakilirken;
KVH etyolojisinde rol oynayan bir takim faktorler ile GST’lerin iliskisinin
incelendigi c¢aligmalar da mevcuttur. GST genlerinin KVH risk faktorlerinden,
hiperkolesterolemi, hipertansiyon, sigara, alkol ile iligkisinin incelendigi literatiirler
bulunmaktadir. Hipertansiyonun patomekanizmasinda; ¢ok farkli yolaklarin etkili
oldugu bilinmektedir. Basglica; elektrolit dengesinin saglanmasinda gorevli
genlerdeki defektler (Tobin et al., 2008, Newhouse et al., 2005, Tobin et al., 2005,
Sayed-Tabatabaei et al., 2006, Staessen and Bianchi 2005), vaskiiler yap1 ve
fonksiyonda gorevli genlerdeki defektler (Graham et al., 2007) ile oksidadif stres ile
alakali genlerdeki defektler hipertansiyonu etkileyebilmektedir. GST enzimlerinden
ozellikle GSTM smifi, serbest radikallerin detoksifikasyonunda goérevlidir. M sinifi
genler oksidadif strese karsi koruyucudur ve azalan GSTMI1 ekspresyonunun
hipertansiyon ile baglantili oldugu literatiirlerde ifade edilmistir (Aitman et al., 2008,
McBride et al., 2003, McBride et al., 2005). GST enzimleri vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve endotel hiicreleri gibi farli orjinli hiicre tiplerini oksidadif hasara karsi
korumaktadir. (Kerr et al. 1999, Hamilton et al., 2001, Miller et al., 2003). Farkl
calismalar GSTM1 ve T1 genlerinin farkli bulunus durumlarinin hipertansiyon ile
etkisini farkli degerlendirmislerdir (Marinho et al., 2007, Saadat et al., 2004,
Capoluongo et al., 2009). Kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda etkili diger
durumlar olan kolesterol, trigliserid seviyeleri ve diyabet ile GST enzim gen
polimorfizmleri ve enzim seviyeleri arasindaki baglanti literatiirlerde belirtilmistir
(Gannage-Yared et al., 1998, Macial et al., 2009, Wang et al., 2006).

Daha o6nce de ifade edildigi gibi koroner damarlarin bir boliimiiniin komsu
normal koroner damar ¢apina gore tikayict lezyon olmaksizin 1,5-2 kat genislemesi
koroner arter ektazi (KAE) veya anevrizmal koroner arter hastaligi olarak
tanimlanmaktadir. Bu genisleme iki kattan daha fazla olursa koroner arter
anevrizmasi olarak tanimlanmaktadir (Swaye et al. 1983, Falsetti and Carroll 1976).
Koroner arter ektazi ve anevrizmalarit koroner anomalilerinin nadir formlaridir ve
konjenital veya kazanilmis kdkenli olabilirler (Swanton et al., 1978).

Calismamizda GSTMI1, T1 ve P1 polimorfizmleri KAE vakalarinda
degerlendirilmistir. Calismamiz kapsaminda 90 KAE vakasi ile 91 kontrol vakasi

degerlendirilmistir. Gruplar arasinda demografik 6zellikler (yas, cinsiyet) ve risk
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faktorleri (hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabet, heredite ve sigara kullanimi)
yoniinden istatistiki agidan anlamli farkliliklar bulunmamaktadir.

Ayrica gruplar arasinda biyokimyasal (Glukoz, kreatin, AST, ALT, total
kolesterol, trigliserid, HDL, LDL, WBC, HB, PLT) ve ekokardiyografik 6zellikler
(ejeksiyon fraksiyonu) acisindan da istatistiksel olarak fark bulunmamustir.

Gruplarimizdan KAE  vakalarmin  herbisit  maruziyet agisindan
degerlendirmesi sonucu 43 tanesinin herbisit maruziyetli, 47 tanesinin herbisit
maruziyetsiz oldugu goriilmustiir. Herbisit maruziyetli KAE grubu ve maruziyetsiz
grup arasinda da demografik, biyokimyasal ve ekokardiyografik ozellikler a¢isindan
fark goriilmemistir.

GSTMI1 null genotip oranmmin KAE grubunda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek oldugu
bulunmustur (p=0,008).

GSTT1 null genotip oraninin da KAE grubunda kontrol grubuna goére daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p=0,01).

KAE grubunun herbisit maruziyetli ve maruziyetsiz kisimlar1 GSTM1 ve T1
gen polimorfizmleri yoniinden degerlendirilmistir. Herbisit maruziyetli olan KAE
grubu herbisit maruziyeti olmayan KAE grubu ile kiyaslandiginda GSTM1 null
genotip frekansinin maruziyetli grupta fazla oldugu bulunmustur (p<0,001). Aym
sekilde GSTT1 null genotip oran1 da maruziyetli grupta daha ytiksektir (p=0,001).

Kardes kromatid degisim (KKD) siklig1 acisindan degerlendirildiginde ise;
KKD oranmmin KAE grubunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiki olarak
anlaml1 olacak sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Yine KKD
sayilar1 herbisit maruziyetli grupta maruziyetsiz gruptan daha yiiksek bulunmustur
(p=0,001).

GSTP1 gen polimorfizmi agisindan gruplar incelendiginde ise AA genotipin
yani homozigot normal (wild tip) genotipin normal koroner arter grubunda anlaml
olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0,004).

GST enzimi biyokimyasal olarak degerlendirildiginde KAE grubunda kontrol
grubuna gore daha yiiksek enzimatik aktivite gozlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda, GST gen polimorfizmlerinin koroner arter

ektazi vakalari ile iligkisine bakilmadigr goriilmiistiir. Calismamiz kapsaminda
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GSTM1 ve TI null genotip frekansinin KAE grubunda yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Manfredi ve arkadaslarimin yaptiklar1 c¢alismada da GSTTI null
genotipinin ve GSTMlve T1 null genotiplerinin birlikte bulunmasinin KAH ile
anlaml1 diizeyde iligkili oldugu goriilmiistiir. Ancak GSTM1 null genotipi, yine KAH
grubunda daha yiiksek goriilmesine karsin anlamlilik tespit edilmemistir (Manfredi et
al., 2007).

Martin ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada da GSTM1 ve T1 null
genotiplerinin koroner arter hastalarinda (KAH) yiiksek siklikta goriildiigli ifade
edilmistir (Martin et al., 2009).

Masetti ve arkadaglarinin yaptiklar1 g¢alismada ise; GST null genotip
sikliginin KAH ve KAH olmayan gruplar arasinda anlamhi farklilik gostermedigi
tespit edilirken; sigara icen ve GSTM1, T1 null genotipine sahip bireylerin sigara
icmeyenlere gore daha yliksek KAH yakalanma riskinin oldugu goriilmiistiir. Sigara
igmeyip GSTMI1 ve T1 null genotipine sahip bireylerde KAH gelisme riski 0,66
iken; sigara icen GSTMIlve T1 null genotiplilerde bu oran 1,5’a yiikselmektedir.
Ayrica sigara icen ve GSTMI1 ve T1 null genotipe sahip bireylerin daha fazla
stenozlu damara sahip olup daha agir tablolarda oldugu goriilmiistiir. Calismada
mikrontikleus (MN) seviyesi de sigara igen ve GSTM1 ve T1 null genotipli olanlarda
sigara i¢ip genleri mevcut olanlardan daha yliksek bulunmustur (Masetti et al., 2003).
Calismamiz kapsaminda da MN testi gibi bir sitotoksisite testi olan KKD siklig1
gruplar arasinda karsilastirilmis ve KAE grubunda kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Murgie ve arkadaglarinin 2007°de yaptiklar1 ¢alismada ise; GSTT1
null genotip sikligimin kardiyovaskiiler hastalik (KVH) grubunda daha az goriildiigii
tespit edilmistir. Yani ifade edilen yukaridaki caligmalarin aksine GSTT1 pozitif
genotip KVH grubunda daha yiiksektir. Ayrica yiiksek MN sikligina sahip bireylerin
daha fazla KVH riskine sahip oldugu ve MN testinin erken donemde KVH o6liim
riskini gosterebilecek bir sitogenetik biyomarker oldugunu ifade etmislerdir. Bu
calismalarin yanisira GSTM1 ve T1 null genotipinin aterosklerotik koroner arter
hastaliginda anlamli omadigin1 gésteren ¢alismalar da mevcuttur (Bazo et al., 2011).

Calismalarin sonuglar1 arasindaki farkliligin sebepleri arasinda; calisma
gruplarinin sayisal heterojenitesi, ¢alismanin yapildig: bolge, tani kriterlerinin farklh

olmasi ve laboratuvar hatalar1 gibi problemler sayilabilmektedir. Bunlarin yanisira
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calismamiz daha 6nce yapilan ¢aligsmalarin biiylik ¢ogunlugu ile aynm1 yonde sonuglar
gostermistir. KAE vakalarinda GST gen polimorfizmlerini ilk kez tarayan bir ¢alisma
olmasi durumuyla da orijinal bir ¢calisma olmustur. Ayrica yoremizde lokal olarak
daha fazla goriilen KAE hastaliginin gerek bolgemize has yogun herbisit maruziyeti
ile arttigi ve GST gen delesyonlart olmast durumunda da bu durumun daha da
siddetlendigi ¢alismamizin ¢ikarimlari arasindadir. GST genleri agisindan delesyonlu
bireylerin tarimla ugrasmalari durumunda daha dikkatli ¢aligmalarinin, kardiyolojik
hastaliklardan korunmalarinda bir 6nlem olusturacagi da ifade etmemiz gereken

diger 6nemli bir husustur.
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OZET

Koroner Arter Ektazililerin Kardes Kromatid Degisimi (SCE) ve

Detoksifikasyon Enzim Gen Polimorfizmleri Yoniinden Degerlendirilmesi

Koroner arter ektazisi (KAE), koroner arterlerin lokal veya genel anevrizmal
genislemeleridir. Calismamizda, Koroner Arter Ektazi (KAE) vakalarinda detoksifikasyon
enzimlerinden Glutatyon S-Transferaz (GST) enzim ailesinin GSTM1, T1, P1 genlerindeki
polimorfizmlerin analizi amaglanmigtir. Ayrica bu vakalarin Kardes Kromatid Degisim
(KKD) sayilar1 ile GST enzim seviyeleri biyokimyasal olarak degerlendirilmistir.
Calismamiz KAE tanis1 almis 90 vaka ile bunlarla yas ve cinsiyet agisindan uyumlu 91
kontrol bireyi ile gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonlar1 yapilan c¢alisma gruplarinda PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) metodu kullanilarak polimorfizmler
analiz edildi. Ayrica heparinize halde alinan kanlarda KKD sikligin1 degerlendirmek igin
kiiltiirler olusturuldu ve olusturulan preparatlar degerlendirildi. KAE ve kontrol grubundan
elde edilen serumlarda ise biyokimyasal olarak GST enzim seviyesi analiz edildi. Caligma
grubu ve kontrol grubu arasinda yas, cinsiyet, risk faktorleri, biyokimyasal ve
ekokardiyografik ozellikler agisindan anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
GSTMI, T1, P1 gen polimorfizm diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
KAE vaka grubunda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Yine KKD sikligiin ve
GST enzim miktarinin KAE vaka grubunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha yiiksek
oldugu bulunmustur (p<0,05). Ayrica KAE vaka grubu herbisit maruziyeti agisindan
gruplandirilmistir. Herbisit maruziyetli grupta maruziyetsiz olanlar ile kiyaslandiginda
GSTM1, T1 ve P1 gen polimorfizm diizeylerin ve KKD degerlerinin ve GST enzim
seviyelerinin daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05).

Calismamizda elde edilen verilerin, bolgemizde tarimla ugrasan ve herbisite maruz
kalan bireylerin GST gen polimorfizmleri bulunmasi durumunda, ilaglara kars1 daha dikkatli
olmaya yonlendirmede kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamiz KAE’li vakalarda

GST gen polimorfizmlerini tarayan ilk ¢alismadir.

Anahtar sozciikler: Koroner Arter FEktazisi, Glutatyon S-Transferaz gen

polimorfizmi, Kardes Kromatid Degisimi, RFLP
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ABSTRACT

Evaluation of Coronary Artery Ectasia via Sister Chromosome Exchange (SCE)

and Gene Polymorphisms of Detoxification Enzymes

Coronary artery ectasia (CAE) is defined as local or generalized aneurysmal
dilatation of the coronary arteries. The aim of this study was to analyze gene polymorphisms
of enzyme family of Glutathione S-Transferase GSTM1, T1, P1 of detoxification enzymes in
cases with coronary artery ectasia (CAE) as well as the level of GST enzyme and Sister
Choromatid Exchange (SCE) frequency were evaluated.

Our study was carried out in a total of 90 cases diagnosed with CAE and a total of 91
population-matched healty controls in respect to age and genders. After DNA isolation,
polymorphisms were analyze using Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) methods. In addition, to evaluate the frequency of SCE,
the cell cultures were employed and praparets were examined. The levels of GST enzymes
was analyzed biochemicaly in serums obtained from subjects.

No significant differences were obtained in terms of age, genders, risk factors,
biochemical parameters and echocardiographic characteristics between study and control
groups (p>0,05).

The levels of GSTM1, T1, P1 polymorphisms were statisticaly higher in CAE cases
than controls (p<0,05). The frequency of SCE and GST enzyme levels were higher in CAE
cases than controls (p<0,05). In our study CAE group was also divided into subgroups in
respect to herbicide exposure. GSTMI1, T1, P1 gene polymorphisms, SCE frequency and
levels of GST enzymes were higher in herbicide effected group.

We think the data obtained in this study can be used to direct people who have
deletions in GST genes to avoid chemicals and herbicide exposure. To our knowledge this is
the first study examining the polymorphisms encoding GST enzymes polymorphisms in

cases with CAE.

Keywords: Coronary artery ectasia, gene polymorphism of Glutathione S-
Transferase, Sister Chromatid Exchange, Restriction Fragment Length Polymorphism

(RFLP)
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