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OZET

TEKTAS A. Hemodiyaliz hastalarinda lipoprotein iliskili fosfolipaz A2, arjinaz
ve nitrik oksit diizeyleri. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2010. Hemodiyaliz
hastalarinda armis kardiyovaskiiler riski erken donemde gosterebilecek spesifik
belirteglerin arayisi devam etmektedir. Bu ¢alismada serum arjinaz aktivitesi ile
lipoprotein iliskili fosfolipaz A2 (Lp-PLA2) ve nitrik oksit (NO) diizeylerinin,
hemodiyaliz hastalarindaki endotel disfonksiyonu ve kardiyovaskiiler riskteki olasi
rollerini incelemeyi amagladik. Calisma, yaslart 29-78 arasinda degisen, 70
hemodiyaliz hastas1 (32 kadin ve 38 erkek) ile yas ve cinsiyet uyumlu 18 kontrol
grubunda (8 kadin ve 10 erkek) yapildi. Hasta ve kontrol grubunun serum
orneklerinin lipit profili, yiiksek duyarlikli C-reaktif protein (hsCRP), Lp-PLA2 ve
NO diizeyleri ile arjinaz aktiviteleri belirlendi. Hasta grubunda kontrol grubuna gore,
Lp-PLA2 diizeyleri ve arjinaz aktiviteleri yiiksek, NO diizeyleri ise diisiik bulundu.
Lp-PLA2 diizeyleri ve arjinaz aktiviteleri trigliserid, total kolesterol, LDL-kolesterol,
yas, ve viicut kitle indeksi ile pozitif, HDL-kolesterol, ve NO diizeyleri ile negatif
korelasyon gosterirken, hsCRP ile korelasyon bulunmadi. Hastalar1 ayrica, asagidaki
sekilde 3 gruba ayirarak Lp-PLA2, NO ve arjinaz aktiviteleri yoniinden inceledik.
Grup 1 (G-1); Diyabeti ve bilinen makrovaskiiler komplikasyonu bulunmayan,
hemodiyaliz hastalari. Grup 2 (G-2); Bilinen makrovaskiiler komplikasyonu olan
hemodiyaliz hastalari. Grup 3 (G-3); Diyabetik nefropatili hemodiyaliz hastalari.
Lp-PLA2 diizeyleri, biitiin gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
yiiksekti, G-2 ve G-3 gruplar1 arasinda da anlaml fark bulundu. Arjinaz aktiviteleri,
biitiin gruplarda kontrol grubuna gore yiiksekti, G-2 grubunda G-1’den yiiksek, G-
3’den farksizdi. Nitrik oksit diizeyleri tiim hasta gruplarinda kontrol grubuna gore
diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak sadece G-2 ve G-3 arasindaki fark
anlamliydi. G-1 grubunda G-2’den farksiz G-3’den 6nemli diizeyde yiiksekti. Sonug
olarak arjinaz ve Lp-PLA2 artislari ve azalmis NO diizeyleri, hemodiyaliz
hastalarinda endotel disfonksiyonu ve buna bagl gelisebilecek kardiyovaskiiler

riskleri yansitmada yararli parametreler olarak goriinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Arjinaz, Hemodiyaliz, Lp—PLA2, NO
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ABSTRACT

TEKTAS, A. Lipoprotein-associated phospholipase A2, arginase and nitric
oxide levels in hemodialysis patients. Eskisehir Osmangazi University, Faculty
of Medicine, Department of Medical Biochemistry, Specialty Thesis, Eskisehir,
2010. Investigation of specific markers that can indicate increased cardiovascular
risk in hemodialysis patients is pursuing. In this study we aimed to investigate the
possible roles of serum arginase activity, lipoprotein-associated phospholipase A2
(Lp-PLA2) and nitric oxide (NO) levels in endothelial dysfunction and
cardiovascular risk in hemodialysis patients. The study was conducted with 70 (32
women and 38 men) hemodialysis patients, aged between 29 and 78, and 18 (8
women and 10 men) age- and sex-matched controls. Lipid profile, high sensitivity
C-reactive protein (hsCRP), Lp-PLA2 and NO levels and arginase activity were
determined in serum samples obtained from patient and control groups. In patient
group, Lp-PLAZ2 levels and arginase activities were higher and NO levels were lower
compared to control group. Lp-PLAZ2 levels and arginase activity were found to be
positively correlated with triglyceride, total cholesterol, LDL-cholesterol, age and
body mass index and negatively correlated with HDL-cholesterol and NO levels,
while there was no correlation with hsCRP. We also investigate Lp-PLA2, NO and
arginase activity by classifying patients into 3 groups: Group 1 (G-1): Hemodialysis
patients without diabetes and known macrovascular complications. Group 2 (G-2):
Hemodialysis patients with known macrovascular complications. Groups 3 (G-3):
Hemodialysis patients with diabetic nephropathy. Lp-PLAZ2 levels were statistically
significant in all patient groups compared with control groups. There was also a
significant difference between G-2 and G-3 groups. Arginase activities were higher
in all groups than control. In G-2 group it was higher than G-1 and indifferent from
G-3. Although nitric oxide levels were lower than control groups in all patient
groups, only the difference between G-2 and G-3 was statistically significant. In G-1
group it was indifferent from G-2 and significantly higher than G-3. In conclusion,
increased arginase and Lp-PLA2 and decreased NO levels seems to be beneficial
parameters in terms of reflecting endothelial dysfunction and associated
cardiovascular risks in hemodialysis patients.

Key Words: arginase, hemodialysis, Lp-PLA2, NO
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1. GIRIS

Kronik bobrek hastaligi (KBH), diinyada ve {ilkemizde epidemi halini almis
onemli bir halk sagligi sorunudur. Kronik bdbrek yetmezligi (KBY), cesitli
hastaliklara bagli olarak nefronlarin progresif ve geri doniisiimsliz kaybi ile
karakterize olan bir sendromdur. Kronik bobrek hastaliginin tiim evrelerinde
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenini
olusturmaktadir. Pek ¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilen goriise gore, KVH’lar
KBY’nin erken donemlerinden itibaren olugmaya baslamaktadir. Kronik bdbrek
hastaliginin baslangi¢c dénemlerinde medikal tedavi ve diyet ile KBY ’nin son evresi
olan son dénem bobrek yetmezligine (SDBY) ilerlemesi geciktirilmeye calisilsa da,
terminal donemde mutlaka renal replasman tedavisi (RRT) olan diyaliz veya
transplantasyona gerek duyulmaktadir. Ayni sekilde, diyaliz hastalarinda KVH’ya
bagli 6liimler genel popiilasyona gore daha yiiksektir.

Kardiyovaskiiler hastaligin gelismesine yol agan hipertansiyon, hiperlipidemi,
Diabetes Mellitus (DM) gibi risk faktorlerinin ¢cogu KBY’li hastalarda sikca
bulunmaktadir. Ayrica iiremik hastalarda zeminde var olan kronik inflamasyon da
ateroskleroz gelisimi ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir.

Son yillardaki ¢alismalarla KBY’li hastalarda endotel disfonksiyonu oldugu
gosterilmigtir. Endotel kaynakli nitrik oksit (NO) endotel fonksiyonlarinin
stirdiiriilmesinde 6nemlidir. Endotel disfonksiyonu ile beraber NO sentezinin
bozulmas1 vaskiiler degisikliklerle birliktelik gosterir. Ure biyosentezinin son
basamagini katalize eden, iire ve ornitin olusturan arjinazin, substrat olarak L-arjinini
kullanarak nitrik oksit sentaz (NOS)’la yaristigi ve NO sentezini inhibe ederek,
KVH’larla iligkili olaylarin patogenezinde rol aldig1 diisiintilmektedir.

Lipoprotein iligkili fosfolipaz A2 (Lp-PLAZ2), hiicre zar1 ve lipoproteinlerin
fosfolipidlerinin sn-2 ester bagini hidrolize edebilen hiicreler arasi ve sekretuar
fosfolipaz enzimleri ailesinin bir {iyesidir. Lipoprotein iligkili fosfolipaz A2’nin
inflamatuar bir belirte¢ olarak aterogenezin patogenezinde rol alan ve bagimsiz bir
risk faktorii oldugunu gosteren ¢alismalar artmaktadir.

Bu ¢alismadaki amacimiz, serum arjinaz aktivitesi ile Lp-PLA2 ve NO’nun,
hemodiyaliz hastalarindaki, endotel disfonksiyonu ve kardiyovaskiiler riskteki olasi

rollerini incelemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kronik Bobrek Yetmezligi

2.1.1. Tamm

Kronik bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon degerinde azalma sonucu,
bobregin sivi-soliit dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda
kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir (1). Bobrek yetmezligi olan
bir olguda; ii¢ aydan uzun siiren azotemi, uzun siireli iremik belirti ve bulgular, renal
osteodistrofi belirti ve bulgulari, anemi, hiperfosfatemi, hiperkalemi, idrar
sedimentinde genis silendirler ve radyolojik incelemelerde bilateral kiigiik bobrekler
kronik hastalik gostergeleridir. Bu 6zellikler KBY’yi akut bobrek yetmezliginden
ayirir (2).

Ilerleyici olmasi nedeniyle KBY nin hangi seviyede oldugunun saptanmast,
dogru tan1 ve tedavinin diizenlenmesi i¢in ¢ok Onemlidir. 2002 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde Ulusal Bobrek Vakfi (National Kidney Foundation) KBH ile
ilgili bir kilavuz hazirlamistir. Bu kilavuzda KBH 5 evreye ayrilir (Tablo 2.1):

Tablo 2.1.KBH nin Ulusal Boébrek Vakfi kilavuzlarina gore evreleri

Evre Tanim GFR(ml/dk)
1 Normal veya artmis GFR ile birlikte bobrek hasari >90

2 Hafif diisiik GFR ile birlikte bobrek hasari 60-89

3 Orta derecede diisiik GFR 30-59

4 Agir derecede diisiik GFR 15-29

5 Son donem bobrek yetmezligi <15

Kronik bobrek yetmezliginin erken evresinde sadece bobregin fonksiyonel
rezervinde azalma vardir, klinik belirti ve/veya bulgu yoktur. Orta evrede, yani
bobrek yetersizliginde azotemi olusur ve bazi klinik belirtiler ortaya cikabilirse de
cogunlukla hastalar asemptomatiktir. Ileri evreye ulasmis bobrek yetmezliginde
glomertiler filtrasyon orani (GFR) 20-25 ml/dk’nin altina diismiistiir. Bobregin
ekskresyon, biyosentez ve regiilasyon fonksiyonlarmin biiyiikk 6l¢iide bozulmasi
klinik belirti ve bulgularin ortaya ¢ikmasimma neden olur. Son ddénem bobrek

yetmezliginde, bobrek fonksiyonlarinin ileri derecede kaybi sonucunda giderek artan



azotemi ve hemen hemen her organ sistemi ile ilgili belirti ve bulgular ortaya ¢ikar.

Terminal donemde ortaya ¢ikan bu klinik durum tiremi olarak tanimlanir (2).

2.1.2. Epidemiyoloji ve Etyoloji

Amerika Birlesik Devletlerinde, yaklasik 270.000 hasta diyaliz tedavisi
gormekte ve ilave olarak 100.000 kisi de bobrek nakli ile yasamlarina devam
etmektedir (3).

Son 20 yilda SDBY insidansinda dramatik bir artig olmustur. Bunun yaninda
KBY’nin etyolojisinde goreceli bir degisim yasanmistir. Gegmiste KBY ’nin en sik
nedeni glomeriilonefritler iken glinlimiizde diyabetik ve hipertansif nefropatilerdir.
Etyolojideki bu degisimin nedeni, glomeriilonefritlerin daha efektif tedavi edilmesi,
diyabetik ve hipertansiyonlu hastalarda mortalitenin azalmis olmasidir. Genellikle
Oomriin uzamasi ve erken kardiyovaskiiler mortalitenin azalmas1 KBY’li hastalarin
ortalama yasimi artirmistir. Yaglilarda KBY’nin en sik nedeni hipertansiyondur.
Ilerlemis KBYli hastalarin ¢ogunda etiyoloji tespit edilemez (4).

Tiirkiye’de son donem bobrek yetmezligi nedenleri ile ilgili en saglikl veriler

Tiirk Nefroloji Dernegi tarafindan diizenlenmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2 Tiirkiye’de SDBY ’nin nedenleri

Hastahk %
Diabetes Mellitus 27,2
Hipertansiyon 25
Kronik glomertilonefrit 7,5
Urolojik hastaliklar 6,0
Polikistik bobrek hastaliklari 4,3
Sekonder glomeriilonefrit/vaskiilit 2,2
Pyelonefrit 3,6
Renal vaskiiler hastalik 1,8
Diger nedenler 4,8
Belirsiz 17,7
Yetersiz bilgi 2,0

2.1.3. Fizyopatolojisi ve Klinik Ozellikleri
Kronik bobrek yetmezliginin fizyopatolojisi, altta yatan primer hastaliga 6zgii
baslatict mekanizmalar igerir. Bunun yaninda, fonksiyonel nefron kitlesinin azalmasi

sonucunda ortaya ¢ikan ve ilerleyici 6zellik gosteren mekanizmalar da mevcuttur.



Bobregin fonksiyonel nefron kitlesinin azalmasi, saglam nefronlarda fonksiyon
artisina ve hipertrofiye neden olur. Bu kompansatuar hipertrofi, baslangicta
adaptasyon olarak gelisen hiperfiltrasyona baglidir ve vazoaktif molekiiller,
sitokinler ve biiylime faktorleri ile olusturulur. Glomeriiler hiperfiltrasyon ise
glomeriil kapiller basinci ile birlikte plazma akiminin artmasi ile gergeklestirilir.
Sonucta kisa siireli bu adaptif degisiklikler geri kalan nefron kitlesinde skleroza
zemin hazirlayan degisikliklere yol acar ki, bu da altta yatan hastalia gore
degismeksizin glomeriillerde skleroza neden olur (4). Saglam kalan nefronlarin
fonksiyonlarini azaltan bu patolojik yol, altta yatan primer hastalik aktivitesini yitirse
bile devam eder. Bu fizyopatolojik mekanizmada renin anjiyotensin aldosteron
sisteminin (RAAS) aktivasyonu énemli rol oynar. Intrarenal RAAS aktifleserek hem
baslangigtaki adaptif hiperfiltrasyona hem de ardindan gelisen maladaptif hipertrofi
ve skleroza katkida bulunur. Renin anjiyotensin aldosteron sisteminin
aktivasyonunun uzun siireli bu maladaptif etkileri, kismen transforme edici biiyiime
faktorii-beta (TGF-B) gibi biiylime faktorleri ile olusturulur (4).

Glomertiler filtrasyon oraninin azalmasinin bir gostergesi olarak serum iire ve
kreatinin seviyesi yiikselse bile, GFR normalin %30’una diismedigi siirece hastalar
asemptomatik kalabilir. Bununla birlikte, ¢ok dikkatli bir sekilde yapilan muayenede
genellikle, bobrek yetmezliginin erken klinik ve laboratuar bulgular1 ortaya
c¢ikarilabilir. Bunlar noktiiri, hafif diizeyde anemi, hafif giic kaybi, istah azalmasi ve
beslenme bozukluklaridir. Laboratuar incelemelerinde ise kalsiyum ve fosfor
anormallikleri saptanabilir. GFR % 30’un altina indigi zaman klinik belirtiler artar,
bobrek yetmezligi ilerledik¢e klinik tablo agirlasir ve biyokimyasal anormallikler
gelisir. Karbonhidrat intoleransi, hiperiirisemi, dislipidemi gibi metabolik
anormallikler goriliir (4).

Serum sodyum diizeyi normal veya azalmig, potasyum diizeyi normal veya
artmis olabilir. Hipokalsemi ve hiperfosfatemi vardir. Serum parathormon diizeyi
yiikselmistir. Metabolik asidoz gériiliir. Idrar dansitesi izosteniiriktir (1008—1010).
Oligiiri vardir, terminal satha ise aniiriktir. GFR 15 ml/dk’nin altina inince
SDBY’den bahsedilir ve hastalar diyaliz, renal transplantasyon gibi RRT ye ihtiyag
duyarlar (1).



2.1.4. Son Donem Bobrek Yetmezligi Tedavisi

Kronik bobrek yetmezligini olusturan hastaliklarin ¢ogunun, etkin ve 6zgiin
bir tedavisi yoktur. Periton diyalizi ve hemodiyaliz gibi yasami uzatan teknikler,
organ transplantasyonu yapilmazsa, son donem bobrek yetmezligini Oliimle
sonuglanmayan yegane major organ yetmezligi haline getirmektedir (5).

Diyaliz; kandaki bazi toksik maddelerin yar1 gecirgen bir zar araciligiyla
diyalizat adi verilen fizyolojik konsantrasyonda elektrolit iceren bir soliisyona
gecmesidir. Hemodiyaliz makinesinin 3 énemli komponenti vardir.

1) Diyaliz membrani

2) Kan akimini saglayan kan pompasi

3) Diyalizat soliisyonu

Gilintimiizde hemodiyalizde diyaliz membrani olarak ¢cogunlukla seliiloz veya
kuprofan gibi yar1 sentetik membranlar kullanilir. Kanin sekilli elemanlari, plazma
proteinleri, molekiil agirhig biiyiik olan maddeler, bu membranlardan gegemezken,
suda eriyebilen, plazma proteinlerine bagli olmayan diisiik molekiil agirlikl
maddeler membrandan difiizyon yolu ile gegerler.

Hemodiyalizin diger bir alternatif sekli, periton zarmin diyaliz membrani

gorevini gordiigii periton diyalizidir.
2.2. Diabetes Mellitus ve Kronik Bobrek YetmezIligi

2.2.1. Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes Mellitus, glukoz ve diger enerji veren molekiillerin bozulmus
metabolizmast ile uzun donemde vaskiiler ve nodropatik komplikasyonlarin
olusumuyla karakterize kronik bir hastaliktir. Diyabet, ortak tetikleyici faktoriin
hiperglisemi oldugu degisik patojenik mekanizmalarla olusan bir grup bozuklugun
bilesiminden meydana gelmektedir. Sebebinden bagimsiz olarak hastalik, insiilin
eksikligi olarak isimlendirilen hormonal bozukluk ile iliskilidir. Insiilin eksikligi,
total, parsiyel veya birlikte bulunan insiilin rezistansi agisindan bakildiginda, goreceli
olarak yiiksek de bulunabilir. Diyabetle iligkili metabolik degisikliklerin olusumunda
instilin eksikligi primer rol alirken, sonucta meydana gelen hiperglisemi de,

hastalikla iligkili komplikasyonlarin gelisiminde énemli rol oynamaktadir (3).



Diabetes Mellitus Tiplerinin Siniflandirilmasi;
e Tip I diyabet (Tip 1 DM)
e Tip 2 diyabet (Tip 2 DM)
e Gestasyonel diyabet
e Diger spesifik diyabet tipleri olarak siniflandirilir.

Diyabetik hastalarin biiyiik bir kisminda zaman i¢inde ¢esitli komplikasyonlar
gelismektedir. Diyabet kardiyovaskiiler hastalik i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir ve
glincel goriis, hipergliseminin kii¢iik kan damarlarina dogrudan zarar vererek,
nefropati, retinopati ve noropatiyi i¢ceren mikrovaskiiler komplikasyonlara yol agtig1
yoniindedir. Diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlar1 ise koroner kalp hastaligi,

periferik damar hastalig1 ve serebrovaskiiler hastaliklardir.

2.2.2. Diyabetik Nefropati (DN)

Diyabetik nefropati, diger bobrek hastaliklar1 olmadan, diyabetli bir hastada
stirekli olarak giinde 300 mg’dan fazla alblimin atilimidir (6). Diyabetik nefropati,
mikroalbiiminiiri, hastalik ilerledik¢e ortaya ¢ikan asikar proteiniiri, GFR’de gittikce

azalma, sonunda bobrek yetmezligine neden olan klinikle karakterizedir (7).

Diyabetik Nefropati Patogenezinde Poliol Yolu

Hiperglisemi nedeni ile poliol yolu normal degerdeki kan sekerine gére daha
aktif hale gelir. Hiicre i¢i fazla glukoz, aldoz rediiktaz1 aktive eder ve sonugta hiicre
i¢i sorbitol birikmesine neden olur. Hiicre i¢i osmotik basing artar. Sorbitol birikimi,
osmotik etkilerle piridin niikleotidlerinin redoks durumunu degistirerek
(NADH/NAD" oraninda ve protein kinaz C’de artis) hiicre igi miyoinositol
seviyesini azaltir. Bu durum doku hasarina neden olur. Devamli hiperglisemi sonucu
glukoz, proteinlerin amino gruplarina nonenzimatik olarak baglanarak “schiff baz”
iceren triinleri olusturur. Bu safha stabil amodori cisminin olusumu olup geri
dontisiimlii bir sathadir. Amodori cisminin ¢apraz baglarla birlesmesi ile kalici ileri
glikasyon son iiriinleri (AGE) olusur. Bu safha geri doniisiimsiizdiir. Ileri glikasyon
son trlinlerinin diyabetik hastalarda bobrek glomeriillerinde ve tubuluslarda
birikmesi, buralarda hasara sebep olmaktadir. AGE’ler ayrica LDL, alblimin, IgG,
DNA, makrofaj, glomeriiler tiibiiler epitelyal ve mezengial spesifik reseptorlerine

baglanarak serbest oksijen radikallerini ortaya ¢ikarirlar. Damar duvarinda ¢apraz



baglanma yaparak yikima daha fazla diren¢ kazanirlar ve bazal membran
kalinlagmasina yol agarlar. NO’yu inhibe ederek vazodilatasyonu bozabilirler.
Makrofajlardan IL-1, TNF-0, IGF-1, TGF-8 artisina sebep olarak endotel yiizeyinde
koagulasyona ve tromboza zemin hazirlayabilirler. Vaskiiler diiz kas ve matrikste
Tip-IV kollajen artisina bagli olarak proliferasyon ve glomeriiler skleroza sebep
olurlar (6,8).

Filtrasyon alaninda ve nefron kitlesinde azalma, kalan nefronlarda daha
yiksek kapiller akima neden olur. Boylece intraglomeriiler hipertansiyon,
hiperfiltrasyon, ve bazal membrandaki selektif gegirgenlikteki degisiklikler ile
hizlanan ilerleyici proteiniiri olusur. Bu slireg; sistemik hipertansiyona, renal
vazodilatasyona ve glomeriiler hipertansiyonun artmasina neden olan proteinden
zengin diyetle hizlanir. Ayrica renal fonksiyon bozuldukg¢a sistemik ve glomeriiler

hipertansiyon artar ve kisir dongii olusur (6).

Diyabetik Nefropati Gelisiminde Risk Faktorleri

Diyabetik nefropati gelisiminde en 6nemli faktér kan sekeri kontroliidiir.
Diyabet Kontrolii ve Komplikasyon Klinik Arastirmas1 (DCCT), Tip 1 DM’1i 1441
katilimciy1 igeren ve mikrovaskiiler komplikasyon gelisimi iizerine yogun ve
konvansiyonel kan glukoz kontroliinlin etkilerini karsilagtiran 9 yillik bir takip
calismasidir. Bu calismada yogun tedavi alan grupta mikrovaskiiler
komplikasyonlarin azalmasi kan sekeri kontroliiniin 6nemini desteklemektedir (9).

Son 10 yilda mikroalbliminiiri kavrami sadece Tip 1 ve Tip 2 DM’de renal
hastalig1 tespit etmesi nedeniyle degil, ayn1 zamanda diyabetik popiilasyon ve genel
poplilasyondaki erken Oliime yol agmasi nedeniyle de ilgi odagi olmustur (10).
Diyabetik nefropati gelismesi ve progresyonunda diger risk faktorleri hipertansiyon,
hiperlipidemi, genetik faktorler, cinsiyet, sigara i¢imi, protein alim miktari, diyabetin

baslama yas1 ve siiresidir (8,11).

Diyabetik Nefropatinin Tanis1
Tip 2 DM’li hastalarda DN arastirilmasina tani sirasinda baglanmalidir, ¢iinkii
bu hastalarin % 7’sinde mikroalbiiminiiri mevcuttur. Tip 1 DM’li hastalarda DN

arastirilmasina tanidan 5 y1l sonra baslanmasi 6nerilmektedir.



Diyabetik nefropatinin tanisinda ilk basamak, spot idrar Orneginde
albiiminiiriyi 6lgmektir. Idrar 6rnegi sabah ilk idrar1 veya herhangi bir zamanda
alimmis idrar olabilir. Bu metot hassas ve kolay bir metot olup American Diabetes
Association (ADA) tarafindan Onerilmektedir. 24 saatlik idrar toplamak zordur.
Diyabetik nefropatinin en erken tanisi idrarda normal olmayan miktarda albiimin
goriilmesi ile konur (> 300mg/giin veya >200png/dakika veya >30ug/mg kreatinin).
Mikroalbliminiiriden DN’ye ilerleme hiz1 Tip 1 DM i¢in yilda % 4, Tip 2 DM i¢in
yilda % 4,7°dir. Tip 1 DM’de mikroalbiiminiiriden DN’ye ilerleme siiresi ortalama 8
yildir (12).

Diyabetik Nefropatinin Evreleri
Evre -1 Hiperfiltrasyon donemi
Evre — 11 Normofiltrasyon donemi
Evre—1III  Mikroalbiiminiiri donemi
Evre —IV  Agsikar bobrek yetersizligi donemi
Evre-V Son donem bobrek yetersizligi donemi.
Diyabetik nefropati; idrardaki albiimin konsantrasyonuna gore de 3 gruba
ayrilir (6).
Normoalbiiminiiri (NA) <30 mg/giin
Mikroalbiiminiiri (MIA) 30-300mg/giin
Makroalbiiminiiri (MAA) >300mg/giin

2.2.3. Diyabetin Makrovaskiiler Komplikasyonlar:

Diyabetteki aterosklerotik siireg, diyabetik olmayan popiilasyondakinden
farksizdir, ancak daha erken baslar ve ¢ok daha ciddidir. Garber’in yaptig1 calismada
(13) Tip 2 DM’li hastalarin % 50’sinden fazlasinda tani aninda, dnceden bilinen
koroner arter hastaligi oldugu bulunmustur.

Bozulmus glukoz toleransi, hipertansiyon, endotel disfonksiyonu,
hiperlipidemi, obezite gibi kardiyovaskiiler risk faktorlerinin diyabetteki hizlanmis
ateroskleroz ve kardiyovaskiiler risk artisina katkist oldugu bilinmektedir. Miyokart
enfarktiisiic (MI) gelisme riski her yasta artmustir (14). Bu nedenle ‘National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel I1I (NCEP, ATP III) diyabeti

kardiyovaskiiler risk faktorleri icerisinde koroner arter hastaligi esdegeri kabul



etmistir (15). Diabetes mellitus, degistirilemeyen faktorler arasinda ateroskleroz
acisindan en gii¢lii risk faktortidiir.

Diyabette goriilen hiperglisemi, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve diger
lipoproteinlerin glikozillenmesini kolaylastirarak daha kolay okside olmalarma ve
daha aterojenik etkinlik gostermelerine yol agar.

Ingiltere Prospektif Diyabet Calismast (UKPDS), c¢esitli hipoglisemik
ajanlarla siki  kan sekeri kontroliiniin kardiyovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyonlar iizerine etkisini arastirmak amaciyla, 5102 yeni tanili Tip 2 DM
hastasinin 10 y1l boyunca takip edilmesiyle gerceklestirilmis biiylik bir ¢alismadir
(16,17). Bu ¢alismada, HbAlc’nin ortalama %7,9°dan %7’ye diisiiriilmesi halinde
mikrovaskiiler komplikasyonlarda yaklasik olarak % 25 azalma olmasina ragmen,
MI riskinde sadece % 16’lik bir azalma gézlenmistir.

Gliniimiizde diyabetik hayvanlar ve insanlarin damarlarinda gozlenen ii¢
temel mekanizma ortaya c¢ikmustir; proteinler ile lipitlerin enzimatik olmayan
glikozilasyonu, oksidatif stres ve protein kinaz C aktivasyonu. Bu mekanizmalarin
bagimsiz olmamasi énemlidir. Ornegin, hiperglisemi tarafindan indiiklenen oksidatif
stres, AGE olusumunu ve protein kinaz C aktivasyonunu hizlandirmaktadir.

Diyabette  goriilen  hizlanmis  aterosklerozdan ~ sorumlu  Onemli
mekanizmalardan birisi de arter duvarindaki glukoz ve proteinler arasindaki
enzimatik olmayan reaksiyondur.

fleri glikasyon son iiriinleri, reseptre bagimli olmayan ve reseptdr aracili
olarak siniflandirilan ters mekanizmalar ile aterosklerotik siireci hizlandirirlar.

fleri glikasyon son iiriinlerinin, inflamasyonu hizlandirici etkisi, hiicresel
proliferasyonu indiikleyici etkisi, endotel disfonksiyonuna yol agan etkisi reseptor
aracili mekanizmalar ile meydana gelmektedir (18).

Ileri glikasyon son iiriinlerinin ekstraselliiler matriks {izerine etkileri (kollajen
capraz baglanmasi, LDL’nin subendotele tutunmasi), lipoprotein modifikasyonlar
tizerine etkisi (LDL glikozillenmesi, LDL’nin oksidatif —modifikasyona
duyarlhiligindaki artig) reseptor aracili olmayan mekanizmalar ile gergeklesir (18).

Diyabette goriilen hiperglisemi, hiperinsiilinemi, hipertansiyon ve artmis yag
asitleri endotelde olumsuz metabolik degisikliklere neden olmakta ve bu durum

aterosklerozun gelisiminden yillar Oncesinde ortaya cikmaktadir. Uzun siireli
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hiperglisemi serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina ve dolayisiyla artmis
oksidatif strese neden olmakta, bunun sonucu olarak endotelde nitrik oksit yapimi
azalirken, endotelin ve anjiyotensin II yapimi artmakta, trombotik faktorler aktive
olmaktadir.

Diyabetin iizerine nefropati eklendigi durumlarda, diyabette mevcut olan
aterojenik mekanizmalarin etkisi fazlalagir. Nefropati renal bozuklugun siddetine
bagli olarak dolasimdaki ve dokulardaki AGE’lerin hizlanmig birikimine neden olur.

Proteiniirisi olan diyabetli hastalarda koroner arter hastaligi (KAH) gelisme
riski, renal komplikasyonlar1 olmayanlara gore daha yiiksektir. Stehouwer ve
ekibinin yaptig1 c¢alismada (19) hastalar uzunca bir siire izlenerek ve bu
mikroalbliminiirik hastalardaki albiiminiirinin ilerleme oraninin, 6zellikle koroner
kalp hastaligt nedenli mortalitenin bagimsiz ve giiglii bir belirleyicisi oldugu
gosterilmistir. Bu ylizden diyabette goriilen mikroalbiiminiiri sadece renal hastalik

icin bir gosterge degil, ayn1 zamanda gii¢lii bir KAH risk gostergesidir.

2.3. Son Donem Bobrek Yetmezligi ve Kardiyovaskiiler Hastalik

Bobrek bozuklugu olan hastalar, kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite
acisindan yiiksek risk tasirlar, bu durum belirgin bobrek disfonksiyonunun
karakteristigi olan hizlanmis aterogenezin bir sonucudur (20).

Son donem bobrek yetmezliginde kardiyak mortalite tiim Sliimlerin yaklagik
olarak yarisindan sorumludur ve bunlarin % 50’sinden fazlasi akut miyokart
enfarktlisii sonucu gerceklesmektedir ve bu oran genel popiilasyonda gozlenen
insidansin {i¢ ila bes katin1 olusturmaktadir (21).

Renal hastalik ve bu hastaligin neden oldugu kardiyovaskiiler mortalite
arasindaki iligskinin daha ¢ok orta derecede renal bozukluk olan bireylerde belirgin
oldugu ve aslinda KBY nin 3 ve 4. asamasindaki hastalarin ¢ogunun (yani GFR < 60
mL/dk her 1.73 m?) SDBY’e ilerlemeden KVH’lar nedeniyle o6ldiikleri yapilan
calismalarda agiklanmistir (22). Cok sayida g¢alisma, renal disfonksiyon ile artan
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite arasindaki iliskinin en hafif derecedeki renal
bozuklugu da igceren renal disfonksiyona kadar uzandigini gostermistir. 65.604
kisilik bir Norve¢ calismasinda 2-3. evre KBY hastalarinin son donem bobrek
hastaligina ilerlemede az bir risk tasimalarina ragmen yliiksek kardiyovaskiiler 6lim

riskine sahip olduklar1 gosterilmigtir (23).
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Bilinen (Framingham) risk faktorleri (yas, yasam tarzi, sol ventrikiiler
hipertrofi, dislipidemi, hipertansiyon ve seker hastaligi) hafif veya orta siddette
KBY'’li hastalarda kardiyovaskiiler mortaliteyi predikte eder (24).

Inflamasyon, endotel disfonksiyonu, sempatik asir1 aktivasyon, oksidatif
stres, vaskiiler kalsifikasyon, anemi, volim yiiklenmesi, kalsiyum fosfor
metabolizmasimin bozulmasi ve metabolik iriinlerin muhtemel birikmesi (AGE,
ADMA, homosistein) gibi KVH’ nin yeni risk faktorleri bu hastalarda oldukca
yaygindir ve vaskiiler hastalik i¢in genel popiilasyondakinden ¢ok daha fazla 6nemli
rol oynar (25,26).

Bobrek yetmezligi olan hastalarin pek ¢oguna eslik eden hipertansiyon, KVH
icin giiclii bir risk faktoriidiir. Bobrek hastaligi olan deneklerde RAAS aktivasyonu
kan basincinin yiikselmesinde en O6nemli mekanizmalardir. Bobrek yetmezliginde
goriilen endotel disfonksiyonu ve kan damarlarinin yeniden sekillenmesi, vaskiiler
komplikasyonlar1 artirmakla kalmaz, kan basincinin da yiiksek seyretmesine neden
olur (22).

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda lipit metabolizmast bozuklugu sik
karsilagilan bir durumdur ve kardiyovaskiiler olaylarin artmasina katkida bulunur. Bu
bozukluk en ¢ok nefrotik sendromda gortiliir.

Bobrek disfonksiyonu, damarsal biitiinliigiin tiim asamalarinin bozulmasina
katkida bulunur ve bdylece kanama ve trombo-inflamatuar durum riskini artirir.
Uremi, doku plazminojen aktivatdr artist ve Von Willebrand faktdr salmimi ile
birlikte, kronik endotel hasarina neden olur (18). Kronik bobrek yetmezligi, 1L—1,
TNF-a ve fibrinojen diizeylerindeki artis ile karakterize bir proinflamatuar durum ile
iligkilidir (18). Son donem bobrek yetmezligi olanlarda bu inflamatuar siirecin klinik
gostergesi olarak C-reaktif protein (CRP) yiikselmesi koroner arter hastaliginda 5,5
kat ve kardiyovaskiiler nedenli 6liimlerde 4,5 kat risk artis1 ile iligkilidir (27). IL—6,
IL-18, albiimin, 16kosit, fibrinojen, miyeloperoksidaz, pentraksin-3 gibi dolagimda
diizeyleri ylikselmis inflamasyon belirtegleri KBY’de kardiyovaskiiler morbidite ve
mortalite ile iligkilidir (28). Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda kronik
inflamasyon pek cok faktére bagli olabilir. Bunlar arasinda altta yatan iiremi,
ateroskleroz, DM, tekrarlayan infeksiyonlar, diyaliz ve diyalizattan endotoksin

transferi gibi komorbid durumlar sayilabilir (29).
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Inflamasyon ve/veya malnutrisyonun negatif akut faz reaktan1 ve belirteci
olan serum alblimininin, KBY evre 4 hastalarinda mortalitenin ve KVH’ nin bagimsiz
bir belirleyicisi oldugu, fakat daha hafif KBY hastalarinda bu tip birlikteligin
tanimlanmadig1 Shah ve ekibinin yaptig1 ¢calismada agiklanmistir (30).

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda gozlenen ikincil hiperparatiroidizm,
aterosklerotik siirecin olugmasi ve hizlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Serum kalsiyum ve fosfat diizeyleri de bir¢cok calismada KVH i¢in risk belirtegleri
olarak kabul edilmeye baslanmistir (31).

Kronik bobrek yetmezligi hastalarinin plazmalarinda, iireminin prooksidan
durum oldugunu gosteren oksidatif stres belirteglerinin diizeyleri yiikselmistir (32).

Kronik bobrek yetmezligi gelisiminin erken donemlerinde reaktif oksijen
tirtinlerinin temizlenmesinde azalmaya yol acan antioksidan savunma sistemindeki
bir¢ok bozuklugun proaterojenik etkileri olan oksidatif strese yol actigi gosterilmistir

(33,34).

2.4. Ateroskleroz

Gelismis diinya iilkelerinde ateroskleroz, komplikasyonlari ile birlikte 6nde
gelen morbidite ve mortalite nedenidir.

Ateroskleroz, primer olarak intimada degisikliklerin oldugu, media ve
adventisyada ise reaktif degisikliklerin goriildiigii bir hastaliktir. Intimanin, lipitler
ve inflamatuar hiicreler tarafindan infiltrasyonu degisik derecelerde fibrozis
gelisimine yol acar (35). Arteryal travma, medial diiz kas hiicrelerinin, intima i¢ine
go¢ eden fibroblasta benzer tamir hiicrelerine fenotipik modiilasyonunu igeren bir
iyilesme reaksiyonu baslatir. Bu hiicreler, intima icinde prolifere olur ve
ekstraselliiler matriksi olustururlar. Zarar damarin i¢inden de gelse, disindan da
gelse, bu reaksiyon aynidir.

Ross ve Glomset 1976 yilinda, ateroskleroz patogenezi i¢in hasara yanit
hipotezini 6ne slirmiiglerdir (36). Lipoprotein kaynakl lipitlerin ve 6zellikle oksidatif
olarak modifiye olan lipitlerin birikmesinin arteri hasara ugrattifina ve diiz kas
hiicresine bagimli tamir siirecini baslattigina inanilmaktadir. Bu durum, diger
iyilesme reaksiyonlarinda goriilen skar dokusuna benzeyen intimal plaklarin

olugmasina yol acar.
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Ateroskleroz, arterleri diizenli bir sekilde tutmaz, fokal bir hastaliktir.
Hastaligin fokal olma o0zelligi, ateroskleroz gelismesi acisindan, sistemik risk
faktorlerinin (hiperlipidemi, HT, diyabet, sigara vs.) lokal faktorlerle uyum iginde
etki etmesi gerektigini agik bir sekilde gostermektedir. Bu lokal faktorlerden biri, kan
akimi tarafindan olusturulan shear strestir. Aterosklerotik plaklar, daha ¢ok liimen
ylzeyi ile LDL gibi kandaki partikiiller arasinda etkilesim siiresinin artmis oldugu,
diisiik shear stresi bulunan dallanma bélgelerine yakin yerlerde yerlesirler. Bu
durum, lipoproteinlerin transendotelyal difiizyonunda artigla iliskilidir. Vaskiiler
permeabilite {lizerinde etkisi olabilecek diger bir risk faktorii homosisteinemidir,
¢linkli homosisteinin yiiksek konsantrasyonlari, endotel tabakasindaki hiicrelerde
hasara neden olabilir (37).

Aterosklerozun klinik semptomlari, plak gelisimi ve biiyiimesinden ziyade,
olugmus plaklarin dejenerasyonu ve riiptiirii ile iligkilidir. Buna uygun olarak, bilinen
koroner kalp hastaligi olan hastalarda, ateroskleroz tedavisi, primer olarak plak
stabilizasyonu iizerinde odaklanmalidir. Lipit diisliriici maddeler (statinler)
kullanilan ¢alismalardan elde edilen deneyimler, plak stabilizasyonunun
kardiyovaskiiler olaylarin azalmasindan sorumlu major bir faktér olabilecegini de

gostermektedir (37).

2.4.1. Aterosklerozun Histopatolojisi
3 tip aterosklerotik plak tarif edilmistir.
e Yaglh cizgilenmeler
e Fibroz plaklar
e Komplike lezyonlar

Yagh cizgilenmeler, cok sayida lipit damlaciklar1 ile dolu makrofajlarin
(koptik hiicreleri) intimada birikmesinden olusurlar. Makroskopik incelemede, kan
akim yoniinii takip eden sari ¢izgiler seklinde goriiliir.

Fibroz plaklarda, lipitler hem kopiik hiicrelerinde, hem de ekstraselliiler
matriks icinde bulunurlar. Intima, diiz kas hiicreleri ve ekstraselliiler matriks
proteinlerinin birikmesine bagli olarak kalinlasmistir. Diiz kas hiicreleri ve
ekstraselliiler matriks, subendotelyal bolgede daha fazla miktarda bulunur ve plagin
daha derin olan bdliimiinde, lipit ve inflamatuar hiicreleri kaplayan fibréz bir sapka

olusturur.
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Fibroz plaklar, damarin liimenini 6nemli derecede daraltacak kadar biiyiiseler
bile, saglam kaldiklar1 stirece, major klinik semptoma neden olmadiklarina inanilir.
Ancak fibroz plaklar, bir taraftan lipit ve inflamatuar hiicrelerin miktar ile diger
taraftan fibroz doku miktar1 arasindaki dengeye bagli olarak heterojendirler. Ince
fibroz sapka, lipit ve inflamatuar hiicrelerden olusan biiyiik bir ¢ekirdege sahip olan
plaklarin yirtilma riski yiiksektir.

Komplike lezyonlar lipitler, inflamatuar hiicreler ve fibréz dokuya ek olarak
hematom veya kanama ve trombotik depozitler de iceren plaklardir. Komplike
lezyonlar daha ¢ok fibroz plagin yirtilmast sonucu geligirler. Fibroz sapka ve luminal
ylzeyde fissiirler, erozyonlar ve iilserasyonlar, diger sik goriilen ozelliklerdir.
Koroner ateroskleroza bagli morbidite ve mortalite, esas olarak bu lezyonlara

baglidir (38).
2.4.2.Aterosklerozun Patogenezi

Diisiik Dansiteli Lipoprotein Birikmesi ve Modifikasyonu

Plazmada LDL diizeyleri yiikseldigi zaman, c¢ok miktarda LDL
endotelyumdan gecerek intimaya gider. Transendotelyal permeabilitenin arttig1
arteryal agacin dallanma bolgelerinde bu slire¢ hizlanir. LDL’nin intimadan
eliminasyonu smirhidir, ¢iinkii bu boélgede mikrodamarlar eksiktir. Bu nedenle, LDL
ekstraselliiler matriks i¢inde tutulur (38).

LDL, intimada agregasyon, oksidasyon ve LDL komponentlerinin
degradasyonunu igeren bir seri modifikasyona ugrar. Bunlar, LDL partikiilii tizerine

oksidatif bir saldir1 ile agiklanabilir (39).

Inflamatuar Hiicrelerin Toplanmasi

LDL’nin oksidasyonu, lizofosfatidilkolin (LPC) gibi modifiye lipitlerin
salimimina yol agar. Bu lipit tiirlerinin bazilari, endotel hiicrelerini aktive eden sinyal
molekiilleri olarak rol oynayabilir. Bu durum 16kosit adezyon molekiilii olan, damar
hiicresi adezyon molekiilii-1’in (VCAM-1) ekspresyonuna yol acar. VCAM-1,
monositler ve T-lenfositler icin bir reseptordiir. VCAM-1’in baglanmasi,
monositlerin ve T hiicrelerinin, lipit birikim ve modifikasyon bolgelerinde,

endotelyal yiizeye yapismasina yol agar.
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Kemokinler (kemotaktik sitokinler), makrofajlar, endotelyal hiicreler ve diiz
kas hiicreleri tarafindan iretilir. Bunlarin indiiksiyonu, lipit birikimi ve oksidasyonu
ile iligkilidir. Ayrica, okside kolesterol agregatlari, kemotaktik sinyalleri de {ireten
kompleman aktivasyonunu da uyarir. Her iki uyari, mononiikleer hiicrelerin, endotel
tabakasinin interselliiler yariklarindan, subendotelyal intima igine goc¢iinii baslatir.
Intimada monositler makrofajlara déniisiir. Bu siire¢, aktive damar hiicreleri
tarafindan iretilen sitokin monosit koloni uyarici faktér (M-CSF) tarafindan

baslatilir.

Kopiik Hiicre Olusumu

Makrofaj, aterosklerotik lezyonun olugsmasinda ¢ok ©nemli bir rol oynar.
Okside lipoproteinleri igine alma kapasitesi nedeniyle, kolesterolii biriktirir ve lipit
dolu kdopiik hiicresine doniislir. Kopiik hiicresi, aterosklerozun prototip hiicresidir.
Erken evrede, kopiik hiicreleri kolesterolii endotel yilizeyine geri tasima kabiliyetine
sahiptir. Geri endotel hiicre ylizeyine tasinan kolesterol, dolasimdaki yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) tarafindan baglanarak karacigere tasinabilir, bu isleme
ters kolesterol transportu denilebilir (40).

Okside LDL’de bulunan kolesterol esterleri, hidrolize olur ve serbest
kolesterol sitoplazma ig¢ine kacar. Sitozolik enzimler tarafindan yeniden esterifiye
olur ve kolesterol ester havuzu makrofaj icinde intraselliiler damlaciklar olusturmaya
baglar. Okside LDL’nin alimimin devam etmesiyle makrofaj, lipit yiikli kopiik
hiicresine dontisene kadar bu lipit damlaciklar1 birikir. Yagh c¢izgilenme, saglam
endotelde, kopiik hiicrelerinin bir miktar T-hiicresi ile birlikte ekstraselliiler matrikste
birikmesidir.

Yagh c¢izgilenmenin klinik 6nemi yoktur. Ancak, bazi1 yagh ¢izgilenmeler,
gercek aterosklerotik fibrin ve yag igeren plaklara doniisiirler. Diiz kas hiicreleri
subendotelyal aralifa go¢ ederler, boliiniirler ve ekstraselliiler matriksi sentezlerler.
Sonugta lezyonun lipit dolu ¢ekirdegini endotelyal yilizeyden ayiran fibroz bir sapka
olugsur. Fibroz sapka olusumunu baglatan uyarilar, muhtemelen diiz kas
aktivasyonunu uyararak etki ederler. Lipit ¢ekirdek, fiziksel olarak endotelyal

ylizeyden ayrilmistir ve plak stabilize olmustur (40).
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2.4.3. Ateroskleroz Risk Faktorleri
Klasik Risk faktorleri

e Degistirilemeyen risk faktorleri

Yas

Cinsiyet

Aile hikayesi

e Degistirilebilen risk faktorleri

Hiperlipidemi Renal yetersizlik
Sigara C-Reaktif protein
Hipertansiyon Fibrinojen
Diyabet Homosisteinemi
Metabolik sendrom Lp (a)

Obezite Lp-PLA2

Yasam tarzi

2.5. Fosfolipazlar

Hiicre membranmin ana bileseni fosfolipitlerdir. Fosfolipidler azot igeren
polar grubun fosfodiester kopriisiiyle 1,2- diagilgliserol 3-fosfat (fosfatidik asit)’a
baglanmasiyla olusmus lipitlerdir. Gliserol iskeletinden tiireyen bu molekiiller sn-1
ve sn-2 pozisyonunda uzun zincirli yag asitlerini tasirlar. Sn-2 pozisyonunda
genellikle doymamis yag asitleri bulunur. Sn-3 pozisyonunda fosfat igeren bir bas
grup ve bu gruba bagl fosfolipidin yapisina gére R3 pozisyonunda serin, etanolamin,
kolin veya inozitol gruplart igerir. Membran fosfolipidlerinin siirekliligi ve sayisi
fosfolipazlarin aktivitesine baglidir. Bu enzimler Oyle spesifiktirler ki, her enzim
ailesi fosfolipid iskeletindeki spesifik bir bagin hidrolizini katalizler (Sekil 2.1).

Fosfolipaz A1 ve A2 sirastyla gliseroliin sn-1 ve sn-2 pozisyonundaki ester
baglarin1 hidroliz etmektedirler. Fosfolipaz C ve D ise sekilde gdsterilen fosfodiester
baglarini hidroliz eden fosfodiesterazlardir.

A tipi fosfolipazlar, yag asitlerini uzaklastirarak lizofosfolipidi
olusturmaktadirlar. Fosfolipaz A2’ler etki sekillerine gore karboksilik —asit
esterazidirlar, 6zellikle yilan ve ar1 zehrinde ayrica pankreatik sivilarda, insan ve

hayvanlarin farkli dokularinda bulunurlar (41).
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Sekil 2.1. Fosfolipaz A2 tarafindan fosfolipidlerin hidrolizi

2.5.1. Fosfolipaz A2
Fosfolipaz A2 spesifik olarak gliserofosfolipidlerin sn-2 pozisyonundaki
ester bagini hidrolize ederek bir serbest yag asidi ve bir lizofosfolipid olusturur. Tiim
fosfolipaz A2’ler ii¢ grup altinda incelenebilir.
1. Sitoplazmik Ca* bagimli fosfolipazA2 (cPLA2)
2. Salgilanan diisiik molekiil agirlikli fosfolipazA2 (sPLA2)
3. Lipoprotein iligkili fosfolipazA2

Lipoprotein iliskili Fosfolipaz A2 (Lp-PLA2)

Inflamasyonun, aterotrombotik hastaligin hemen tiim safhalarinda énemli bir
rol oynadigi artik kabul edilmektedir (41).

Lipoprotein iliskili fosfolipaz A2 (EC: 3.1.1.47), son zamanlarda
kardiyovaskiiler olaylarda bagimsiz bir inflamatuar belirte¢ olarak one ¢ikmustir.
Lp-PLA2 hiicre zar1 ve lipoproteinlerin fosfolipidlerinin sn-2 ester bagini hidrolize
edebilen hiicreler aras1 ve sekretuvar fosfolipaz enzimleri ailesinin bir iiyesidir (42).
Ayn1 zamanda platelet aktive edici faktor asetilhidrolaz (PAF - AH) olarak bilinen
Lp-PLA2; 441 aminoasitten olusan 45 kDa’luk Ca">’dan bagimsiz bir serin lipazdir
(43). Lp-PLA2 aterosklerotik plaklarda ve riiptiire meyilli lezyonlarin fibroz
basliklarindaki makrofajlarda eksprese edilir (44). Lp-PLA2 invitro platelet aktive

edici faktor’i hidroliz edici etkisine ek olarak, arter duvarimin etrafinda LDL
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oksidasyonuyla iiretilen okside LDL’deki modifiye fosfolipidlerin, LPC ve okside
yag asitlerine (0xFFA) hidrolizini de ger¢eklestirir (35,42,45,46) (Sekil 2.2).

]
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Okside serbest yaq asidi Lizofosfotidilkolin

Sekil 2.2. Lp-PLA2 tarafindan okside fosfolipitlerin hidrolizi

Onceki arastirmalarda Lp-PLA2’nin yaklasik % 80’inin LDL’ye % 20’sinin
HDL’ye baglandig1r gosterilmistir. Ancak daha sonra, LDL ve HDL partikiilleri
arasindaki Lp-PLA2 dagilimimin rapor edilenlerden daha degisken olabilecegi
aciklanmustir (47). HDL ve LDL partikiilleri arasindaki Lp-PLA2 dagiliminin plazma

Lp-PLA2 aktivitesini etkileyen glikozilasyon boyutuna bagli olarak degistigi
kanitlanmustir (48).

Hastalig1 tespit etmek icin HDL ve LDL’ye bagli Lp-PLA2’nin dagilimini
karsilastiran bir ¢alisma sadece LDL’ye bagli Lp-PLA2’nin koroner arter hastaligini
tespit ettigini gostermistir. HDL’ye bagli Lp-PLA2 agisindan koroner arter hastaligi

olanlar ve kontrol grubu arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir (49).

Yeni caligmalar, LDL havuzu i¢inde Lp-PLA2’nin kii¢iik yogun LDL ile
birlesmeyi tercih ettigini ortaya koymustur (50). Ciinkii kii¢iik yogun LDL’nin



19

oksidasyona artmis hassasiyeti vardir ve bu durumun Lp-PLA2 ile desteklenmesi
kiiciik yogun LDL nin aterojenitesine yardimci bir faktor olabilir (51).

Lipoprotein iliskili fosfolipaz A2 enziminin aktivitesi kiiclik yogun LDL ve
elektronegatif LDL tiirlerinde artar (50). Elektronegatif LDL, okside olmus lipit
icerigi nedeniyle endotel hiicreleri i¢in toksiktir ve artmig elektronegatif LDL
seviyeleri ateroskleroz riski artisin1 da beraber getirir (52).

Benzer sekilde okside olmus LDL’ninde ateroskleroz riskini artirdigi
gosterilmigtir. Okside olmus LDL ya da onun okside fosfolipidi, Lp-PLA2 igin
substrattir. Bu nedenle, ytliksek okside fosfolipid ve yiiksek Lp-PLA2 olan hastalarda
kardiyovaskiiler risk yiiksek olacaktir. Bu bulgu, italya Bruneck’de (53) 10 yil
takipli, yaslar1 40-79 arasinda degisen 765 kadin ve erkek hastay1 kapsayan ve
kardiyovaskiiler olay riskini arastiran prospektif bir ¢aligmada elde edilmistir.
Bruneck calismasinda artmis Lp (a) ve Lp-PLA2 kardiyovaskiiler olaylar i¢in hemen
hemen 4 kati risk oran1 gostermistir.

LDL’nin oksidasyon derecesi arttikca LPC konsantrasyonu da artar. LDL
partikiillerinin ytizeyindeki fosfolipid okside oldugunda Lp-PLA2 okside fosfolipidi
hidrolize eder; bu sekilde 2 adet inflamasyon kaskadi olusur, OxFFA ve LPC.
Okside serbest yag asitleri ve LPC, endotel hiicreleri, plak bazli makrofajlar ve diger
16kositler tarafindan sitokin ve adezyon molekiillerinin olusumunu uyarir (54).
Lizofosfotidilkolinin bir monosit kemoatraktani olarak etki gosterdigi, diiz kas ve
makrofaj proliferasyonunu tetikledigi, arteryal endotel fonksiyonunu bozdugu,
makrofaj ve diiz kas hiicreleri iizerine toksik ve apoptotik etkisi oldugu ve
oksitlenmis LDL nin antijenitesini artirdig1 gosterilmistir (55-57).

In vitro ¢aligmalarda periferal mononiikleer hiicreler ve trombositlerin de Lp-
PLA2 iiretebildigi gosterilmis olsa da, in vivo ortamda Lp-PLA2 biiyiik ¢ogunlukla
intimadaki makrofaj ve kopiik hiicreleri tarafindan iiretilir (58). Erken ve ge¢c donem
plaklarin biitiiniinde Lp-PLA2’ye kars1 bir monoklonal antikor kullanilarak yapilan
immiinohistokimyasal c¢alismalar Lp-PLA2’lerin makrofajlarla bir arada lokalize
oldugunu ve Ozellikle de nekrozlu bolge ve cevresinde yerlestigini dogrulamistir
(44). Ince fibroz sapkali ve yirtilmaya meyilli plak lezyonlarin yogun Lp-LPA2
boyamasi gostermesi, Lp-PLA2’nin iiriinlerinin plak dayaniksizligini tesvik eden bir

rol oynadigini ortaya koyar (Sekil 2.3).
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Duvari

Stabil Plak Yirtllan Plak
« Dilsiik Lp-PLA, igerik (Koyu renkte) « Yiiksek Lp-PLA, igerik (Koyu renkte)
» Gnemii Stenoz olabilir + Minimal stenoz olabilir
= Kalin Fibroz Duvar / Yiksek kollajen icerik « Ince fibroz Duvar / Diigiik kollajen igerik
= Lfak lipid havuz + Genig lipid havuz
+ Az sayida inflamatuvar hiicreler + Cok sayida inflamatuvar hiicreler

Sekil 2.3. Stabil plak - yirtilan plak karsilagtirilmasi

Lavi ve ekibi, aterosklerotik damardan aterosklerotik olmayan koroner damar
yatagina akan kanda Lp-PLA2 iiretimini arastirmak ig¢in, in vivo bir calisma
yapmistir (59). Bu calismada minimum (% <0) koroner anjiografik stenozu olan 30
hastada aortun koroner dalindan ve es zamanli olarak koroner siniisteki koroner
dongliniin vendz kismindan kan Ornekleri alimmistir. Koroner dongiiye giris ve
koroner siniisteki Lp-PLA2 seviyeleri arasindaki fark, kan koroner dongiiden
gecerkenki Lp-PLA2 iiretimi ya da emilimini yansitmaktadir. Daha Onceden
gozlemlendigi gibi Lp-PLA2 okside fosfolipidlerin sn—2 yag asitlerini hidrolize ettigi
zaman hem LPC hem de oxFFA olusur. Lizofosfatidilkolin endotel disfonksiyonuna
eslik ettigi icin koroner damar yatagindaki LPC diizeyleri de Ol¢lilmistir. Bu
calismada ateroskleroz vakalarin1 kontrollerden ayirmak i¢in 3 boyutlu damar igi
ultrasonu  kullanilmistir.  Sonuglar in vivo sartlarda, koroner arterlerdeki
aterosklerotik plagin, hem Lp-PLA2 hem de LPC’nin lokal iiretimini sagladigini
gostermistir. Ateroskleroz olmayan gruba karsin aterosklerozlu hasta grubunda net
Lp-PLA2 olusumu saptanmistir. Bu ¢alisma, Lp-PLA2 enziminin hastaligin erken
evrelerinde var oldugu iddiasini desteklemektedir. Ayrica aterosklerotik arterlerde
tiretilen Lp-PLA2 miktari ile 3 boyutlu damar i¢i ultrasonu ile dlgiilen aterom hacim

yiizdesi arasinda istatistiki acidan 6nemli bir baglant1 tespit edilmistir. Aterosklerotik
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plaktan net koroner CRP {iretimi olmamasi, CRP’nin sistemik inflamasyon

belirleyicisi oldugu hipotezi ile uyumludur.

Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Lp-PLA2’nin Rolii

Plaktaki etki i¢in disiiniilen mekanizma Lp-PLA2’nin LPC ve oxFFA
olusturmak tizere oksitlenmis fosfatidilkolini hidrolize etmesiyle baglantilidir. LPC
ve oxFFA inflamatuar mediatorlerdir; adezyon molekiilleri, sitokinler ve CD40
ligandinin  olusumunu artirirlar, makrofaj boliinmesini uyarirlar, monosit
kemoatraktan protein—1 iiretimini tetiklerler, diiz kas hiicre gociinii desteklerler ve
endotelden NO iiretimini inhibe ederler (45). Yani Lp-PLA2’nin damar
duvarlarindaki okside LDL partikiilleri iizerine etkisi (LPC ve oxFFA olusturmak
tizere) vaskiiler inflamasyonu baglatir, damar duvarina monosit toplanmasini ve plak
icindeki apoptozisi uyarir. Sonrasinda sekillenen makrofajlar damar duvarindaki
okside LDL’yi fagosite eder ve kopiik hiicreleri olustururlar, bunlarin birikmesi bir
lipit ¢ekirdeginin olusumuna yol acar. Makrofajlar daha da fazla Lp-PLA2 tiretir ve
bdylece islem siiregelir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Zayif plak olusumunda Lp- PLA2’nin rolii
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Epidemiyolojik Caliymalar

Packard ve ekibinin yaptigt WOSCOPS (The West of Scotland Coronary
Prevention Study) ¢alismas1 koroner olay riski ile Lp-PLA2 arasinda bagimsiz bir
iligki oldugunu gdosteren ilk calismadir (60). Bu vaka kontrol ¢alismasinda Lp-PLA2
konsantrasyonu, bir koroner olay1 olan 580 erkek hastada ve koroner olay1 olmayan
1160 kontrol deneginde karsilastirilmistir. En yiiksek quartildeki Lp-PLA2
diizeylerine sahip bireyler ile en diisilk quartildeki Lp-PLA2 diizeylerine sahip
bireyler karsilastirildiginda, koroner kalp hastaligi riskinin 2 kat daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Benzer sekilde, en yiliksek quartildeki CRP diizeylerine sahip
bireyler, en diisiik quartile sahip bireyler ile karsilastirildiginda koroner kalp hastaligi
riski 2 kat fazla bulunmustur. Oysa ¢ok degiskenli analizlerde, CRP diizeyleri ile risk
iligkisi azalmistir, fakat koroner kalp hastaligi riski ile Lp-PLA2 arasindaki iligki tim
quartillerde ayn1 dénemde kalarak, Lp-PLA2’nin koroner kalp hastalig1 i¢in bagimsiz
bir belirte¢ olarak giiclinii gdstermistir.

Ballantyne ve ekibi tarafindan yapilan, 6 yillik bir periyotta 12000’in
tizerinde saglikli orta yasli bireylerde aterosklerozu degerlendirmek i¢in planlanmis
prospektif bir calismada (ARIC), Lp-PLA2 ve CRP diizeyleri 6nemli ve bagimsiz bir
sekilde koroner kalp hastaligi ile iligkili bulunmustur (61).

Koenig ve ekibinin ¢alismasinda (MONICA), 14 yil takip edilen, yaslar1 45
ile 64 arasinda degisen 934 saglikli erkekte Lp-PLA2 diizeyleri ve koroner olay
arasindaki iligski degerlendirilmistir (62). Lp-PLA2 kiitlesindeki 1 standart deviasyon
(SD) artma koroner olaylarin riskinde % 37 artma ile iliskili bulunmustur.

Klinikte kullanim igin, aterosklerotik hastalik belirtecinin yiiksek spesifikligi
ve diisiik biyolojik degiskenligi olmalidir. Pek ¢ok inflamatuar belirteg infeksiyon
varliginda, romatolojik bozukluklarda ve insiilin direnci durumunda goriilen
inflamasyon varliginda artar.

Wolfert ve ekibi (63) Lp-PLA2 seviyesinin romatoid artrit, kronik bronsit,
osteoartrit ve siniizitli hastalarda artis gostermedigini rapor etmislerdir. Ayrica
sistemik lupus eritomatozuslu hastalar1 kapsayan bir ¢calismada da kardiyovaskiiler
hastaligi da olanlarda artmis Lp-PLA2 aktivitesi goriiliirken, kardiyovaskiiler
hastalig1 olmayan lupuslu hastalarda Lp-PLA2 aktivitesi diisilk bulunmustur (64).
Koenig ve ekibini ¢alismasinda (65) Lp-PLA2’nin diger kardiyak risk
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belirteglerinden bagimsiz olarak, kardiyovaskiiler hastali§i olanlarda yiiksek oranda
bulundugu belirlenmistir. Ayrica DM’si olmayan hastalarda, insiilin direncinin
yogunluguna karsin Lp-PLA2 seviyelerinin artis gostermedigi agiklanmistir (66).
Wolfert ve ekibi (63) genc ve saglikli bireylerde (34 yas) sistemik inflamasyon
(hsCRP> 3 mg/L) goriilebilmesine ragmen, bu yaslarda Lp-PLA2 artiginin nispeten
nadir oldugunu agiklamistir. Yaklasik 90 saglikli geng bireyin % 46’sinda hsCRP
seviyesi 3 mg/L’den yiliksek olmasina ragmen, sadece % 4 iinde Lp-PLA2
seviyesinin 250 ng/mL’nin iistiinde oldugunu agiklamistir.

Pearsen ve ekibi tarafindan (67) 43 saglikli bireyde her biri 4 haftalik
periyotta 7 kez kan alarak Lp-PLA2’nin ylizde degisim katsayisini arastirilmistir. Bir
bireydeki Lp-PLA2 varyasyonun katsayis1 % 10 iken, CRP’nin ayni1 bireyde % 42,6
kadar degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle Lp-PLA2 giivenli bir sekilde
uzun siire takip edilebilirken CRP takip edilemez. Yani vaskiiler inflamasyon i¢in
oldukca spesifik olan sonu¢ Lp-PLA?2 seviyelerinin uzun siire stabil olmasidir.

Ateroskleroz patogenezinde rol oynayan okside fosfolipidleri ve PAF’1
hidroliz etmesinden dolayr Lp-PLA2’nin antioksidan ve antiaterojenik oldugu
varsayilan yayinlar vardir (68). Kolesteroliin ana bileseni HDL olan farelerde, Lp-
PLA2’nin aterosklerotik hastalik gelisimine karst koruyucu olmasi ve hemen
tamaminin HDL’ye baglanmasi bu varsayimi destekler (42). Ancak bu antiaterojenik
etki insanlarda gosterilmemistir. Okside fosfolipidlerin ve PAF’1n Lp-PLA2 aracili
yikim {riinleri, proinflamatuar, proliferatif ve en sonunda proaterojenik rollere
sahiptir (69) (Sekil 2.5).

Artmis Lp-PLA2 seviyelerinin kardiyovaskiiler olaylar1 tespit ettigini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir (53-56).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda Lp-PLA?2 ile iskemik inme arasinda da
iliski tespit edilmis olup, Lp-PLA2’nin iskemik inme i¢in de bagimsiz bir belirleyici
oldugu agiklanmistir (70).
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Sekil 2.5. Lp-PLA2 nin ¢eliskili rolii

Tedavi Hedefi Olarak Lp-PLA2

Lipoprotein iligkili fosfolipaz A2 dolasimda ¢ogunlukla LDL ile birlikte
bulunur, bu nedenle LDL’yi azaltan tedaviler plazma Lp-PLA2 konsantrasyonunu ve
aktivitesini de azaltacaktir. Bununla beraber spesifik bir Lp-PLA2 enzim inhibitorii
kullanilarak yapilan prospektif calisma sonuglari heniiz yoktur. Lipit diisiiriicii ilaglar
lipit 6ziiniin boyutunu kiiciilterek plaklar1 stabilize eder, makrofaj infiltrasyonunu
azaltir (71-73). Bununla baglantili olarak tiim lipit diigiiren ilaglarin Lp-PLA2’yi ve
kardiyovaskiiler olay riskini azalttig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (74-76).

Ancak bu tip vakalarda Lp-PLA2 seviyesinin diisme derecesi, LDL’nin
diisme derecesi ile her zaman ayni oranda olmamustir (76). Yani Lp-PLA2
seviyelerinin statinlerle diisliriilmesi miimkiin olmakla beraber LDL diisiiriildiigiinde
Lp-PLA2 seviyesinin ne kadar azalacagini belirlemek zordur. Son zamanlarda
yapilan caligmalar statine, niasin veya omega 3 eklenmesinin Lp-PLA2 seviyesini

daha fazla diistirdiigiinii gostermistir (77,78).
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2.6. Arjinin ve Arjinaz

Arjinin pek c¢ok fizyolojik ve patolojik durumda 6nemli rol oynayan
metabolik islemlerde gerekli olan, yar1 esansiyel bir aminoasittir. Arjinin, NO,
kreatin, iire, poliaminler, prolin, glutamat ve agmatin gibi pek ¢ok bilesigin
onciliidiir. Bu iirlinlerin biiylik cogunlugu, arjininin arjinaz katabolizmasindan olusur
(Sekil 2.6).

Arjininin arjinaz tarafindan hidrolizi iire ve ornitin olusturur, bunlar da sirasi

ile poliamin, prolin veya glutamat sentezi i¢in onciil olarak hizmet ederler.

arjlno arjino siiksinat liyaz arjinin dekarboksilaz a matin
suksinat‘r‘ﬁl’;> ARJININ \» .

fumarat arjinin:glisi COZ

amidinotransferaz

iaat ure T :
Sentstaz kreatin
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i i tranekarbamila -
SITRULIN . ORNITIN
dimetilarjinin ornitin

dimetilaminohidrolaz dekarboksila

karbamil fosfat ~ aminouansferaz
asimetrik NG ,NG -dimetil-L-arjinin

L-A1-pirolin. poliaminler
5-karboksilat

Sekil 2.6. Memeli arjinin metabolizmasi

Arjinaz (L-arginin aminohidrolaz, EC 3.5.3.1), L-argininin iire ve ornitine
hidrolizini katalizleyen, bir¢ok ara metabolizmada rol alan ve mangan kullanan
anahtar bir enzimdir (Sekil 2.7).

Memelilerde arjinaz proteinini kodlayan iki ayr1 gen saptanmistir. Bu iki gen
tarafindan kodlanan iki izoenzim amino asit dizilimi acisindan % 60 benzerlik
gosterir. Enzimatik 6zellikleri ve mangana olan ihtiyaglari bakimindan da birbirlerine
benzerler (79,80). Doku dagilimi, subselliiler lokalizasyon ve immiinolojik reaktivite

agisindan birbirlerinden farklidirlar (81).
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Sekil 2.7. Arjinazin hidrolize ettigi arjininden ornitin ve iire olusumu

Arjinaz I agirlikli olarak karacigerde bulunan, iire dongiisiiniin son
basamagini katalizleyen ve tlim viicut arjinaz aktivitesinin ¢ogunlugunu teskil eden
sitozolik bir enzimdir. Arjinaz I’in katalizledigi tepkime ile amonyak iireye
doniistiirtiliirken, dongiliniin devamlilig1 i¢cin gerekli olan ornitin saglanmaktadir.
Arjinaz I ise; bobrek, prostat, ince barsak, meme dokusu ve makrofaj gibi
ekstrahepatik dokularda bulunan mitokondriyal bir proteindir, karacigerde az
bulunur. Arjinaz II'nin fizyolojik gorevinin ise poliamin, L-prolin, L-glutamat
biyosentezi i¢in onclil molekiil olan ornitini saglamak oldugu ileri siiriilmektedir
(82).

Tip 1 arjinaz ve {re siklusundaki diger enzimler, nitrojen {irlinlerinin
detoksifikasyonunda  gorevlidirler. Ure siklusu  nitrojen  metabolitlerinin
detoksifikasyon isleminin gerceklestigi cok 6nemli bir metabolik yoldur.

Arjinazin optimal pH’s1 9.4 ile 9.8 arasindadir. Enzimin aktivitesi, pH 7,4 de
% 10-30 oraninda azalmakta, pH 7’nin altinda ise kaybolmaktadir (83).

Arjinaz ii¢ tetramerden olusur. Fonksiyon gosterebilmesi i¢in iki molekiil
mangan (Mn ) elementine ihtiya¢ duyar. Mn™ iyonu enzimi stabilize eder (84).

Arjininden meydana gelen iiriinlerden biri olan ornitin, ornitin dekarboksilaz
ile poliamin ve putressine metabolize olur. Poliaminler tiim memeli hiicrelerinde
bulunur. Hiicre proliferasyonunun arttigi durumlarda poliamin diizeyinin de arttig1
gosterilmistir. Ornitin dekarboksilaz aktivitesi poliamin sentezindeki artigsa dnciiliik

ederek, damar diiz kas hiicre proliferasyonuna neden olur (85) (Sekil 2.8).
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Poliaminler, DNA ve RNA sentezi ile DNA’nin stabilizasyonunda uyarici etki
gosterirler (86).
Ornitin, ornitin aminotransferaz ile proline metabolize olur. Prolin, kollajeni

de iceren pek cok yapisal proteinin sentezi i¢in temel maddelerdendir (87).
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Sekil 2.8. Damar hastaliklarinin arjinaz tarafindan tetiklenmesini gosteren model.

ODC; ornitin dekarboksilaz, OAT; ornitin aminotransferaz

Son c¢alismalar arjinazin anjiogenez islemlerinde rol aldigim1 ortaya
cikarmistir. Durante ve ekibinin yaptigi calismalarda damar diiz kas hiicrelerinin
arjinaz aktivitesi gosterdigi bulunmustur (88). Arjinaz temel olarak endotel
hiicrelerinde de olusturulur. Bir miktar arjinaz I insan endotel hiicrelerinde tespit
edilmis olmasina ragmen, baskin olan izoform arjinaz II’dir. Cesitli ¢calismalarda

arjinaz I ve II aorta, karotis, koroner ve pulmoner arterlerde tespit edilmistir (8§9-93).

2.7. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan katalizlenen bir tepkimede
arjininin guanido azotu ve molekiiler oksijenden sentezlenen, goreceli olarak kararls,
bir¢ok biyolojik olayda 6nemli rolii olan, ¢ok kisa dmiirlii bir serbest radikaldir. 1987
yilinda, o giine kadar egzoz gazinda ve sigara dumaninda bulundugu ve hava
kirliliginin bir unsuru oldugu bilinen ve endothelium-derived relaxin factor (EDRF)

olarak adlandirilan maddenin NO oldugu anlasilmistir (94-96).



28

Nitrik oksit, renksiz bir gazdir. Yiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz
ortamda oldukga stabil olup suda erime 6zeligi gosterir. Nitrik oksidin iizerinde yiik
tasimamast ve eslesmemis elektron bulundurmasi, hiicreden hiicreye kolayca
gecmesini saglar. Ayni zamanda NO tasidig1 eslesmemis elektron nedeniyle bir
radikal molekiill olarak isimlendirilebilir. Diger serbest radikaller her
konsantrasyonda hiicreler i¢in zararli iken NO diislik konsantrasyonlarda ¢ok énemli
fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler
icin zararli olmaktadir. Nitrik oksit, bu 6zellikleri ile ¢ok ideal bir fizyolojik haberci
molekiilii 6zelligi kazanmaktadir (97).

Diisiik konsantrasyondaki NO, hemoglobine oksijene nazaran 3000 kat bir
affinite ile baglanir. Hemoglobin oksi formunda ise NO’yu kisa siirede nitrata (NO3)
oksitleyerek etkisizlestirir. Ozellikle dolasimdaki oksihemoglobin NO i¢in kuvvetli
bir inhibitordiir. NO, nitrite de (NO,) okside olabilir. Ancak nitrit tekrar oksitlenerek
kisa siirede nitrata doniisiir (98).

Nitrik oksit, yarilanma 6mrii 2-30 saniye olan bir molekiildiir. Biyolojik
stvilarda Olcililemez. Nitrik oksit son iirlinleri olan NO;, ve NOs3 biyolojik sivilarda
oOlgiilebilir ve bunlarin toplam konsantrasyonlart NO {iiretiminin bir indeksi olarak

kabul edilir.

2.7.1. Nitrik Oksit Sentezi

Nitrik oksit, NOS denilen enzim ailesi tarafindan, bir aminoasit olan L-
argininin terminal guanidin grubunun NO'ya g¢evrilmesiyle {iretilir. Bu olusum
esnasinda molekiiler oksijen ile kofaktor olarak, rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid
(FMN), ve tetrahidrobiyopterin (BH4)’ e ihtiya¢ vardir (99-100) (Sekil 2.9).

Nitrik oksit sentaz enziminin farkli genler tarafindan kodlanan 3 farkl
izoenzimi tanimlanmaktadir. Bu {i¢ izoenzim lokalizasyonlari, aktivitelerinin
diizenlenmesi, katalitik ozellikleri ve inhibitor duyarhiliklart agisindan farklilik
gostermektedirler. NOS1 (nNOS; néronal) ve NOS3 (eNOS; endotelyal) konstitiitif
NOS’lardir ve sirasiyla noronal ve endotelyal hiicrelerde eksprese olmaktadirlar.
NOS2 (iNOS; indiiklenebilir) ise basta makrofajlar olmak iizere bir¢ok doku ve
hiicrede, 0Ozellikle inflamasyon durumunda, sitokinlerle uyarilma sonrasi

sentezlenmektedir. Konstitiitif form olan NOS1 ve NOS3’iin aktiviteleri Ca’
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bagimlidir ancak, NOS2’nin aktivitesinin diizenlenmesinde, fizyolojik sinirlar i¢inde,

Ca™’a bagimlilig1 yoktur.
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Sekil 2.9 Nitrik oksit sentezi

Konstitiitif formlar kisa siirelerle ve diisiik derisimlerde NO iiretiminden
sorumluyken NOS2 ise ¢ok uzun siireclerde ve c¢ok yiiksek derisimlerde NO
iretebilmektedir (101,102).

Nitrik oksit iiretildigi hiicreden disar1 ¢ikarak direk hedef hiicresine yonelir.
NO’nun en 6nemli hedef molekiilleri demir, kiikiirt ve oksijen tiirevi yapilardir.

Nitrik oksit sentaz enziminin aktivasyonunda, asetil kolin gibi bir haberci
endotel hiicreleri iizerindeki reseptdriine baglandiktan sonra, Ca™ iyon kanallari
acilarak, hiicre i¢i Ca™ diizeyi yiikselir. Kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla
olusan kompleks tarafindan, yapisal bir enzim olan eNOS uyarilir ve L-arjininden
NO ve sitriillin olusur. Olusan NO, endotelden ¢ikarak komsu diiz kas hiicrelerine
girer. Diiz kas hiicrelerinin sitozollindeki guanilat siklazin hem grubundaki demire
baglanir, onu aktiflestirir ve GTP’den ¢cGMP olusumunun artmasina neden olur.
Artan cGMP damarlarda vazodilatasyona neden olur. Diger bir yapisal enzim olan
nNOS’da ayn1 mekanizma ile uyarilmaktadir (103) (Sekil 2.10).

Ayrica lipopolisakkaritler ve sitokinler gibi ajanlarin Ca™’a bagimli olmadan
NOS’u indiiklemeleri sz konusudur. Ilgili hiicrelerde énceden NOS yoktur veya ¢ok
azdir. Uyaricilar tarafindan transkripsiyonel olarak (mRNA artisiyla) enzim
indiiklenir ve sonugta olusan NO amaca uygun islevini gerceklestirir. Bu mekanizma
daha c¢ok makrofajlarda goriiliir, bu tip enzim de indiiklenebilir NOS olarak

adlandirilir.
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Sekil 2.10 Endotelyal nitrik oksit sentazin uyarilmasi ve diiz kas hiicresine

etkisi

Biyolojik yar1 Oomrii saniyeler diizeyinde olan NO, insan fizyolojisi ve
fizyopatolojisinde 6nemli bir yere sahiptir.

Endotel kaynakli NO, damar diiz kaslarinin gevsemesini saglayarak kan akisi
ve basimcinin ayarlanmasini saglamaktadir. Bu etki, sistemik dolagimda meydana
geldigi gibi lokal olarak kalp, beyin, karaciger, gastrointestinal sistemde de
izlenebilmektedir (97).

Nitrik oksit, merkezi sinir sisteminde hafiza olusumu, denge, uyar1 gecisi,
koku alma gibi bir¢ok fonksiyonlar1 destekleyen bir nérotansmitter olarak fonksiyon
gostermektedir (104). Periferik sinir sisteminde ise noradrenerjik ve nonkolinerjik
sinirleri etkileyerek vazodilatasyon, solunum, genitoliriner ve mide barsak
fonksiyonlarinin regiile edilmesine katkida bulunmaktadir (105).

Immiin stimuluslara ve iltihabi mediatorlere karst makrofajlar NO
salgilayarak cevap verirler. iNOS’un {retti§i NO’nun major fonksiyonu,
mikroorganizmalar veya tiimor hiicrelerine sitotoksik ve sitostatik etki olusturmaktir
(106).

Nitrik oksidin normal fizyolojik olaylar1 diizenlenmesinde ve ¢esitli patolojik
stireclerin gelisiminde 6nemli rol oynadig: sistemlerden birisi de kardiyovaskiiler

sistemdir. Normal homeostazi saglamada NO’nun aracilik ettigi temel olaylar
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miyokart kontraktilitesi, vaskiiler tonus, trombosit endotel etkilesimleri ve lokosit
adezyonunun diizenlenmesidir. Vaskiiler yapida NO {iretiminin azalmasi, sonucta
trombosit endotel etkilesimi ve vaskiiler diiz kasin proliferasyonu iistiine NO aracili
inhibitdr etkinin azalmasina yol agarak aterojenik potansiyeli artirir (107).

Nitrik oksit endotel ylizeyinde antitrombotik etkinlige sahiptir. Nitrik oksit
sentaz aktivitesinin inhibisyonu, mikrovaskiiler permeabiliteyi artirarak l6kositlerin
migrasyonunu ve adezyonunu artirmaktadir. NOS inhibitorlerinin  sistemik
kullanimlar kiiciik arter ve arteriollerde kan basincini arttirir (108). Bu durum damar
endotelinde yapilan NO’nun kan basinct ve kan akimini diizenlemedeki 6nemine
isaret eder. Nitekim endoteldeki genetik (DM, homosisteinemi, ailevi hiperlipidemi)
veya edinsel (sigara i¢imi, sedanter yasam, aterojenik diyet) herhangi bir fonksiyonel
bozukluk hipertansiyona yol agmaktadir (108,109).

Nitrik oksit; bobrek kan akimi, glomeriiler filtrasyon, renin salgilanmasi ve
sodyum atilimi gibi bdbrek fonksiyonlarinin kontroliinde en 6nemli parakrin
modiilator ve mediatordiir (110). Bazal NO sentezi bloke edilirse, bobrek kan akimi

ve sodyum atilimi azalir (103).

2.7.2. Arjinaz ve Nitrik Oksit Sentezi

Arjinin katabolizmasinda, iire, prolin ve poliamin {iretimine neden olan
arjinaz yolu L-arjinini en fazla tiikketen yoldur. Nitrik oksit sentaz ve arjinin
dekarboksilaz (ADC), L-arjininin giinliik total doniigiimiiniin ¢ok kii¢iik bir yiizdesini
teskil eder. (Sekil 2.7.3)

Arjinaz ve NOS’un biyokimyasal 6zellikleri, arjinazin L-arjinin i¢in NOS ile
rekabet ederek NO sentezini inhibe edebilecegi fikrini desteklemektedir. L-arjininin
saflagtirllmig NOS’a affinitesi, arjinaza gore olandan daha yiiksek olmasma karsin
arjinazin maksimum aktivitesi NOS unkinden 1000 kat daha fazladir. Bu fizyolojik
L-arjinin konsantrasyonlarinda benzer oranlarda substrat kullanimimi ileri
stirmektedir (111). Saglikl bir hiicrede yeterli arjinaz miktar1 NO sentezi i¢in arjinin

kullanimini sinirlayabilir.
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Sekil 2.11. Arjinaz ve NOS tarafindan gergeklestirilen L-arjinin metabolizmasi

Aslinda NOS ve arjinaz arasindaki iliski yalnizca ayni substrati kullanmalari
ile sinirl1 degildir, daha komplikedir. Ornegin iNOS eksprese eden makrofajlar ve
endotel hiicreleri arjinaz aktivitesini inhibe etmek i¢in yeterli N- hidroksiarjinin de
iretebilirler (112).

Birgok ¢alismada yaralardaki makrofaj kaynakli arjinaz aktivitesinin dokunun
iyilesmesinde, inflamasyon ve enfeksiyona karsi korunmasinda rol oynadigi
gosterilmistir. Arjinaz NO sentezinde substrat olarak kullanilan arjinini ortamdan
uzaklastirir ve ayrica kollajen sentezlenirken ihtiya¢ duyulan prolini sentezlemek i¢in

ornitin tretir (113).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler

Bu ¢aligma RTS (Renal Therapy Services) Ozel Yasam Diyaliz Merkezinde
hemodiyaliz tedavisi goren, yaslar1 29-78 arasinda degisen, 32 kadin ve 38 erkekten
olusan toplam 70 son donem bobrek yetmezligi hastasi ile 8 kadin ve 10 erkekten
olusan toplam 18 kisilik kontrol grubunda yapildi.

Hemodiyaliz hastalari, en az ii¢ aydir haftada 3 kez, 4-5 saat/seans siire ile
diizenli olarak hemodiyalize giren ve hemodiyaliz isleminde high flux membranlarin
kullanildig1 kisilerden secildi. Hepatit B ve/veya C pozitifligi, enfeksiyon, aktif
karaciger hastaligi ve malignitesi, transaminaz yiiksekligi olan ve antikoagiilan
tedavi alan hastalar ¢alisma disinda tutuldu. Kontrol grubu ise sistemik hastaligi
bulunmayan  saglikli  bireylerden  olusturuldu.  Hastalar, = makrovaskiiler
komplikasyonlar1 olanlar (EKG’de iskemi bulgulari; 7, gegirilmis MI hikayesi; 5,
iskemik inme; 3, renal arter darligi; 3 kisi), diyabeti olanlar ve makrovaskiiler
komplikasyonu ve diyabeti olmayanlar olarak asagidaki gibi ii¢ gruba ayrildi.

Grup 1 (G-1); Diyabeti ve bilinen makrovaskiiler komplikasyonu
bulunmayan, hemodiyaliz hastalar1 (n=30).

Grup 2 (G-2); Bilinen makrovaskiiler komplikasyonu olan hemodiyaliz
hastalar1 (n=18).

Grup 3 (G-3); Diyabetik nefropatili hemodiyaliz hastalar1 (n=22).

Hemodiyaliz hasta gruplarinda 29 hastada (diyabet ve makrovaskiiler
komplikasyonu olmayan grupta; 16, makrovaskiiler komplikasyonu olan grupta; 6,
diyabet grubunda; 7 kisi) hipertansiyon mevcuttu ve buna bagli olarak anjiotensin
converting enzim (ACE) inhibitorii/anjiotensin  reseptér blokorii  (ARB)
kullanmaktaydi. Sekiz hasta (diyabet ve makrovaskiiler komplikasyonu olmayan
grupta; 1, diyabet grubunda;7 kisi) ortalama 40 mg/giin dozda statin tedavisi,
diyabeti olan 22 hasta ortalama 15-40IU/glin dozunda uzun etkili insiilin (insiilin
glarjin) tedavisi almaktaydi.

Calisma grubundaki hastalarin  etyolojik dagilimi; 22 diyabet, 15
hipertansiyon, 6 ilag¢ toksisitesi, 5 glomeriilonefrit, 4 polikistik bobrek, 4 tas hastaligi,

14 etyolojisi bilinmeyen nedenlerdi.
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Hemodiyaliz hastalarinin kan 6rnekleri, hemodiyaliz ve heparin enjeksiyonu
oncesi periferik venden herhangi bir koruyucu ve antikoagiilan icermeyen jelli diiz
tiiplere alindi. Sirkadiyen degisimlerin etkisini 6nlemek icin tiim kanlar sabah saat
8:00-9:00 arasinda, 8—12 saat aglig1 takiben alindi. Kan 6rnekleri, oda 1sisinda 1 saat
icinde 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek serumlar ayrildi. Kontrol grubunun
kanlar1 alinirken de ayni kosullar uygulandi.

Serum ornekleri alindig1 giin TG, T-K, LDL-K, HDL-K, diizeyleri enzimatik-
kolorimetrik, BUN diizeyleri kinetik UV fotometrik, kreatinin diizeyleri kinetik
kolorimetrik, albiimin ve hsCRP diizeyleri immiino-tiirbidimetrik yontemlerle,
Roche/Hitachi Moduler otoanalizorde Olgiildii.

Yeterli miktarda serum plastik tiiplere aktarilarak Lp-PLA2 ve arjinaz 6l¢iimii
icin -80°C’de ve NO diizeylerinin belirlenmesi i¢in -18°C’de c¢alisma tarihine kadar
saklandi.

Eskisehir Osmangazi Universitesi Biyokimya Anabilim dali ve Nefroloji
Bilim dali ile birlikte yiiriitiilen bu ¢alisma igin, Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 28.07.2009 tarih ve 2009-307 sayili karari ile onay

alimmustir.
3.2. Yontemler

3.2.1. Serum Lipoprotein fliskili Fosfolipaz A2 Tayini

Serum’daki Lp-PLA2’nin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in tiirbidimetrik
immunoassay yontemi ile ¢alisan PLAC (Diadexus) test kullanildi. Lp-PLA2 test
prosediirii Roche/Hitachi Moduler otoanalizére uygulandi daha sonra tiim 6rnekler
Olciildlii. Yontemin Slgiim Araligr 7-500 ng/ml’dir. Intra — assay kesinlik (n=80) 1,6
— 2,4 ve total kesinlik (n=80) 1,8-3,2"dir.

Test Prensibi

PLAC™ testi, insan serum veya plazmasindaki Lp-PLA2 konsantrasyonunun
dogrudan 6l¢iimii i¢in oldukca yiiksek duyarlikli iki monoklonal antikor kullanan
tirbidimetrik immiinassaydir. Siispansiyon icindeki polimerik mikropartikiillere
baglanmis monoklonal antikorlara hasta 6rneklerindeki Lp-PLA2 belirli bir bigimde
baglanir. Lp-PLA2 baglanmasi sonucu siispansiyonun tiirbiditesinde meydana gelen

degisim 570 nm’de okunur. Absorbansdaki bu degisim hasta 6rnegindeki Lp-PLA2
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konsantrasyonu ile orantilidir. Lp-PLA2 kalibrator seti Lp-PLA2 konsantrasyonuna

kars1 standart bir absorbans egrisi ¢izmek icin kullanilir. Bu sekilde test 6rnegindeki

Lp-PLA2 konsantrasyonunun ara degerleri belirlenebilir.

Reaktif ve Gerecler
PLAC™ Test Reaktif kiti 50 teste yetecek kadar sivi halde kullanima hazir

iki reaktif kitinden olusur.

Reaktif 1 (R1), 15 ml olup % 0.03 metilizotiazolinon koruyucu madde ve

protein stabilizatorli Tris tampon soliisyonu igerir.

Reaktif 2 (R2), 5 ml olup ProClin 300 koruyuculu fare monoklonal anti-Lp-

PLA2 antikoru kapli mikro partikiil soliisyonu igerir.
PLAC™ Test Kalibrator Kiti
Lp-PLA2 kontrol Kiti

Ol¢iim Prosediirii

Kalibrasyon

Olgiim 5 nokta kalibrasyon egrisi kullamlarak kalibre edildi. Standart egri

cihazin uygulama prosediiriine uygun egri modeli kullanilarak olusturuldu.

Ol¢iim Basamaklar

1.

6 ul 6rnegin reaksiyon hiicresine eklenmesi ve 185 pl tampon reaktifi
(R1) ile seyreltilmesi
Ornegin 5 dakika 37 °C’de Reaktif 1 ile inkiibe edilmesi

. Reaksiyon hiicresine 60 pl Reaktif 2’den eklenmesi

5 dakikalik periyot siiresince absorbansin 570 nm’de siirekli olarak
okunmasi
Reaktif 2’nin eklenmesinden son okumaya kadar gecen siiredeki

absorbans deger farkinin standart egri iizerinden hesaplanmasi

3.2.2. Serum Arjinaz Aktivitesinin Tayini

Yontem adi: Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim Ure (TDMU) yontemi

(114).
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Prensip

Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim Ure ydntemi spektrofotometrik olarak
iire diizeyini Olgen bir yontemdir. Bu yontemde arjinaz aktivitesi indirekt olarak
Ol¢iiliir. Arjinaz substrat olarak L—arjinin kullanir ve {iriin olarak iire ve ornitine
doniistiiriir. Olusan reaksiyonla ortamda biriken iire diasetil monoksim (DAM) ile
dogrudan reaksiyona girmez. ilk &nce asit ortamda 1s1 etkisi ile hidroksilamin ve
diasetile hidrolize olur. Diasetil, asit ¢ozeltide iire ile kondanse olur ve H,O ve renkli
bir bilesik olan diazin meydana gelir. Bu rengi stabilize etmek i¢in tiyosemikarbazid

++

ve Fe ™" iyonlar1 kullanilir.

Serum arjinaz aktivitesi tayini icin kullamlan cozeltiler

50 mM Arjinin Cozeltisi
0.871 gr L-Arjinin bir miktar suda ¢oziildi. 0.1 M HCI ile pH’s1 9,7’ye
getirildi, son hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti +4°C’de

saklandi.

0,1 M pH: 9,7 Karbonat Tamponu

1,0599 gr Na,CO; bir miktar suda c¢oziilerek distile su ile 100 ml’e
tamamlandi. 0,8401 gr NaHCO; bir miktar distile suda c¢oziilerek 100 ml’ye
tamamlandi. 100 mL 0,1 M NaHCOj; iizerine 0,1 M Na,COs ilave edilerek pH

9,7’ye getirildi. Hazirlanan tampon ¢6zelti +4°C’de saklandi.

9 mM MnCl, Cozeltisi
1,78119 gr MnCl,.4H,0O bir miktar distile su ile ¢oziilerek 1000 mL’ye

tamamlandi. Buzdolabinda +4°C’de saklanda.

Asit Karisimi

0,12 M FeCls / % 56,7 H3POy4: 3,24 g FeCl;.6H,0 bir miktar distile su ile
¢oziildii, lizerine %85°lik H3;PO,4’ten 66,7 mL eklendi. Uzeri distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiden 1 ml alinip lizerine % 20 (h/h)’lik H,SO4 ilave
edildi. Deney sirasinda asit karigimi olarak bu ¢ozelti kullanildi. Asit karisimi oda

sicakliginda saklandi.
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Renk Ayiraci
6,238 gr diasetilmonoksim ile 0,328 gr tiosemikarbazid karistirilarak bir
miktar distile suyla ¢oziildi. Cozelti distile suyla 1000 ml’ye tamamlandi. Oda

1s1sinda ve renkli sisede saklandi.

Ure standardi
3 mg iire, 0,016 M 100 ml benzoik asit icinde ¢ozildii.
Stok olarak hazirlanan bu ¢ozeltiden deney sirasinda 1:5 oraninda diliisyon

yapilarak 0,1 umol iire/ ml standart hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklandi.

Deneyin Yapihisi

1. Enzim aktivitesi tayini i¢in iki deney diizenegi hazirlandi. Birinci diizenege
deney tiipleri, ikinci diizenege ise kor, standart ve sifir zaman tiipleri konuldu. Sifir
zaman tliplerini hazirlamaktaki amacimiz, enzim kaynagindaki endojen {irenin
arjinaz aktivitesinin hesaplanmasi esnasinda g6z ardi edilebilmesidir.

2. Serum Ornekleri 9 mM Mangan klortir ile 1:10 oraninda sulandirildi.

3.Sulandirilan serum 6rnekleri 55°C’de 20 dakika 6n inkiibasyona birakildi.

4. Bu asamadan sonra deney ve sifir zaman tiiplerine 0,4 ml L-arjinin ve 0,4
ml karbonat tamponu konuldu.

5. Kor tiiptine 1 ml distile su, standart tiiptine 1 ml iire standart1 konuldu.

6. Ayn1 zamanda oda 1sisinda tutulan sifir zaman tiiplerine 3 ml asit karigimi
konuldu.

7. Sifir zaman tiiplerine 0,2 ml serum konuldu

8. Kor ve standart tliplerine 3 ml asit karisimi konuldu

9. Diliie serum ornekleri ve hazirlanmis deney tiipleri 37°C’de 3 dakika
bekletilerek tiim diizeneklerin ayni 1s1ya gelmesi saglandi.

10. Daha sonra 37°C’ye gelen serum &rneginden deney tiiplerine 0,2 ml
konularak vortekslendi

11. Enzimatik reaksiyon i¢in 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi

12. Inkiibasyon siiresinin sonunda reaksiyonu durdurmak icin deney tiiplerine
3 ml asit karisimi konuldu

13. Bu islemi takiben her iki diizenekteki tiiplere 2 ml renk reaktifi konulup

vortekslendi.
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14. Tiiplerin agzim kapatilip, 10 dakika kaynar su banyosunda renk olusumu
i¢in bekletildi

15.Siire sonunda tiipleri musluk suyu altinda sogutuldu.

16. Absorbanslar1 520 nm’de okundu.

Hesaplamada; her deney tiipiiniin absorbansindan, kendi sifir zaman
absorbansi ¢ikartilarak net absorbans elde edildi. Boylece enzim kaynagindaki
endojen lirenin absorbansi hesabin disinda birakilmis oldu.

Standart absorbansi, standarttaki lire miktar1 ve sulandirma katsayilarindan
ortak bir faktor bulundu. Faktor hesaplanmasi su sekilde yapildi:

(0,1 umol/ml )x 10x 5x 4
Faktor =

Ure standardinin absorbansi

10: Serumun MnCl, sulandirma katsayisi

5: serumun inkiibasyon ortamindaki sulandirma katsayisi

4: Inkiibasyon siiresinin 1 saate tamamlanma katsay1si

0,1 umol tire /ml’ nin absorbansi: 0,331 olarak okunmustur.
Faktor = 60,42 olarak hesaplandi.

Serum i¢in enzim aktivitesi; iinite olarak tanimlanmustir. 1 saatte, 37°C’de,
substrat olarak kullanilan L-arjinin’den 1 pmol iire olusturan enzim aktivitesinin
hesaplanmasinda net drnek absorbanslar1 faktor ile ¢arpildi. pmol/mL/saat olarak
enzim aktiviteleri bulundu ve iinite olarak tanimlandi.

Unite =pmol/ml/saat
3.2.3. Serum Nitrik Oksit (NO) Tayini

Prensip

Serum nitrat diizeyleri Cortas ve arkadaslarinin yontemine gore belirlendi
(115). Deproteinizasyon islemi ile ortamdan proteinler uzaklastirildiktan sonra 6lgiim
nitratin bakir kapli kadmiyum grandilleri ile indirgenmesi ve olusan nitritin 6l¢iilmesi

esasina dayanir.
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Kullanilan ¢ozeltiler

Kadmiyum graniillerinin aktive edilmesi

Kadmiyum graniilleri 20-40 mg agirhiginda tartildi ve kiiclik pargalara
boliindiikten sonra bir erlenmayerde 0,Imol/L H,SO4 igerisinde depolandi.
Kadmiyum graniilleri bu sekilde 9 ay stabildir. Calisma aninda kadmiyum graniilleri
asitten ¢ikarildi distile su igerisinde ii¢ defa yikandi. Graniiller glisin-NaOH tamponu
icindeki Smol/L CuSO4’ta iki dakika bekletildikten sonra glisin-NaOH tamponu ile
lic defa yikandi ve bakir kaplanmis graniiller 10 dakika igerisinde kullanildi.

Glisin-NaOH tamponu
15g glisin deiyonize suda ¢6ziildii. 2mol/L NaOH ile pH 9,7’ye ayarland1 ve
1L’ye tamamlandi. Bu tampon 0-8°C’de bir ay stabildir.

Siilfanilamid cozeltisi
5g stilfanilamid 1lik 3mol/L HCI soliisyonunun 500ml si i¢inde ¢6ziildii, sonra

hemen sogutuldu. Bu ¢6zelti oda 1s1sinda 1 yil stabildir.

N-Naftiletilen diamin ¢ozeltisi
50 mg N-Natftiletilen diamin 250ml distile suda ¢6ziildii. Bu tampon 0-8°C’de
iki ay stabildir.

Standartlar

0, Imol/L’lik stok NaNOj; c¢ozeltisi 10mmol/L Na,B407 icinde ¢oziilerek
hazirlandi. Bu ¢ozelti 9 ay stabildir. Calisma standartlart stok soliisyonun dilisyonu
ile kullanilacag: giin hazirlandu.

Deneyin Yapihist

Bu calisma 2 asamada gergeklesir.

A-Deproteinizasyon
e 2.0ml 75 mmol/L ZnSQy4 soliisyonu lizerine
e 0,5 ml serum ilave edildi
e 2.5 ml 55 mmol/L NaOH reaktifi ile karistirildi
e 10 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonucu elde edilen slipernatant numune olarak kullanildu.
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B-Nitrat olciimii
1. Kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi
2. Her bir tiipe Iml glisin tamponu eklendi.
3. Numune tiiplerine 1ml deproteinize numune eklendi.
4. Standartlar 3 adet hazirlandi:10umol/L NaNOs3 den
Standart 1’e 0,5 ml
Standart 2°¢ 1,0 ml
Standart 3’e 1,5 ml ilave edildi.
5. Biitiin tiipler deiyonize su ile 4ml’ye tamamland.
6. Spatula ile 2,5-3 g bakir kapli kadmiyum graniillerinin ilavesi ile
reaksiyon bagslatildi.
7. Tum tiipler oda 1s1sinda 90 dakika inkiibe edildi.
8. Inkiibasyon sonunda reaksiyon karisimindan 2 ml alinip diger tiiplere
aktarild
9. Tim tiiplere 2,5 ml deiyonize su ve sirasiyla 1 ml siilfanilamid ve 1
ml N-naftiletilendiamin ¢ozeltileri ilave edilerek karistirildi.
10. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra absorbans 545 nm’de
kore kars1 okundu.

11. Nitrit degerleri kalibrasyon grafiginden degerlendirildi.
Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri i¢in SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) for Windows 15,0 programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirmek i¢in normalite testleri yapildi. Normal dagilim gdsteren
parametrelerin karsilastirilmasinda independent-Student-t testi ve ANOVA. Normal
dagilim gostermeyen parametrelerin karsilastirilmalarinda Mann-Whitney U testi ve
non-parametrik Kruskal- Wallis testi kullanildi. Coklu karsilastirma testi olarak,
ANOVA analizlerinde TUKEY HSD, Kruskal —Wallis analizlerinde Dunn’s method
testi uygulandi.

Parametreler arasindaki iligkilerin incelenmesinde normal dagilim gdsteren

parametreler i¢cin Pearson korelasyon testi, normal dagilim gostermeyen parametreler
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icin Spearman korelasyon testi kullanildi. p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR
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A-Kontrol grubu ve hemodiyaliz hastalarinin demografik ve biyokimyasal

bulgularinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Kontrol ve hemodiyaliz grubunun demografik ve biyokimyasal bulgular

istatistiksel olarak incelenmis ve Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Calisma gruplarinin demografik ve biyokimyasal bulgular

Cinsiyet (K/E)*

Yas (yil)*

VKI (kg/m?)*

BUN (mg/dl)*
Kreatinin (mg/dl)**
Albiimin (g/dl)**
hsCRP (mg/dl)**
Trigliserit (mg/dl)**
T.Kolesterol (mg/dl)*
HDL-K (mg/dl)*
LDL-K (mg/dl)*
Lp-PLA2 (ng/ml)*
Arjinaz (U/L)*

Nitrik oksit (umol/L)*

Kontrol
(n=18)

8/10
534462
26,5+43
11425

0,8 (0,6-0,9)
4,5 (4,4-4,7)
1,3 (0,8-1,8)
112,0 (66,0-126,0)
159,8 £ 19,7
53.0+7,7
86,9 +12,9
138,6 £ 17,6
14408
0,7+0,1

*Bagimsiz t-testi uygulanan veriler ortalama = SD olarak,
** Mann-Whitney U testi uygulanan veriler ortanca (%25-%75) olarak verilmistir. n.s:0nemsiz

Hemodiyaliz grubu
(n=70)

32/38
55,7 +103
254+43
61,2127
7,9 (6,6-9,1)
4,0 (3,8-4,3)
4.8 (2,4-9,6)
211,0 (173,2-270,0)
197,8 £ 50,9
37,6+ 7,9
139,7 + 48,9
238,9+ 97,2
6,9 £ 5,1
0,5+ 0,2

ns

ns
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

VKI: Viicut Kitle indeksi, BUN: Kan iire azotu, Lp-PLA:Lipoprotein iliskili fosfolipaz A,

Hemodiyaliz grubunda;

Kontrol grubuna gore yas ve VKI diizeyleri, istatistiksel olarak farksiz
(p>0.05), BUN, kreatinin (Cr), hsCRP, TG, T-K, LDL-K, Lp-PLA2 diizeyleri ile
arjinaz aktiviteleri yiiksek (p<0.001), albiimin, HDL-K ve NO diizeyleri ise diisitk

bulunmustur (p<<0.001).
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B- Hemodiyaliz tedavisi alan her grubun birbirleri ve kontrol grubu ile

karsilastirilmasi

Hemodiyaliz hasta gruplar kendi aralarinda ve kontrol grubu ile kiyaslandi

(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol grubu ve hemodiyaliz alt gruplarinda biyokimyasal degiskenler

Hemodiyaliz grubu

Kontrol grubu
(n=18)
G-1 G-2 G-3
(n=30) (n=18) (n=22)
ES
BUN 11,4425 60,6 + 12,1 623143 612+ 12,6°
(mg/dl)
Kreatinin** 0,8 8,6 82" 6,9°
(mg/dl) (0,6 — 0,9) (7,2 —9.4) (7,1 — 8,9) (53—83)
Albiimin** 4.5 4,1 4,1 4,0°
(g/dl) (4,447 (3,8 —4.3) (3,9 - 43) (3,8 — 4,0)
hsCRP** 1,3 4,0° 4,9° 6,5
(mg/dl) (0,8 —1,8) (2,4-74) (2,2-9,8) (2,9-11,2)
Trigliserit ** 112 193,5% 265,5" 222.5°
(mg/dl) (66,0 -126,0)  (168,0-233,0) (179,0-99,0)  (198,0-236,0)
%
T.Kolesterol® 59 ¢ | 197 188,5+53,6  209.6+593" 2003 +37.9°
(mg/dl)
K%
LDL-K 869+ 120 13804564 162.04452% 123.8+333°
(mg/dl)
K%
HDL-K 53.0+7,7 37,5+8.5 372+ 7.7 38,0 + 7.5
(mg/dl)

* ANOVA testi uygulanan veriler ortalama + SD olarak verilmistir.

** Kruskal — Wallis testi uygulanan veriler ortanca (%25-%75) olarak verilmistir.

Kontrol grubuna gore; a: p<0.001, b: p<0.01, ¢:p<0.05, G-2 grubuna gore G-3; d: p<0.05

BUN, kreatinin, hsCRP ve TG diizeyleri; G-1, G-2, G-3 gruplarinda

kontrol grubuna gore yiiksekti (her bir grupta, p<0.001), gruplar arasinda ise anlaml
bir fark bulunamadi (p>0.05).

Albiimin ve HDL-K diizeyleri; G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna
gore diistiktii (her bir grupta, p<0.001), gruplar arasinda ise anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05).
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Total kolesterol diizeyleri; G-1 grubunda kontrol grubundan yiiksek
olmasimna ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). G-2 ve G-3
gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksekti (sirasiyla, p<0.01, p<0.05), gruplar
arasinda ise anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

LDL-kolesterol diizeyleri; G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna gore
yiiksek (sirasiyla, p<0.001, p<0.001, p<0.05), G-1 ile G-2, G-3 arasinda fark yoktu
(p>0.05). G-2 ve G-3 gruplar arasinda ise anlaml bir fark vardi (p < 0.05).

C- Kontrol grubu ile hemodiyaliz alt gruplarinda lipoprotein iliskili fosfolipaz
A2, NO diizeyleri ile arjinaz aktivitelerinin karsilastirilmasi

Lipoprotein iliskili fosfolipaz A2 diizeyleri; Kontrol ve hemodiyaliz
hastalarmin farkli gruplarinda lipoprotein iligkili fosfolipaz A2 diizeylerinin

istatistiksel incelenmesi Tablo 4.3’de ve sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Calisma gruplarinin Lp—PLA2 diizeyleri (ortalama + SD)

Kontrol grubu ‘ Hemodiyaliz grubu
(n=18) G-1 G-2 G3
(n=30) (n=18) (n=22)

Lp-PLA2
(ng/ml) | 138,6+17,6 | 230,8+77,2 2857+138,6 211,8+67,0

Calisma gruplarimin Lp—PLA?2 diizeyleri (ortalama + SD)
450

400
350

w
o
o

Lp-PLA2 (ng/ml)

Kontrol Gl G2 G3

Sekil 4.1. Calisma gruplarinin Lp-PLA2 diizeyleri



45

Lp-PLA2 diizeyleri, G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksekti
(swrasiyla, p<0.001, p<0.001, p<0.05), G-2 ve G-3 gruplar1 arasinda anlamli bir fark
vardi (p< 0.05). G-2 grubunda G-1’e gore yliksek bulunmasina ragmen istatistiksel
acidan anlaml degildi (p> 0.05).

Arjinaz aktiviteleri;
Kontrol ve hemodiyaliz hastalarinin farkli gruplarinda arjinaz aktivitelerinin

istatistiksel incelenmesi Tablo 4.4’de ve sekil 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.4.Calisma gruplarinin arjinaz aktiviteleri (ortalama + SD)

Hemodiyaliz grubu

Kontrol grubu G-1 G-2 G-3
(n=18) (n=30) (n=18) (n=22)
Arjinaz
(U/L) 1,4+0,8 5,027 10,1 +73 6,9+43

Calisma gruplarinin Arjinaz aktiviteleri (ortalama * SD)

Arjinaz (U/L)

Kontrol Gl G2 G3

Sekil 4.2. Calisma gruplarinin arjinaz aktiviteleri

Arjinaz aktiviteleri, G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek
(swrasiyla, p<0.05, p<0.001, p<0.001). G-2 grubunda G-1’den yiiksek (p<0.01),
G-3’den farksiz bulundu (p> 0.05).
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Nitrik oksit diizeyleri:
Kontrol ve hemodiyaliz hastalarinin  farkli gruplarinda nitrik  oksit

diizeylerinin istatistiksel incelenmesi Tablo 4.5’de ve sekil 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. Calisma gruplarmin nitrik oksit diizeyleri (ortalama + SD)

’ Hemodiyaliz grubu
Kontrol grubu G-1 G-2 G-3
(n=18) (n=30) (n=18) (n=22)
Nitrik oksit
(nmol/L) 0,7+0,1 0,6+0,1 0,5+0,3 0,4+0,2

Calisma gruplarinin Nitrik oksit diizeyleri (ortalama * SD)
0,9

Nitrik Oksit (umol/L)

Kontrol Gl G2 G3

Sekil 4.3. Caligma gruplarinin nitrik oksit diizeyleri

Nitrik oksit diizeyleri kontrol grubuna gore tiim hasta gruplarindan diisiik
olmasina ragmen istatistiksel olarak sadece G-2 (p<0,05) ve G-3 (p<0,001) arasinda
anlaml farklilik bulundu. G-1 grubunda G-2’den farksiz G-3’den 6nemli diizeyde
yiiksekti (p <0,01).
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D. Hemodiyaliz hastalarinda cahisilan parametreler arasindaki iliskiler:

Tablo 4.6. Hemodiyaliz hastalarinda Lp — PLA2 diizeyleri ile diger

parametreler arasindaki korelasyonlar

Yas VKi TG | T-K LDL HDL BUN Cr |ALB hsCRP  Arjinaz = NO

2~ R 208 325" | 5927 567+ | 7177 | -4737 | 019 | -074 | -043 | 027 6057 | -4917
= E
12
S~ P 012 | .006 | .000 | .000 | .000 | .000 | .874 | .541 | .724 | 824 .000 .000

Hemodiyaliz hastalarinin (n=70) Lp-PLA2 diizeyleri; yas, VKi, TG, T-K,
LDL-K diizeyleri ve arjinaz aktiviteleri ile pozitif, HDL-K ve NO diizeyleri ile
negatif korelasyon gosterdi. Lp-PLA2 diizeyleri ile BUN, kreatinin, albiimin ve

hsCRP diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadi.

Tablo 4.7. Hemodiyaliz hastalarinda arjinaz aktiviteleri ile diger parametreler

arasindaki korelasyonlar

Yas | VKi | TG T-K |LDL-K HDL-K BUN | Cr |ALB hsCRP | NO

ro | 475%% | 243% | 565%*% | 520%% | 490%* =397+ 1111 -.133 |-.040 |.103 - 715%*

Arjinaz
(U/L)

p |.000 .043 | .000 .000 .000 .001 360 | 273 | .745 | 395 .000

Arjinaz aktiviteleri; yas, VKI, TG, T-K, LDL-K diizeyleri ile pozitif, HDL-K
ve NO diizeyleri ile negatif korelasyon gosterdi. Arjinaz aktiviteleri ile BUN,

kreatinin, albiimin ve hsCRP diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadi
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Tablo 4.8. Hemodiyaliz hastalarinda nitrik oksit diizeyleri ile diger

parametreler arasindaki korelasyonlar

Yas | VKi TG TK | LDL-K | HDL-K BUN | Cr | ALB | hsCRP

3 r | -304 | -087 |-5257 |-4697 | -395" 266" | -181 | 206 | .000 -.098
O=
Z g

2 p | 01l | 474 | 000 | .000 .001 026 134 | 087 | 998 420

NO diizeyleri; yas, TG, T-K, LDL-K, diizeyleri ile negatif, HDL-K diizeyleri
ile pozitif korelasyon gosterdi. NO ile VKI, BUN, kreatinin, albiimin ve hsCRP

diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadi.
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5. TARTISMA

Kronik bobrek hastaligimin tiim evrelerinde kardiyovaskiiler problemler en
onemli 6liim nedenidir. KBY’li hastalar genel popiilasyona gére KVH i¢in klasik
risk faktorlerine daha ¢ok sahip olmanin yaninda, tiremi ile iliskili risk faktorlerine
de maruz kalmaktadirlar.

Renal hastalik ve kardiyovaskiiler mortalite arasindaki iligkinin daha ¢ok orta
derecede renal bozukluk olan bireylerde belirgin oldugu ve aslinda KBY ’nin 3. ve 4.
evresindeki hastalarin ¢cogunun SDBY’e ilerlemeden KVH nedeniyle oldiikleri
gbzlemlenmistir.

Kronik hemodiyaliz hastalarindaki aterosklerotik KVH riskini belirlemeye
yonelik yapilan bir ¢alismada (HEMO c¢alismasi) (116), klasik koroner risk
faktorlerinin  bu hastalardaki KAH sikligmi agiklamada yetersiz  kaldigi
vurgulanmistir. Bu amagla yapilan diger bir ¢alismanin (CHOICE calismasi) (117)
verileri ise, KBY’li hastalarda klasik KVH risk faktorlerinin daha sik gézlendigini;
ancak, bunlarin KVH sikligimin artirmasindan  kismen sorumlu oldugunu
gostermektedir.

Aterosklerozun birgok hastaligin gelisiminde rol oynamasi, yiiksek morbidite
ve mortaliteye yol agmasi bu konuya ilgiyi arttirmus, 6zellikle ateroskleroza baglh
komplikasyonlar1 onleyebilmek ve bu konuda asemptomatik asamadayken kolay
uygulanabilir tetkiklerle tan1 koyup gerekli 6nlemleri alabilmek son derece dnemli
hale gelmistir.

Uremili hastalarda klasik risk faktorlerinin yaninda artnms kardiyovaskiiler
riski gosterebilecek daha spesifik belirteclerin arayist devam etmektedir. Biz de
calismamizda, hemodiyaliz hastalarinda, aterosklerozun patogenezinde risk faktorii
olarak yer alan ve kardiyovaskiiler olaylarda riiptiire yatkin plagin belirleyicisi olan
Lp-PLA2 diizeylerini belirleyerek bu hastalardaki artmig olan kardiyovaskiiler riski
gostermeyi, bunun hastalarin klinik durumu ile ve diger biyokimyasal parametreler
ile iliskisini karsilagtirmay1 amacladik.

Kardiyovaskiiler hastaliklarda Lp-PLA2 diizeylerine iliskin yapilmis pek cok
calisma olmasma karsin, KBY hastalarinda yapilmis calisma c¢ok azdir.
Calismamizda hemodiyaliz hastalarinda Lp-PLA2 diizeylerini, kontrol grubu ile

karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek oldugunu
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tespit ettik. Bu durum, hemodiyaliz hastalarindaki yiiksek kardiyovaskiiler riski
gostermesi acisindan 6nemlidir. Evre 3—4 KBY’li 48 hasta iizerinde yapilan bir
calismada ve Evagelos N’nin periton diyalizli hastalarda yaptig1 ¢calismada PAF-AH
diizeyleri incelenmis ve bizim calismamizla uyumlu olarak kontrol grubundan
yiiksek oldugu tespit edilmigtir (118,119).

Haralampos ve ekibi (120), RRT almayan orta diizeyde KBY hastalar1 ile
hemodiyaliz tedavisi alan SDBY hastalar1 ve periton diyalizi tedavisi alan SDBY
hastalart olmak iizere li¢ grup hastada PAF-AH aktivitelerini kontrol grubu ile
kargilagtirmistir. Bu calismada enzim aktivitesinin RRT alan ve almayan bdbrek
yetmezlikli tim hastalarda arttig1, periton diyalizi hastalarinda hemodiyaliz hastalar1
ve orta diizeyde bobrek yetmezligi olan hastalara gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Diyaliz 6ncesi KBY hastalar1 ile hemodiyaliz hastalarinin enzim
aktiviteleri arasinda fark bulunamamustir. Kreatinin seviyeleri veya kreatinin klirens
degerleri ve plazma PAF-AH aktivitesi arasinda bir baglant1 gézlenmemistir. Ayrica
enzim aktivitesi ile rezidiiel bobrek fonksiyonu arasinda da iliski tespit
edilememistir. Bu sonuglar bdbrek disfonksiyonu derecesinin plazma PAF-AH
aktivitesi tizerine etkisi olmadigini gostermektedir ve KBY hastalarindaki erken
donemde kardiyovaskiiler riskin yiiksek olmasini da agiklamaktadir.

Enzim aktivitesinin periton diyalizi hastalarinda hemodiyaliz ve diyaliz
oncesi KBY hastalarina gore yiiksek olmasi PAF-AH aktivitesi ile diyaliz islemleri
arasindaki bir iligkiyi giindeme getirmektedir. Ayrica bobrek yetmezligi olan
hastalarda ve Ozellikle periton diyalizi hastalarinda proteinler ve lipoprotein
sentezinin uyarildigr gézlenmistir. Bu durum KBY ve hemodiyaliz hastalarindaki
yiksek enzim aktivitesini agiklayabilir. Enzim sekresyonunun, lipoprotein
partikiillerinden bagimsiz olmasi, sonradan birlestikleri hipotezi yaygin oldugundan,
dogrudan PAF-AH sentezinin artis1, bu popiilasyondaki enzim aktivitesinin artiginin
ardindaki mekanizma da olabilir (120).

Calismamizda Lp-PLA2’nin en yiliksek seviyelerini makrovaskiiler
komplikasyonu olan hemodiyaliz hastalarinda (G2) tespit ettik. Bu durum, Lp-
PLA2’nin aterosklerozun risk faktorii olmasi ile uyumludur. Makrovaskiiler
komplikasyonu olan hemodiyaliz hastalarinin (G2) Lp-PLA2 diizeyleri diyabetik
nefropati (G3) gruplarina gore anlamli derecede yiiksekti. Yine ayni grubun (G2) Lp-
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PLA2 diizeyleri makrovaskiiler komplikasyonu ve diyabeti olmayan hemodiyaliz
hastalarina (G1) gore yliksekti fakat istatistiksel olarak fark tespit edilemedi.

Diabetes mellitus ateroskleroz icin Onemli bir risk faktoriidir. DM’li
hastalarda LDL’nin hizla oksitlenmesi, glukoz ile HDL’nin kolesterol tagima
fonksiyonunun bozulmasi ve hiperinsiilinemi ateroskleroz riskini artirmaktadir.
DM’li KBY hastalarinda diger nedenlere ikincil gelismis KBY’si olanlara oranla
daha sik aterosklerotik komplikasyonlar izlenmektedir. Caligmamizda diyabetik
nefropatili hemodiyaliz hastalarinda (G3) Lp-PLA2 diizeylerinin istatistiksel olarak
anlamsiz olmasina ragmen Gl’e gore daha diisiik olmasi, hasta sayismin diigiik
olmasina veya G3 grubunda %37’lik oranla statin kullaniminin neden oldugu
statinlerin antioksidan Ozellikleri, aterosklerotik plaklar1 stabilize etmeleri ve
vaskiiler inflamasyonu azaltmalar1 gibi pleiotropik etkilerine bagl olabilir.

Calismamizda, biitlin hasta gruplarinda LDL-K diizeyleri kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek bulunurken, hasta gruplart i¢cinde en disiik diizey
G3’de saptanmistir. Bu durum, statinlerin LDL-K {izerine olumlu etkilerini ve LDL-
K ile bagl bulunan Lp-PLA2’nin bu grupta daha diisiik olmasini destekler. Tip 1 ve
Tip 2 diyabet hastalarinda Lp-PLA2 diizeylerini belirlemeye yonelik caligmalarda,
bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak, Lp-PLA2’nin arttig1 tespit edilmistir ve bu durum
diyabet ve aterosklerozdaki diisiik derece inflamasyona baglanmistir (121-123).

Lipit metabolizmas1 bozuklugu ve dislipidemi KBY’de sik karsilasilan bir
sorundur.  Uremik  ortammn  etkisiyle lipoprotein  konsantrasyon  ve
kompozisyonlarinda  degisiklikler =~ meydana  gelmektedir. Lipoprotein
oksidasyonunun c¢esitli mekanizmalarla aterosklerozu hizlandirdig1 bilinmektedir.
Son dénem bobrek yetmezliginde en sik gbzlenen lipit anomalileri; serum TG, LDL-
K, T-K, Apo B seviyelerinde artis, HDL-K diizeylerinde azalmadir.
Lipoproteinlerdeki oksidasyonun ¢esitli mekanizmalarla aterosklerozu hizlandirdigi
bilinmektedir. Okside LDL’nin ve onun okside fosfolipidlerinin, ateroskleroz risk
faktorii olan Lp-PLA?2 igin substrat fonksiyonu gérmesi bu mekanizmalardan biridir.

Hemodiyaliz hastalarinda oksidatif hasarin ¢esitli sebepleri  vardir.
Antioksidan sistemde zayiflik, endotel disfonksiyonu, dislipidemi, artmis protein
modifikasyonu, hemodiyaliz islemi bunlardan birkag¢idir (124). Hemodiyaliz islemi

sirasinda iiremik toksinler uzaklasirken, ayn1 zamanda antioksidan bir enzim olan
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glutatyon peroksidaz i¢in esansiyel olan selenyum gibi eser elementler, antioksidan
vitaminlerden olan vit C ve vit E diyalizat sivisina gecerek oksidan hasarin artigina
neden olmaktadir. Ayrica diyaliz membrani ve diyalizat sivilari, kompleman sistemi
ve polimorfo-niiveli 16kositleri aktive ederek siiperoksit radikali olusumunu
artirmaktadir (124). Hemodiyaliz hastalarinda goriilen bu oksidatif durum,
lipoproteinlerin oksidasyonuna yol agarak aterosklerozun patogenezindeki temel
faktorii olusturur.

Diisiik derece inflamasyonun hassas bir gostergesi olarak hsCRP,
aterosklerotik vaskiiler hastalik gelisimi i¢in iyi bir belirtegtir. Caligmamizda,
hemodiyaliz hastalarinda, hsCRP’nin yiiksek olmas1 KBY hastalarindaki inflamatuar
durumu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla bu hastalarda bir inflamasyon belirteci olan
Lp-PLA2’nin yiiksek diizeyleri de bu sonuglarla uyumludur.

Calismamizda Lp-PLA2 diizeyleri; yas, VKI, T-K, LDL-K diizeyleri ile
pozitif, HDL-K ve NO diizeyleri ile negatif koreleydi. BUN, kreatinin, albiimin ve
hsCRP ile korelasyonu yoktu.

Lipoprotein iligkili fosfolipaz A2’nin LDL-K ile kuvvetli iliski gostermesi
stirpriz degildir, ¢linkii LDL, Lp-PLA2’nin major tasiyicisidir. Yasla korelasyonu ise
yasla beraber artan LDL diizeyleriyle iliskilendirilebilir. Lp-PLA2 ile TG arasindaki
korelasyonun, insiilin direncine bagli olarak lipoprotein lipaz aktivitesinin bozulmasi
ve TG’den zengin Apo B lipoproteinlerinin katabolizmasinin azalmasina baglh
olabilecegi ¢esitli calismalarda agiklanmistir (123). Diyabet hastalar1 iizerinde
yapilan calismalarda bu korelasyonlar gosterilmistir (121-123). Kronik bobrek
yetmezligi, hemodiyaliz ve periton diyalizi hastalari ile yapilan ¢aligmalarda da ayni
korelasyonlar tespit edilmistir (119,120).

Lp-PLA2 ile NO arasindaki negatif korelasyon, Lp-PLA2’nin {iriinii olan
LPC’nin endotel disfonksiyonuna yol acarak NO iiretimini engelledigi ger¢egini
destekler.

Lp-PLA2 ile hsCRP arasinda korelasyon oldugu aciklanan yayinlar olmasina
ragmen (123) bizim calismamizda korelasyon tespit edilmedi. Literatiirdeki ¢ok
sayida calismada da korelasyonun tespit edilememesi, Lp-PLA2’nin koroner arter

hastaliginda bagimsiz etkisini giindeme getirir (42).
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Yaptigimiz ¢alismada Lp-PLA2 diizeyleri ile BUN ve kreatinin arasinda
korelasyon olmamas1 literatiirdeki calismalarla uyumludur ve bu enzimin
aktivitesinin bobrek disfonksiyonu derecesi ile iligkili olmadigini gosterir (120).

Yiizde 30’un altinda stenozu olan 172 hastada koroner damar i¢i asetilkolin
infiizyonu ile koroner endotel disfonksiyonunu inceleyen Yang ve ekibi (125)
koroner arterde kan akigindaki degisim ve onemli bir asetilkolin cevabi olan ¢ap
degisimini degerlendirerek, plazma Lp-PLA2 konsantrasyonunun insanlardaki
koroner endotel disfonksiyonunun bagimsiz bir belirleyicisi oldugunu gostermislerdir
ve bu bulgu diger kardiyak risk faktorlerinden bagimsizdir. Lp-PLA2 tiim ¢ok
degiskenli uyarlamalardan sonra koroner endotel disfonksiyonu i¢in bagimsiz bir
belirleyici olarak dikkat ¢ekmektedir. Erken evredeki KBY hastalarinda, koroner
endotel disfonksiyonu olan hastalar1 tespit etmede Lp-PLA2 6nemli bir klinik
ihtiyaca cevap verebilecektir.

Lipoprotein iliskili fosfolipaz A2’nin MI ve inmenin patogenezinde
hiperkolesterolemiden bagimsiz rolii oldugu ve selektif inhibisyonunun koroner
aterosklerotik lezyonun ilerlemesini durdurdugu gosterilmistir (126,127).

Okside LDL (ox-LDL)’nin en giiclii proaterojenik lipoprotein oldugu
diisiiniilmektedir. Endotel hiicreleri ox-LDL’yi lektin benzeri ox-LDL reseptor 1
(LOX-1) yoluyla alirlar. Ox-LDL endotel hiicrelerinde bir dizi sinyal sistemini
aktive ederek apoptozis ve siliperoksit radikal olusumuna neden olur. Bu nedenle ox-
LDL endotel disfonksiyonunun en giiclii tetikleyicisidir. Endotel disfonksiyonu NO
liretimi yerine siiperoksit anyonlar1 olusturan bir durumdur.

Arjininin, ornitin ve iireye hidrolizini katalizleyen arjinaz enzimi iizerine son
yillarda yapilan c¢aligmalar, bu enzimin, damar hastaliklari, enfeksiydz hastaliklar,
immiin hiicre fonksiyonu iizerindeki rolleri tizerine odaklanmustir (128).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar, arjinaz olusumu ve/veya aktivitesindeki
artisgin aterosklerozu da iceren kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk teskil eden
faktorlerle iligkili oldugunu gostermektedir (129).

Damar duvarindaki shear stres degisimlerinin ateroskleroz gelisiminde lokal
bir risk faktorii olarak rol oynadigi iyi bilinmektedir. Iyi kontrol edilmis
hemodinamik bir ortamda, shear stres degisimlerinin arjinaz diizenlemesi {lizerine

etkilerini arastiran bir calismada, karotid arterin 3 giin boyunca yiiksek diizeyde
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shear strese maruz kalmasimin, arjinaz II olusumunu artirdigi gosterilmistir. Plak
gelisimi i¢in uygun hemodinamik ortam olarak bilinen osilasyon tipi akisin
uygulanmasindan 1 giin sonra, damar arjinaz Il olusumu artmistir (129). Bu sonuglar
arjinaz I’'nin akig tipi ve siiresine bagli olarak shear stresle uyarildigini
gostermektedir. Hemodiyaliz hastalarinda diyaliz prosesinin shear stresi artirarak
arjinaz olusumunu artirabilecegini diistinmekteyiz.

Arter boliimlerinin 3 giin boyunca yliksek diizey shear strese maruz
birakilmasi ve ardindan arjinaz inhibitorii No-hidroksi-nor-L-arjinin (nor NOHA) ile
inkiibe edilmesi bradikinine cevap olarak NO’ya baglh endotel disfonksiyonunu
tyilestirdigi ve total damar reaktif oksijen tiirleri olusumunu azalttig1 goriilmiistiir.
Biitlin bu sonugclar, arjinaz inhibisyonunun, arter duvarini, plak olugturmaya meyilli
hemodinami tarafindan tetiklenen erken donem biyolojik islevlerden korudugunu
ortaya koymaktadir (129).

Ryoo ve ekibi (130) ox-LDL’nin hizla arjinaz II aktivitesini artirdigini, ayni
zamanda insan aort endotel hiicrelerinde arjinaz II’'nin olusumunu tetikledigini
gostermisglerdir. Endotel hiicrelerinde arjinaz II baskin izoformdur bu nedenle Ryoo
ve ekibi bu enzim iizerine odaklanmustir.

Hemodiyaliz hastalarinda ateroskleroz gelisiminde arjinazin roliinii ve
aktivitesini belirlemeye yonelik yaptigimiz bu c¢aligmada, arjinaz aktivitesinin,
hemodiyaliz hastalarinda artmis oldugunu tespit ettik. Diger bir ¢alismada, LPC’nin
arjinaz1 arttirdigr gosterilmistir (131). Hemodiyaliz hastalarinda ox-LDL-K‘y1
O6lcmemis olmamiz bu calismanin bir eksikligidir ancak ox-LDL’nin ateroskleroz
gelismesinde tetikleyici faktor oldugu bilinmektedir. Lp-PLA2’nin substratinin ox-
LDL, iiriiniin de LPC oldugu goz oniine alindiginda, Lp-PLA2’nin yiiksek oldugu
durumlarda arjinazin artmasi beklenen bir sonugtur. Calismamizda en yiiksek arjinaz
aktivitelerinin, Lp-PLA2 diizeylerinin de en yliksek oldugu G-2’de saptanmis olmasi
bu durumu destekler niteliktedir. Yapilan bir ¢alismada glomeriilonefritte de arjinaz
aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (132).

Tip 2 DM, inflamasyon, oksidatif stres ve hizlanmis ateroskleroz geligimi ile
karakterize bir insiilin diren¢ durumudur. Literatiirdeki ¢alismalarda hipergliseminin
vaskiiler arjinaz aktivitesini artirdif1 ve arjinazin obezite ve diyabette endotel

disfonksiyonuna neden olabilecegi agiklanmistir (133-135). Ayrica inflamatuar
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sitokinler ve biliylime faktorlerinin arjinazt artirdigi yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (136).

Tip 2 diyabetik hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada, plazma arjinaz
aktivitesi hiperglisemi derecesiyle baglantili bulunmus, kisa siireli (4saat) fizyolojik
hiperinsiilineminin yilikselmis plazma arjinaz aktivitesini azalttig1, kontrol grubunda
ise bu etkinin olmadigr goriilmiistiir. (135). Bu durum insiilinin, arjinaz enzimi
aktivitesi ilizerine 6nemli diizenleyici etkisini gostermektedir.

Calismamizda arjinaz aktiviteleri, yas, VKi, TG, T-K, LDL-K ile pozitif
korele, HDL-K, NO ile negatif korele idi. BUN, kreatinin, albiimin, hsCRP ile
korelasyon saptanmadi.

Lp-PLA2’nin hem substrati, hem de {irliniiniin arjinaz1 artiran faktorler olmasi
nedeniyle, Lp-PLA2’nin LDL-K, TG, T-K ve yas ile korele olmasi arjinazin bunlarla
korele olmasin1 aciklar. Yasla artan kardiyovaskiiler hastaliklarin ve kolesterol aracili
endotel disfonksiyonu patofizyolojisinde arjinaz II aktivasyonunun onemli bir rol
oynadigi ¢esitli calismalarla gosterilmistir (137-139).

NOS’un substrat1 olan arjinini kullanan arjinazin aktivasyonu, NO iiretiminin
azalmasina ve reaktif oksijen {irlinlerinin artmasina neden olur. Bu durum, arjinaz ile
NO arasindaki negatif korelasyonu agiklamaktadir.

Arjinazin damar diiz kas hiicre boliinmesini ve biyolojik olarak 6nemli
molekiiller iireterek hiicre dig1 matriks birikmesini artirdigina dair kanitlar vardir.
Arjinazin {irlini olan iire bobrekten atilirken, diger arjinaz {iriinii olan L-ornitin,
ornitin dekarboksilaz ile poliamin ve putresine metabolize olur. Poliaminler
hiicrelerin mitojenik cevabinda biitiinleyici rol oynarlar. Damar diiz kas hiicre
boliinmesine ornitin dekarboksilaz aktivitesi ve poliamin sentezindeki artis onciiliik
eder ve poliamin olusumunun inhibe edilmesi diiz kas hiicre gelisimini inhibe eder
(140,141).

Arjinaz aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu poliamin {iretimini azaltir ve
diiz kas hiicrelerinin gelisimini inhibe eder. Arjininin NOS ile katalizlenen NO’nun
sitriilline donilisiimiinde bir ara iiriin olarak olusan N-Hidroksiarjinin, arjinazin ve
hiicre proliferasyonunun giiclii bir yarigmali inhibitoriidiir (142,143). Ayrica NO’nun
ornitin dekarboksilazin bir inhibitdrii oldugu ve bu yolla hiicre proliferasyonunu

engelledigi de agiklanmistir (144).
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Ateroskleroz patogenezinde, erken vaskiiler lezyonlar, diiz kas hiicre
aktivasyonu ve monosit makrofa; saldirisinin artmasi ile karakterizedir. Bu
mekanizmalar yolu ile hemodiyaliz hastalarinda artmis olan arjinaz aktivitesi ve
arjinin-NO yolunun inhibisyonu, kardiyovaskiiler riski artiran faktorler olarak rol
alir.

Arter boliimlerinin 3 giin boyunca yiiksek diizey shear strese maruz
birakilmasi ve ardindan arjinaz inhibitorii nor NOHA ile inkiibe edilmesi bradikinine
cevap olarak NO’e bagli endotel disfonksiyonu iyilestirdigi ve total damar reaktif
oksijen triinlerinin olusumunu azalttigi goriilmiistiir. Biitiin bu sonuglar, arjinaz
inhibisyonunun, arter duvarini, plak olusturmaya meyilli hemodinami tarafindan
tetiklenen erken donem biyolojik islevlerden korudugunu ortaya koymaktadir (129,
138).

Arjinaza kars1 yonelmis tedavi modelleri, hem damar endotel hem de diiz kas
hiicre disfonksiyonunu diizeltme imkani sagladigindan tek bir hiicreyi hedefleyen
diger tedavi seceneklerinden daha avantajli olabilir. Ayrica hedeflenen L-arjinin
metabolizmasindaki degisimleri diizeltmek amaciyla L-arjinin verilmesi se¢enegine
gore daha segici yaklasimlar saglayabilir. Diyete L-arjinin eklenmesi NO sentezini
diizeltirken, L-arjininin alternatif yollara kaymasi bu tedavinin etkinligini tehlikeye
sokabilir (145). Arjinaz olusumu ve aktivitesini hedefleyen spesifik ve segici
molekiillerin gelismesi damar hastaliklarinin tedavisinde yeni tedavi yaklasimlari
olusturacak derecede iimit vaad eden bir alan gibi goriinmektedir.

Nitrik  oksitin  eNOS araciligi ile salinmasi damar homeostazinin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Bozulmus NO sentezinden kaynaklanan endotel
disfonksiyonu pek ¢ok damar hastaliginda belirgin bir 6zelliktir (146).

Yaptigimiz calismada hemodiyaliz hastalarinda NO seviyelerinin kontrol
grubuna gore azalmis oldugunu tespit ettik. Bu durum, ¢esitli damar hastaliklarinin
patogenezinde NO’nun azalmig biyoyararlanimi ile uyumludur. Wever ve ekibi
tarafindan da KBY hastaliginda NO’nun azaldig1 gosterilmistir (147). Hemodiyaliz
hastalarinda NO’nun arttigina dair ¢aligmalar olsa da (148) bu g¢alismalarda, NO
artis1 sebebine yonelik aciklamalarin ve diyaliz hastalarinda yaygin olarak goriilen
hipertansiyona yol agan mekanizmalarin, NO azalmasiyla celiskili olmasi bizim

calismamizin daha mantikli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Bobrek hastaliklarinda pek ¢ok yol NO yetersizligine yol acabilmektedir. Bu
nedenle KBY nin indiikledigi NO yetersizligi KBY ’nin ilerlemesine de neden olur.
Deneysel olarak tetiklenmis kronik NOS inhibisyonunun sistemik ve glomeriiler
hipertansiyona, glomertiiler iskemiye, glomeruloskleroza, tubulointerstisyel hasar ve
proteiniiriye neden oldugunu kanitlayan hayvan ¢aligmalar1 vardir (149-151). Kronik
bobrek yetmezligi ilerledikge NO yetersizligine coklu mekanizmalar dahil olur (152).

Endotel disfonksiyonu KBY’nin erken evrelerinde olusur. Damar endoteli
viicuttaki en biiyiik organ oldugundan renal hastaliktaki azalmis NO tiretimi endotel
disfonksiyonu yansitir.

Cesitli laboratuar calismalar1 arjinazin bazi patolojik durumlarda endotel
disfonksiyonunun 6nemli bir mediatorii oldugunu gostermistir (153). Son ¢aligsmalar
renal ve vaskiiler arjinazin NOS i¢in L-arjinin substrat1 ile rekabet ettigini ortaya
koymustur (111,113) (Sekil 2.11).

L-arjininin ¢ogunlugu iire iiretimi i¢in tiiketilir. Arjinaz I veya II’nin asir1
olusumu endotel hiicrelerinde NO olusumunu baskilar bu da hiicrelerarasi L-arjinin
iceriginde 6onemli azalmalara yol agar (130,154).

Yar1 esansiyel aminoasit olan L-arjininin karacigerdeki iiretiminin, ire
dongiisiinde kullanilmas1 nedeniyle, bobrek korteksinin proksimal tiibiillerinde
sentezlenen arjinin viicudun ihtiyacin karsilayan temel kaynaktir. KBY’li hastalarda
bu sentez azalmistir (155).

Senteze ek olarak bobrek, bdobrekten siiziilen arjininin hemen hemen
tamamini, Na gerektiren antiport tasiyici sistemle proksimal tiiblilden reabsorbe
edebilir. Fakat diyaliz esnasinda bu reabsorbsiyon sistemi yoktur ve diyaliz yoluyla
arjinin kaybedilir (156).

Kronik bobrek yetmezliginde, artmis arjinaz aktivitesi, arjininin sentezinin
azalmast ve diyaliz yolu ile kaybi nedeniyle, sinirli substrattan dolayi, NO
azalmasina katkida bulunur. Yapilan calismalarda diisiik arjinin seviyelerinde
NOS’un eslesmedigi ve NO yerine reaktif oksijen lriinleri ve oksidatif stres
olusturdugu agiklanmustir (157).

Son donem bobrek yetmezligi hastalarinin plazmasinda kompetetif NOS
inhibitorii olarak fonksiyon goren, metillenmis proteinlerin degradasyon iiriinii olan

ADMA nin arttigin1 gosteren ¢ok sayida calisma yapilmistir. (158,159).
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Baslangicta SDBY’deki plazma ADMA artiginin, renal klirensindeki kaybini
yansittigl farz ediliyordu. Ancak idrarda ¢ok az bir ADMA miktarinin degismeden
atildig1 ve cogunlugunun dimetilarjinin dimetilamino hidrolaz 1 ve 2(DDAH 1,2)
enzimleri tarafindan yikildigi bilinmektedir. Dimetilarjinin dimetilamino hidrolaz
viicutta yaygin olarak bulunur, en ¢ok bobrekte ve karacigerde vardir. Renal
yetmezlik belirgin bir oksidatif stres durumudur ve oksidatif stres ile artan ox-LDL,
DDAH aktivitesini inhibe ederek ADMA seviyelerinin artisina neden olur. Artmis
ADMA seviyeleri NOS’u inhibe ederek KBY’li hastalarda NO eksikligine katkida
bulunur (160).

Calismamizda en yiiksek arjinaz aktivitelerini G2 hastalarinda tespit
etmemize ragmen en diisiik NO diizeylerini G3 hastalarinda tespit etmemiz diyabet
hasta grubunda endotel disfonksiyonuna neden olan farkli mekanizmalarin oldugunu
distindiirmektedir.

Insiilin direncinin tip 2 diyabete ilerleyisi ile endotel disfonksiyonundan
ateroskleroza kadar ilerleyen siirecin paralel seyrettigine dair kanitlar artmaktadir.
Eldeki kanitlar fosfoinozitol-3 kinaz yolunun glukoz transportu yaninda, insiilinin
endotel hiicrelerinde NO sentezini stimiile edici etkisinde de rol oynadigini
gostermektedir. Bu yoldaki defektler hem glukoz transportunda, hem de NO
sentezinde bozulmalara yol agmaktadir. Insiilin direnci ve Tip 2 DM olan kisilerin
iskelet kasinda fosfoinozitol-3 kinaz yolaginin baskilandigr gosterilmistir.
Hiperinsiilinemik insiilin direnci durumunda vaskiiler diiz kas hiicre fonksiyonlari
uyarilmakta ve NO iiretiminin azalmasi ile endotel hiicresinde denge proaterojenik
yone kaymaktadir (161,162). Insiilin direnci ile olusan NO biyoyararlaniminin
azalmasi, insiilin direncinin ilerlemesine de katkida bulunur (135).

Insiilin direnci olan bireylerde adipoz dokuda TNF-a ekspresyonu
artmaktadir. TNF-a’nin endotel hiicre kiiltiirlerinde NO biyoyararlanimini, hem
insan, hem de hayvan calismalarinda endotel bagimli dilatasyonu azalttigi
gdzlenmistir. Bundan sorumlu olas1 mekanizmalar arasinda TNF-a araciligi ile olan
eNOS mRNA yar1 omriinde azalma ve vaskiiler NADPH oksidaz araciligi ile
gerceklesen siiperoksit liretiminde artis sayilabilir (163).
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Insiilin direncinde NO yapiminda azalmani diger bir nedeni de endojen NOS
inhibitérlerinin olusumudur ve bu inhibitérlerden birisi ADMA’dir. Insiilin direnci
ile birlikte ADMA birikiminde artis oldugu gosterilmistir (164).

Bozulmus glukoz toleransi ve diyabetle iliskili olarak gelisen hiperglisemi,
oksidatif streste artisa, ileri glikozilasyon iiriinlerinin olusumuna neden olarak insiilin
direncine yol agar. Ek olarak hiperglisemi, ekstraselliiler matriks ve prokoagulan
proteinlerin ekspresyonunu indiikler, endotel hiicre apoptozisini artirir, endotel hiicre
proliferasyonunu azaltir ve endotel hiicre disfonksiyonuna neden olur. Hiperglisemi,
endotelyal permeabiliteyi ve lokositlerin endotele adezyonunu artirir, NO
biyoyararlanimini bozar (165).

Kuzey Manhattan ¢aligmas1 bozulmus aglik glukozu ile endotel disfonksiyonu
arasinda pozitif iligki oldugunu bildirmektedir (166). Bozulmus aglik glukozu olan
bireylerde akima bagl dilatasyon normal bireylere gore belirgin olarak diistiktiir.
Plazma glukozundaki her 10 mg/dl artig akima bagli dilatasyonda % 0,24’liikk
azalmaya neden olmaktadir. Bu bulgular diyabetin farkli evrelerinde gelisen vaskiiler
disfonksiyonun patogenezinde hipergliseminin roliinii gostermekte ve bozulmus
glukoz toleransinin makrovaskiiler hastalik gelisimi i¢in risk faktorii olduguna isaret
etmektedir.

Ileri glikozilasyon fiiriinlerinin olusumu hiperglisemi ve oksidatif stres
durumunda artar ve stabilitesi nedeniyle yasam boyunca birikirler. ileri glikasyon son
tirtinleri reaktif oksijen iriinlerinin olusmasina ve AGE reseptorleri aracilig ile
hiicresel NO sinyalizasyon sisteminde bozulmaya yol agarlar (167).

Calismamizda NO diizeyleri; yas, TG, T-K, LDL-K, Lp-PLA2 ve arjinaz ile
negatif korele, HDL-K ile pozitif koreleydi. VKI, BUN, kreatinin, albiimin, hsCRP
ile korelasyonu yoktu. Arjinazin artan aktiviteleri ile NO’nun azalmasi bu
korelasyonlar1 destekler. Lp-PLA2’nin {iriinii olan LPC’nin de NO’yu azalttig1 ve
endotel disfonksiyonu yansittig1 bilinmektedir (59).

Arjinin-NO yolunun 6nemli bir fizyolojik rolii; hipertansiyon, inme ve
ateroskleroz gibi kronik hastaliklara yol agan patofizyolojik durumlara karsi
kardiyovaskiiler sistemi korumaktir. Degismis vaskiiler endotel hiicreler tarafindan
NO iiretimindeki bir azalmanin aterosklerozun ilerlemesi veya olugmasina katkida

bulunmasi muhtemeldir. Genelde koroner arter hastalifi ve aterosklerozis,
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monositlerin  vaskiiler dokuya invazyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
subendotelyal alana gecerek cogalmasi ve en sonunda plak formasyonu, liimen
okliizyonu ve plak riiptiirii ile karakterize kronik inflamatuar bir hastalik olarak
degerlendirilir. NO ve arjinin-NO yolunun, bilinen kimyasal ve biyolojik
ozelliklerinden dolay1, bu yolun normal endotel hiicrelerinde, intima yiizeyine 16kosit
ve makrofajlarin gocli ve yapismasini engellemek, lipoproteinleri oksidatif stresin
oksidasyonundan korumak i¢in bir antioksidan gibi islev gérmek ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve lokositlerin proliferasyonunun oniline gegmek i¢in ¢ok yonlii
fonksiyonlar gérdiiglinii sdylemek miimkiindiir (144).

L-Arjinin verilmesiyle, vaskularite ve vazodilatasyonda énemli bir mediator
olan  NO’nun {retiminin artirilabildigi bir siiredir bilinmektedir. Asimetrik
dimetilarjinin gibi NOS inhibitorlerinin varhiginda L-arjinin verilmesi eNOS’u
destekler. Ancak L-arjinin, kendisi i¢in NOS ile yarisan arjinaz i¢in de substrattir.

Kronik bobrek yetmezliginde goriilen yiliksek kardiyovaskiiler riskin
azaltilmasina yonelik bobrek yetmezliginin tiim evrelerindeki tedavi stratejileri,
kardiyovaskiiler hastaliga neden olan etyoloji ve mekanizmalar1 hedef almalidir.
Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda yiliksek vaskiiler hastalik prevalansini
aciklamak tiizere yapilan pek ¢ok calisma, endotel disfonksiyonu, inflamasyon ve
ateroskleroz arasinda giiclii bir iliski oldugunu gdstermistir. Patogenez endotel hiicre
hasariyla baslar. Hemodiyaliz hastalarinda kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmaya
yonelik calismalar endotel disfonksiyonunu onarmaya ya da en azindan bu hasarin
ilerlemesini  6nlemeye yonelik olmalidir (168). Endotel disfonksiyonu ve
aterosklerozun temelinde oksidatif stres ve inflamasyon yatmaktadir. Kronik bobrek
yetmezliginin tim evresindeki hastalar yiiksek kardiyovaskiiler risk ve endotel
disfonksiyon agisindan izlenmelidir.

Hemodiyaliz hastalarinda, Lp-PLA2 ve NO diizeyleri ile arjinaz aktivitesini
belirlemeye yonelik yaptigimiz bu calismada, kardiyovaskiiler risk faktorii olarak bu
belirteclerin mekanizmalarinin kesistigini ve birbirlerini tetikledigini gézlemledik.

Bu c¢alismanin 6nemli bulgulari; Lp-PLA?2 ile arjinaz arasindaki pozitif ve
azalmig NO arasindaki negatif korelasyonlardir. Bu bulgu, KBY’deki endotel

disfonksiyonuna katkilarinin birbirini tetikledigini diisiindiirmektedir. Ayrica klasik
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risk belirtecleri (TG, T-K, LDL-K, HDL-K) ile iligskisi benzerdir. Her ii¢ parametre
de inflamasyon belirteci hsCRP ile korelasyon gostermemistir.

Hemodiyaliz hastalarinda arjinin metabolizmasinin disregiilasyonu altinda,
endotel disfonksiyonu ile izlenebilen azalmigs NO biyoyararliligt oldugu
bilinmektedir. Bu durum arjinaz ve Lp-PLA?2 artislari ile iliskilendirilebilir.

Sonug¢ olarak arjinaz ve Lp-PLA2 artislari ve azalmig NO diizeyleri,
hemodiyaliz hastalarinda endotel disfonksiyonu ve buna bagh gelisebilecek
kardiyovaskiiler riskleri yansitmada yararli parametreler olarak goriinmektedir.

Bobrek yetmezligi hastalarinda, endotel disfonksiyonu azaltmaya yonelik
yapilacak caligmalarda, Lp-PLA2 ve arjinazin artmis aktivitelerinin diisiiriilmesi
hedef alinmalidir. Lp-PLA2’yi azaltmaya yonelik c¢alismalarda LDL’nin
oksidasyonunun o6nlenmesi ve Lp-PLA2’nin spesifik inhibitorlerinin  kullanimi

yararli olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

RTS (Renal Therapy Services) Ozel Yasam Diyaliz Merkezinde hemodiyaliz
tedavisi goren SDBY hastalarinda serum Lp-PLA2, NO diizeylerinin ve arjinaz
aktivitelerinin, endotel disfonksiyonu ile kardiyovaskiiler hastaliklardaki olas1
rollerini arastirdigimiz bu ¢alismada asagidaki sonuglar elde edildi.

1. Hasta ve kontrol grubunun yas, VKI ortalama degerleri arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu. (p>0.05),

2. Hemodiyaliz grubunda; BUN, kreatinin, hsCRP, TG, T-K ve LDL-K
diizeyleri kontrol grubundan yiiksek (p<0.001), Albiimin ve HDL-K diizeyleri ise
kontrol grubundan diisiik bulundu (p<0.001).

3. Hemodiyaliz grubunun Lp-PLA2 diizeyleri ve arjinaz aktiviteleri kontrol
grubundan yiiksek, NO diizeyleri ise diisiik bulundu (p<0.001).

4. G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna gore; BUN, kreatinin, hsCRP
ve TG diizeyleri yiiksek, albiimin ve HDL-K diizeyleri diisiikk bulundu (her bir
grupta, p<0.001), gruplar arasinda ise anlamli bir fark yoktu (p>0.05).

5. T-K diizeyleri; G-1 grubunda kontrol grubundan yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). G-2 ve G-3 gruplarinda kontrol grubuna
gore yiiksekti (sirasiyla, p<0.01, p<0.05), gruplar arasinda ise anlamli bir fark yoktu
(p>0.05).

6. LDL-K diizeyleri; G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna gore
yuksekti (sirasiyla, p<0.001, p<0.001, p<0.05), G-1 ile G-2, G-3 arasinda fark yoktu
(p>0.05). G-2 ve G-3 gruplar1 arasinda ise anlaml bir fark vardi (p < 0,05).

7. Lp-PLA2 diizeyleri, G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna gore
yiiksekti (sirasiyla, p<0.001, p<0.001, p<0.05), G-2 ve G-3 gruplar1 arasinda ise
anlaml bir fark vardi (p< 0,05). G-2 grubunda G-1’e gore yiiksek bulunmasina
ragmen istatistiksel agidan anlamli degildi (p> 0,05).

8. Arjinaz aktiviteleri; G-1, G-2, G-3 gruplarinda kontrol grubuna gore
yiiksekti (sirastyla, p<0.05, p<0.001, p<0.001),G-2 grubunda G-1’den yiksek
(p<0.01), G-3’den farksizdi (p> 0,05).

9. Nitrik oksit diizeyleri tiim hasta gruplarinda kontrol grubuna gore diisiik

olmasina ragmen istatistiksel olarak sadece G-2 (p<0,05) ve G-3 (p<0,001) arasinda
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anlaml farklilik bulundu. G-1 grubunda G-2’den farksiz G-3’den yiksekti (p <
0,01).

10. Lp-PLA2 diizeyleri; yas, VKIi, TG, T-K, LDL-K diizeyleri ve arjinaz
aktiviteleri ile pozitif, HDL-K ve NO diizeyleri ile negatif korelasyon gosterdi. Lp-
PLA2 ile BUN, kreatinin, alblimin ve hsCRP diizeyleri arasinda korelasyon
bulunmadi.

11. Arjinaz aktiviteleri; yas, VKi, TG, T-K, LDL-K diizeyleri ile pozitif,
HDL-K ve NO diizeyleri ile negatif korelasyon gosterdi. Arjinaz aktivitesi BUN,
kreatinin, albiimin ve hsCRP degerleri arasinda korelasyon bulunmadi

12. NO diizeyleri; yas, TG, T-K, LDL-K, diizeyleri ile negatif, HDL-K
diizeyleri ile pozitif korelasyon gosterdi. NO ile VKIi, BUN, kreatinin, albiimin ve
hsCRP diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadi.

Sonu¢ olarak; hemodiyaliz hastalarinda Lp-PLA2 ve arjinaz artislarn ile
azalmig NO diizeylerinin, birbirlerini tetikleyen mekanizmalarla etkili olduklarini
diisiinmekteyiz. Bu mekanizmalarin sonucu olarak gelisen endotel disfonksiyonu ile
erken donemdeki kardiyovaskiiler riskleri yansitmada Lp-PLA2, arjinaz ve NO
yararli parametreler olarak goriinmektedir. Kronik bobrek yetmezliginde
kardiyovaskiiler hastaliklarin azaltilmasina yonelik yapilacak c¢alismalarda bu
mekanizmalarin baslangic noktasi olan LDL-K oksidasyonunun Onlenmesi veya
artmis Lp-PLA2 ile arjinaz aktivitelerini azaltmaya yonelik inhibitorler gelistirilerek
bu kisir dongiiniin kirtlmasinin yararli olacagini diistinmekteyiz. Daha kapsamli
protokolleri ve arjinaz 2 izoenzimlerinin belirlenmesini de icerecek sekilde
planlanarak yapilacak yeni ¢alismalarin klinige yararli mekanizmalarin

aydinlatilmasina 151k tutacagini timit etmekteyiz.
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