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1. GIRIS
1.1. Hipertansiyon
1.1.1. Hipertansiyonun Tanum ve Siniflandiriimasi

Hipertansiyon (HT); antihipertansif ilag almayan bir kiside sistolik kan basinci
(SKB)’nin 140 mmHg veya tizerinde, diyastolik kan basinci (DKB)’ninda 90 mmHg
veya tlizerinde bulunmas: ya da Kisinin antihipertansif ilag kullaniyor olmas: olarak
tanimlanmastir (le Noble ve ark 1998, Chobanian ve ark 2003).

Hipertansiyon etyolojisine gore; primer HT (esansiyel, idiyopatik, nedeni
bilinmeyen, birincil) ve sekonder HT (ikincil, nedeni bilinen) olmak {izere iki gruba
ayrilir. Esansiyel hipertansiyon kesin nedeni belirlenemeyen hipertansiyon tiiridiir ve
hipertansif hastalarin yaklasik %95’inde goriiliir. Klinik ve etiyolojik olarak kalici kan
basinci ylikselmesiyle karakterize; renovaskiiler hastalik, bobrek yetmezligi,
feokromasitoma ve aldosteronizm gibi sekonder nedenlerin bulunmadig yiliksek kan

basinc1 olarak tanimlanir (Crawford ve DiMarco 1997).

Sekonder hipertansiyon ise bagka bir hastaliga ikincil olarak gelisen kalic1 kan
basinct artist olup tiim hipertansiyon olgularinin %5’ini olusturur. Baslica nedenleri
arasinda renal, endokrin ve damar anomalileri sayilabilir. Genglerde veya
hipertansiyon hikayesi olmayan yetiskinlerde, hizli kan basinci artis1 gozlendiginde
sekonder hipertansiyon ihtimalinin varligint gosterir. Ayrica antihipertansif tedaviye
cok zayif cevap veren hipertansiyonlu bireylerde de bu ihtimal diisiiniiliir. Hem SKB
hem de DKB’nin arttifi durum “kombine hipertansiyon” olarak tanimlanirken,
DKB’nin 90 mmHg altinda oldugu ancak SKB’nin yiiksek oldugu (SKB>140 mmHg)

duruma ise “izole sistolik hipertansiyon” denir (Kaplan 1998).

WHO/ISH (World Health Organization/International Society of Hypertension)
klavuzuna gore kan basmc1 diizeylerinin siniflandirilmast  Cizelge 1.1° de

gosterilmistir.



Cizelge 1.1. WHO-ISH Hipertansiyon Tanimlama ve Siniflamasi

Kategori Sistolik Kan Basinci Diyastolik Kan Basinci

(mmHg) (mmHg)

Optimal <120 <80

Normal <130 <85

Yiiksek-Normal 130-139 85-89

1.Derece HT (hafif) 140-159 90-99

2.Derece HT (orta) 160-179 100-109

3.Derece HT (agir) >180 >110

HT: Hipertansiyon

Siniflandirmada, sistolik ve diyastolik kan basinglart farkli gruplara diiserse
kisinin kan basinct durumunu degerlendirmek i¢in daha yiiksek olan kan basinct

dikkate alinmalidir.

1.1.2. Hipertansiyonun Klinik Ozellikleri ve Sikhg

Hipertansiyonun siklig1, hipertansiyonun taniminda kullanilan kriterlere ve
calisilan populasyonun yasina ve irka gore degisir. Sinir diizey olarak 140/90 mmHg
ve lizeri goz Oniine alindiginda, 6zellikle bati iilkelerinde tiim toplumun yaklasik
%20 ‘sinde HT goriilmektedir. Bu oran 18-29 yas grubunda %4, 30-39 yas grubunda
%10-15, 40-49 yas grubunda %50 bulunmustur. 80 yas ilizerinde ise %65’ e kadar
cikar. TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri)
2003-2004 kohortu hipertansiyonlu siklig1 eriskin erkelerde %33,6 kadinlarda ise
%49,1°dir. Genelde hipertansiyonun prevalans1 erkeklerde biraz daha yiiksektir.
Ancak 50 yas ve lizeri kadinlarda hipertansiyon siklig1 erkeklere oranla daha yiiksek
bulunur. Bu artis kadinlarda menopozdaki hormonal degisikliklerle ilgili kabul edilir.
Bu nedenle K/E hipertansiyon orani 30 yasinda 0,6-0,7 iken, 65 yasinda 1,1-1,2°dir
(Siileymanlar ve ark 2000)




1.1.3. Esansiyel Hipertansiyon Patogenezi

Esansiyel hipertansiyona neden olan tek veya Ozgil bir sebep tespit
edilememistir. Kalic1 hipertansiyon artmig kardiyak atim ve periferik damarlarda
diren¢ artis1 sonucunda ortaya ¢ikar. Bu iki mekanizmay1 etkileyen bir¢ok neden bu
duruma yol acabilir. Kardiyak atim ve periferik arterlerde olan diren¢ arasindaki
uyumsuzluga neden olan faktorler kalici yliksek kan basincina neden olmaktadir

(Sekil 1.1). Bu faktorler kisiye ve hastaligin derecesine gore farklilik gdstermektedir

(Kaplan 1998).

Fazla Tuz Azalmis Nefron Genetik Obezite Endotelyal
Alim Sayist stees Degisim Faktorer
‘r \
Bébrek tuz Azalan Sempatik Hiicre  zar
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Yiizeyi
' ./
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Y
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Sekil 1.1. Esansiyel Hipertansiyon Patogenezi




1.1.4.Esansiyel Hipertansiyonun Etyolojisi

Esansiyel hipertansiyonun etiyolojisine bakildiginda, hastaligin ailevi bir
ozellik gostermesinden dolayr gevresel faktorlerin yanisira diger 6nemli bir faktoriin
de genetik faktorler anlagilmaktadir. Genetik ve c¢evresel faktorlerin esansiyel
hipertansiyonun olusumunda %30-70 gibi bir oranda 6énemli rol oynadig1 ve genetik
faktorlerden birden fazla genin sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir. Insanda kan
basinci varyasyonunun %25-40° 1 genetik faktorler ile belirlenir (Sekil 1.2.). Buna
bagli olarak, kan basincinin yilikselmesinde ve diismesinde genlerin rol aldigi

kaydedilmistir (Lifton 1996, Oparil ve Weber 1999).

Hipertansiyon

Obezite

Sekil 1.2. Hipertansiyonda etkili faktorler

Kan basinct artisi sistemik damar direncindeki kalici artisa baglidir ve bunun
i¢cin One siiriilen pek ¢ok neden vardir. Kalp debisi artisi, periferik direng artisi, sivi ve
kan hacmi artig1 stres ve asir1 sempatik aktivite gibi etkileri barindiran mekanizmalarin
yaninda renin-anjiyotensin sisteminin katkis1 da tizerinde durulan bir diger konudur
(Ross 1990, Cooke ve Dzau 1997, Kaplan 1998). Bunun yaninda endotel dokusunun
islevindeki bozulma da esansiyel hipertansiyonun nedenleri arasinda sayilabilir.
Endotelden salgilanan vazoaktif maddeler lokal kan akimi kontroliinde 6nemlidir
(Kornitzer ve ark 1999). Bunlardan biri olan Nitrik oksit (NO)’in azalmasi veya
eksikligi de hipertansiyon olusumuna katkida bulunan etkenlerden biridir (DeArtinano

ve Gonzalez 1999).



1.1.5. Esansiyel Hipertansiyonun Fizyopatolojisi

Arteriyel kan basinci kalp debisi ve sistemik vaskiiler direng tarafindan

belirlenir ve sagidaki sekilde formiile edilebilir:

Arteriyel kan basinci = Kardiyak debi x Sistemik vaskiiler direng

Kardiyak debi = Atim hacmi x Kalp hiz1

Arteriyel kan basincinin yiikselmesi kalp debisinde ve/veya sistemik vaskiiler

direngte artma sonucunda ortaya ¢ikar (Kaplan 2001)

Kalp atim hacmi ve periferik vaskiiler direnci etkileyen bir¢cok faktor vardir.
Kalp atim hacmi; preload (kalbin 6n yiikii), afterload (kalbin ard yiikii) ve kontraktilite
gibi faktorlerden etkilenir. Periferik vaskiiler direng ise; damar ¢api, damar duvarinin
yapist ve damar diiz kas tonusundan etkilenir. Hipertansiyonun baslangic
donemlerinde ve hafif hipertansiyonda kalp debisi, kalp hizi ve sol ventrikiil
kontraktilitesinde artma ve periferik vaskiiler direngte ylikselme goriiliir. Bu donemde
hastalarda hiperkinetik olarak adlandirilabilecek bir hemodinami s6z konusudur. Yillar
gectikge ve Ozellikle hipertansiyonun tedavi edilmedigi durumlarda periferik vaskiiler
direngte artma ve kalp debisinde azalma ortaya ¢ikar. Yani hiperdinamik tablo yavas

yavas geriler (Ren ve ark 1994)

1.1.6. Esansiyel Hipertansiyonda Rol Oynayan Etkenler

1) Hemodinamik degisiklikler
a. Kardiyak degisiklikler (hiperkinetik dolasim, sivi voliim artis1, kardiyak
hipertrofi, otoregiilasyon)
b. Periferik arter degisiklikleri (vazokonstriksiyon, yapisal degisiklikler,
damar duvari/limen oraninda artis, yeniden yapilanma)
2) Genetik etkenler
3) Asir tuz alimi
4) Renal sodyum retansiyonu
a. Basing -Sodyum iliskisinin degismesi (Guyton hipotezi)

b. Edinsel natritiretik hormon (Na fazlalig)



c. Renin ve nefron heterojenitesi
d. Azalmis nefron kiitlesi
5) Renin - anjiyotensin sistemi degisiklikleri
6) Stres ve asirt sempatik aktivite
7) Hiicre membran degisiklikleri
a. Iyon transportundaki degisiklikler
b. Hiicre membranindaki anormallikler
8) Endotel disfonksiyonu
a. Nitrik oksit azalmasi
b. Endotelin artis
9) Insiilin rezistans1 ve hiperinsiilinemi
10) Obezite
11) Diger muhtemel mekanizmalar
a. Anormal steroid metobolizmasi
b. Vazoaktif peptidler
c. Prostaglandinler
d. Mediillipin:Renomediiller vazodepressor lipid
12) Katkida bulunan faktorler
a. Fotal etkenler
b. Kalsiyum-paratiroid hormon metobolizmasi
c. Diger mineral degisiklikleri
d. Sigara
e. Alkol

f. Fiziksel inaktivite

Yukaridaki faktorlerin eszamanli ve karmasik etkisi hipertansiyon gelisimine
neden olur (Kornitzer ve ark 1999). Esansiyel hipertansiyonun nedeni bilinmemekle
birlikte; kalp debisi, sistemik damar direnci, sodyum dengesi ve kan voliimiini
diizenleyen kontrol mekanizmalarinin bozulmas ile ortaya ¢ikmaktadir (Kaplan 2001,
Yeksan 2005).



1.1.7. Esansiyel Hipertansiyonun Genetigi

Esansiyel hipertansiyonun veya kan basinci varyasyonunun molekiiler
temelinin belirlenmesi karmasik ve zor bir siirectir. Hipertansiyonla ilgili genetik
caligmalarda en biiyiikk problem, kan basincinin biyolojik degiskenligidir. Fenotip
belirlenmesi; kan basinct 6lgiim tekniginin, Ol¢lim yapacak kisilerin egitiminin,
tekrarlanan Sl¢iimlerin veya 24 saatlik kayitlarin dikkatli bir sekilde standardizasyonu
ile daha dogru olarak gergeklestirilebilir. Ancak, kan basincinda diurnal, mevsimsel ve
postural varyasyonlar, diyet ve uyaniklik durumu ile iligkili degiskenlik, optimal
Olctim tekniklerine ragmen fenotipin belirlenmesinde zorluklar olusturmaktadir. Diger
taraftan bazi ailelerde kan basinci yiiksekliginin daha sik gozlendigi ve buna babalarin
katkisinin annelerden daha fazla oldugu bildirilmektedir. Bu ailelerde hipertansiyon,
ortak cevre etkisine bagli olabilecegi gibi genetik bir faktore de bagli olabilecegi
vurgulanmaktadir. Hem c¢evresel hem de genetik mekanizmalarin kan basinci
yiiksekligine neden olduguna dair gii¢lii kanitlar vardir (Mongeau ve ark 1986, Lifton
ve ark 1996). Kalitsal olan hipertansiyonda genetik faktorlerin etkisinin %30 ile %60
arasinda degistigi tahmin edilmektedir (Harrap 1994). Hipertansiyonun molekiiler ve
genetik heterojenitesine ek olarak fenotip belirlenmesindeki bu zorluklar nedeniyle
hipertansiyondan sorumlu genler (major hipertansif genler) heniiz tanimlanmamustir.

Buna karsilik yiiksek ve diisiik kan basinglarinin genetik temeli tanimlanmustir.

Kan basinct varyasyonunun kalitsal 06zelligi, kan basincinin ailesel
agregasyonu, monozigot ve dizigot ikizlerde kan basinci karsilastirmasi ile biyolojik
ve evlat edinilmis kardeslerin kan basincini karsilastiran epidemiyolojik caligmalarda
gosterilmistir. Bu ¢alismalar, akrabalar arasinda kan basinci iligkisinin, kan basinci
sinirlart boyunca goriildiigiinii ortaya koymustur. Yiksek kan basincit olan anne
babalarin yiiksek kan basinct; diisiik kan basincina sahip anne babalarin ise diisiik kan
basincina sahip ¢ocuklarinin olma egilimleri vardir. Bu bulgular, bir insanda kan
basincinin, her birisi kan basincini yiikseltme etkisine sahip bir dizi gen ile belirlendigi
kavramini desteklemektedir. Kan basinct varyasyonundan sorumlu olan spesifik
genleri tanimlamak icin ¢esitli yaklagimlar kullanilmistir. Bunlar, linkaj calismalar1 ve
aday genlerin direkt olarak fonksiyon analiz ¢aligmalaridir (Crawford ve DiMarco

1997).



Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismeler sonucunda bir¢cok hastaliga
neden olan molekiiler mekanizmalar agiklanmistir. Giiniimiizde bazi nadir gézlenen
kalitsal hastaliklarda hipertansiyonla genler arasindaki ilgi tanimlanmistir. Tek gene
ait mutasyonun tanimlandigi hipertansif olgular genellikle adrenal ve renal kaynakli

hipertansiyon olgulardir (Lalovel 2001).

Kan basincinin genetik yonii aile c¢alismalar1 ile incelenmektedir. Aile
calismalarinda en degerli veri tek yumurta ikizleri ve evlat edinilmis ¢ocuklardan elde
edilmektedir. Evlat edinilmis cocuklar cevresel etkileri, tek yumurta ikizleri ise
genetik nedenleri calismak icin uygun denekler olusturmaktadir. Ancak hemen
hatirlatmak gerekir ki her iki modelde kusursuz degildir. Evlat edinilmis bireylerde
genetik, tek yumurta ikizlerinde ise ¢evresel nedenler tiimiiyle diglanamaz (Mongeau
ve ark 1986, Harrap 1994). Yapilan bir arastirmada, evlat edinme ¢alismasinda sistolik
kan basincinin kar1 koca arasindaki iliskisi 0,15 gibi diisiik, evlat edinilmis ¢ocuklarla
ebeveynler arasinda ise 0,09 gibi ¢cok daha diisiik bir degerdir. Biyolojik cocuklar ile
ebeveynler arasindaki bu iliski 0,27’ ye c¢ikmakta, ayn1 anne ve babadan olma
kardesler arasinda ise 0,38 gibi yiiksek bir degere ulagsmaktadir. Anne veya babalari
farkli olan kardesler arasinda 0,16 olarak bulunan iliski evlat edinilmis ¢ocuklarla
ailenin biyolojik ¢ocuklar1 arasinda da 0,19 olarak bulunmaktadir. Bu bulgular benzer
genetik yapiyr tasiyan bireylerde benzer fenotip yapmin ortaya ¢iktigini

gostermektedir.

Diastol kan basincinin kar1 koca arasindaki iligki 0,18 gibi diisiik, evlat
edinilmis ¢ocuklarla ebeveynler arasinda ise 0,13 gibi daha diisiik bir degerdir. Ailenin
bu cocuklari ile ebeveynleri arasindaki bu iligki 0,26 ya ¢ikmakta ayn1 anne babadan
olma kardesler arasinda ise 0,53 gibi yiiksek bir degere ulasmaktadir. Anne ve
babalar1 farkli kardesler arasinda 0,29 olarak bulunan iligki, evlat edinilmis ¢ocuklarla

ailenin biyolojik ¢ocuklar1 arasindaki deger ise 0,27 olarak bulunmaktadir (Mongeau

ve ark 1986, Norman ve Liberman 1998).

Cift yumurta ikizlerinin kan basinci iligkisi, ikiz olmayan kardeslere gére daha
yiiksektir. Fakat bu genetik faktorlere bagli olabilecegi gibi ayni ¢evreyi uzun siire
paylagmaya da bagli olabilecegi kabul edilmektedir. Anne ve babadan biri hipertansif



ise ¢ocuklarda hipertansiyon gelisme riski iki kat artmaktadir (Norman ve Liberman

1998).

Basit bir hastalik olmayan hipertansiyon pek ¢ok patolojik siirecin baglamasina
yol agar. Pek cok risk faktorii hipertansiyon gelisimine katkida bulunabilir. Yas ve
cinsiyet etkenleri diginda genetik, psikososyal ve metabolik faktorler de kalict kan
basinci ylikselmesine neden olabilir. Genetik 6n kosullar ayni ailedeki hipertansiyon

gelisim riskini genelde arttirir ve kalitsal gegis s6z konusudur.

Hipertansiyonun belli formlarinda vazokonstriktor maddelerin  arttig1
bilinmektedir. Endojen vazodilatator olan NO’nun bosalmasina bagli olarak
hipertansiyon meydana gelmektedir. Ayrica anjiotensin II’ nin fizyolojik antagonisti
olmasi ve renin salinimimi diizenlemesi nedeniyle nitrik oksit hipertansiyon lizerinde

etkilidir (Soydan 1996).

1.2. Nitrik Oksit
1.2.1.Nitrik Oksitin Yapis1 ve Fonksiyonlari

Nitrik oksit, bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan, eslesmemis elektron
iceren, pek ¢ok reaksiyonu etkileyen zayif bir oksidan veya indirgeyici bir bilesen
olarak gorev yapan, serbest radikal olarak da nitelendirilen, reseptére bagimli olmadan
kolayca diffiize olabilen, renksiz, gaz halinde bulunan inorganik bir molekiildiir
(Nathan 1992, Lowenstein ve ark 1994, Marin ve Rodriguez-Martinez 1997, Geller ve
Billiar 1998).

Nitrik oksit, oksijenle oksitlenerek NO, (nitrit) ve NOs; (nitrat)
olusturabilmektedir. Dolayisiyla eslesmemis elektronu N ve O atomlar iizerinde yer
degistirerek rezonans stabilitesi 6zelligi kazanabilmekte ve boylelikle membranlardan
kolayca diffiize olabilmektedir (Lovenstein ve ark 1994) (Sekil 1.3). Oksijene gore
hemoglobine 3000 kat daha fazla afinite ile baglanabilmektedir. Ancak
oksihemoglobin, NO’i nitrata (NOs) oksitleyerek bu etkisini kisa siirede
notrlestirmektedir (Hegesh ve Sniloah 1982, Geller ve Billiar 1998).
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(NO sentaz geni)

Sekil 1.3. NO’nun L-argininden NOS geni tarafindan sentezi

Nitrik oksit, 1998 yilinda kardiyovaskiiler sistemde bir sinyal molekiilii olarak
kesfedilmistir. NO’nun bu 6zelliginin tanimlanmasindan sonra vaskiiler etkileri ile
ilgili ¢ok sayida calisma yapilmis ve NO/eNOS hiicre biyolojisi ve molekiiler
biyolojide 6nemli arastirma konularindan biri haline gelmistir (Bogdan 2001, Barbato

ve Tzeng 2004)

Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler i¢in zararl iken, NO’nun
diisiik konsantrasyonlar1 ¢ok Onemli fizyolojik olaylarda rol oynayabilir. Ancak
gereginden fazla konsantrasyonlarda sentezlendiginde hiicrelerde patolojik olaylar

meydana getirebilmektedir (Grisham 1997).

Nitrik oksit ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik islemlerde yer alan,
organizmanin hemen her yerinde bulunan biyolojik bir mediatordiir (Lucas ve ark
2000). NO karakteristik ozellikleri sebebi ile ideal mesajc1 molekiil olarak
nitelendirilmektedir. Kimyasal yapisindaki paylasilmayan elektronu ile yiiksek
derecede reaktif bir molekiildiir (yarilanma omrii 2-30 saniye) ve sinyal iletimi
sonrasinda kendiliginden nitrite doniismektedir (Lowenstein ve ark 1994). Hiicreler
arasinda sinyal iletiminde yer alan hormon, norétransmiter ve biiytime faktorleri gibi
molekiillerin ¢ogu siklikla plazma membranm ile baglantili olan spesifik protein
reseptorleri olarak gorev yaparken, NO iiretildigi hiicreden disar1 diffiize olmakta ve
spesifik molekiiler hedeflerinin bulundugu hedef hiicrenin igine girerek etkisini

gostermektedir (Lowenstein ve ark 1994, Jeremy ve ark 1999, Lucas ve ark 2000).
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Nitrik oksit, damar diiz kasinda Guanilat Siklaz1 (GC) aktive ederek siklik
guanozin monofosfat (cGMP) diizeyini arttirir. Intraseliiler Ca*? diizeyini ve miyozin
hafif zincirinin defosforilasyonunu azaltarak kasin gevsemesine katkida bulunur.
Ayrica endotel ylizeyindeki adezyon molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek
endoteli korur. Vaskiiler diiz kas proliferasyonunu engelleyerek, vaskiiler tonusun

kontroliinde de 6nemli bir role sahiptir (McDonald ve ark 2004).

Asetilkolin

Arter liimeni l
‘ Asetilkolin

GPCR

—»( Fosfolipaz C Jj

1P
L

Endotel
hiicresi / Ca*kalmodulin

Arjinin + O, Sitrulin + {NO}
:!‘\Jdvl- 3 e e Lo TR i e NQ»—
W NO GTP e
reseptori Protein
cGMP—>| kinaz G
PP;
Diiz kas hiicresi Diiz kas hiicresi gevser

Sekil 1.4. Nitrik oksit etki mekanizmasi

Endotel hiicresinden salinan NO, diiz kas hiicrelerine difiizyon ile gecer. Kas
hiicresi igerisinde artan NO konsantrasyonu, CGMP artisin1 tetikleyerek protein kinaz
G’ yi aktive eder (Sekil 1.4). Hiicre i¢i Ca** diizeyi azalir ve kas hiicresi gevser

(Powell ve Higman 1994, Alvarez ve ark 2001, Giines 2003).

Nitrik oksit sentazi inhibe eden ¢esitli arginin tiirevlerinin deney hayvanlarina
verildiginde gozlenen kan basincindaki ani yiikselme, NO’ nun fizyolojik roliinii
desteklemektedir. Normal kan basincinin korunmasi igin NO’ nun tonik salinimi

gerekmektedir.
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NO’nun ¢GMP araciligiyla, trombositlerin hem agregasyonunu hem de
adezyonunu inhibe ederek, trombus olusumunu engelledigi ve trombus olusmus ise
vazodilatasyon ile lokal hemeostaza katkida bulundugu gosterilmistir (Sekil 1.5)

(Katusic ve ark 2003).

v ! Soluble guanylate cyclase
¢ ,/‘/VC' > /\
V& " r”c fP) chNIE
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Nature Reviews | Drug Discovery

Sekil 1.5. eNOS’un damar duvarindaki fonksiyonu.
http://www.nature.com/nrd/journal/v5/n9/images/nrd2038-f4.jpg

1.2.2. Nitrik Oksitin Sentezi

NO, pek ¢ok hiicrede sitokrom p-450 rediiktazin homologu nitrik oksit sentaz
(NOS) enzim ailesi tarafindan, endojen bir aminoasit olan L-argininin terminal
guanidin grubunun NO’ya ¢evrilmesiyle sentezlenir (Marin ve Rodriguez-Martinez
1997, Cylwik ve ark 2005). Bu reaksiyon sirasinda molekiiler O; ile kofaktor olarak
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotit (FAD),
flavin mononiikleotit (FMN), tetrahidrobiyopterin (BH4) ve hem kullanilir.

NO sentezi iki basamakta gergeklesir. Birinci basamak, L-argininin NC-
hidroksi-L-arginine hidroksilasyonudur. ikinci basamak ise, N®-hidroksi-L-argininin,
L-sitriillin ve NO’e oksidasyonudur (Albrecht ve ark 2003). Sentez sonunda NO,
notralize edilerek ¢ok kisa siirede nitrit ve nitrata doniistiiriiliir (Juan ve ark 2006)

Sekil 1.6’ da NO’nun sentezi gosterilmistir.
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Sekil 1.6. NO’nun sentezi

Asetilkolin, histamin, trombin, serotonin, ADP, bradikinin, norepinefrin,
substant P ve izoproterenol gibi ¢esitli agonistler, endotelden NO sentez ve salinimini

arttirabilmektedirler (Cannon 1998, Carr ve Frei 2000, Sessa 2005). Bununla birlikte,

NO salinimi i¢in en fizyolojik agonist, siiregelen shear stresdir (Crabos 1997)

1.2.3.Nitrik OKksit Sentetaz inhibitorleri

Nitrik oksit sentetaz inhibitorleri biyolojik sistemlerde NO’in rollerini
aragtirmada ¢ok yararli olmuslardir. Nitrik oksit biyosentezinde L-arginin, NO’ya
dontigmektedir. Buna karsilik ¢esitli L-arginin analoglar1 ise L-arginin yerine gecerek
NO yapiminm1 kompetitif bir yolla dnleyebilirler (Moncada ve ark 1991, Nathan 1992,
O’Donnell ve Liew 1994).

Nitro-arginin (NNA) kovalent bag olusturarak NOS proteinini degistirmeden
irreversibl inhibisyon vyapar. L-nitro monometil arginin (L-NMMA) NOS
inhibitorlerinin prototipidir ve bir arjinin analogudur. NG-nitro-L-arjinin metilester
(L-NAME) de arjinin analogu olarak NO sentezini geri doniisiimlii olarak inhibe
ederek glukokortikoidlerin vitro olarak iNOS’in indiiklenmesini Onlerler. Ancak

indiiklenmis iNOS aktivitesi {izerine etkileri yoktur ( Stefanovic-Racic ve ark 1993).
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1.2.4.Nitrik OKksitin Biyolojik Etkileri

Nitrik oksidin tiim viicutta ¢ok farkli etkileri vardir. Invivo calismalar kan
akimi ve basincinin diizenlenmesinde NO’in 6nemli rolii oldugunu gostermistir

(Stefanovic-Racic ve ark 1993, Usmar ve Radomski 1994).

NO, cGMP aktivasyonuyla damar diiz kasinda gevseme ve damar direncinde
azalmaya neden olur (Vanhoutte 1995). Bunun anlami da kan basincinin diismesidir.
Nitrik oksidin sistemik kan basinci yaninda kan akiminini ayarlayabildigi kabul
edilmektedir ( Bedarida ve ark 1993). Hipertansiyonda tuz alimi, Renin-Anjiotensin
sistemi, genetik ve cevresel faktorler gibi bir¢ok karmasik olaym rol oynadigi
bilinmekle beraber, L-arjinin/NO sisteminde de bir anormallik olabilecegi hipotezini
destekleyen kanitlar giin gectikce artmaktadir. Cogu hayvan ve insan modelinde bozuk
NO salinimi, hipertansif goriilmektedir. Nitrik oksit eksikligi, hipertansiyon ve
ateroskleroz gibi patolojilerin gelismesinde rol oynamaktadir (Moncada ve ark 1989,

Nathan 1992).

Fizyolojik etkilerin ortadan kalkmasiyla endojen NO’nun azalmasi sonucu
hipertansiyon ve ateroskleroza yatkinlik olusmaktadir (Stefanovic-Racic ve ark 1993,
Corbett ve McDaniel 1995).

1.2.5. Kardiyovaskiiler Sistemde Nitrik Oksit

Vaskiiler endotelin esas gorevi trombosit ve diger kan hiicrelerinin adezyon ve
agregasyonunu engellemek, kan damarlarini yeterli akimi saglayacak kadar dilate
tutmaktir. Bunu saglamak i¢in sentezledigi maddelerden biri NO’dur. NOS
inhibitorlerinin sistemik kullanimlar kii¢lik arter ve arteriollerde kan basincini artirir.
Bu durum damar endotelinde yapilan NO’nun kan basmncimi ve kan akimi

diizenlemedeki roliine isaret eder (Anggard 1994, Giiray ve ark 1997)

Endotel kaynakli NO’nun damar biitlinliiglintin korunmasi, 16kositlerin endotel
hiicrelerine yapismasinin ve diiz kas proliferasyonunun onlenmesi gibi etkilerinin
yaninda trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe etme etkileri de vardir. Bu

yiizden kardiyovaskiiler hemostazda kritik rolii olan endotel kaynakli NO’nun
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aterogenezi inhibe ettigi sdylenebilir. NO bu etkisini, prostasiklinle sinerjist bir
etkilesimle saglar. Hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara igme ve diyabet gibi
ateroskleroza zemin hazirlayan faktorlerin tiimii, anormal endotel fonksiyonlar1 ve
biyoaktif NO seviyelerinde azalma ile birliktedir (Tiirkoz ve Ozerol 1997, Aladag ve
ark 2000).

1.3. eNOS Enzimi ve eNOS Gen Polimorfizmleri

1.3.1.Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Enzimleri

NOS’un {i¢ izoformu tanimlanmistir. Bunlardan ikisi yapisal, digeri ise sitokin
ve diger bilesikler tarafindan uyarilabilen formudur. Yapisal izoformlarindan biri
endotelyal NOS (eNOS veya NOS3), digeri ise néronal NOS (nNOS veya NOS1)
olarak adlandirilmistir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997). indiiklenen izoformu
(iNOS veya NOS2) ise hiicrede infeksiyon ve inflamasyon gibi anormal durumlarda

uyarilir (Wang ve Wang 2000).

Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

[k kez endotel hiicrelerinde tanimlananan eNOS enzimi, kalsiyum ile aktif
hale gelir. eNOS ve nNOS’un sentez siiresi kisa olup, lretilen NO miktar1 ¢ok
diisiiktiir. Bunun sebebi, hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunun azalmasiyla enzimin

inaktif duruma gegmesidir (Aladag ve ark 2000).

eNOS’un aminoasit dizilimi nNOS ile % 60 oraninda benzerlik gostermektedir.
FAD, FMN, NADPH, kalmodulin ve protein kinaz A fosforilasyon bdlgeleri hem
eNOS hem de nNOS da benzerlik gosterir (Anggard 1994, Forstermann ve ark 1994).
eNOS’un NH; terminalinde, nNOS’da bulunan 220 aminoasitlik bdlge eksiktir ve
eNOS 2. pozisyonunda glisinin N-miristollenmesi ile 15. ve 26. pozisyonlarinda post
translasyonel sisteinin palmitoillenmesi ile modifiye edilmistir. Bu durum eNOS’un
membranla iligkili oldugunu diisiindiirmektedir ( Cooke ve Dzau 1997, Albrecht ve
ark 2003).

eNOS, 134 kDa’luk iki benzer monomerden olusan bir dimerdir. eNOS

monomeri, fonksiyonel olarak iki farkli bolgeye, N-terminal oksijenaz bolgesi ve
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C-terminal rediiktaz bdolgesine sahiptir. eNOS enzimi sadece dimerik formda
fonksiyoneldir (Cooke ve Dzau 1997, Albrecht ve ark 2003). Rediiktaz bolgesi,
NADPH, FAD ve FMN flavinleri ve kalmodulin i¢in baglanma bdlgeleri igerir.
Katalitik bolge igeren N-terminal oksijenaz bolgesi, L-arjinin, BH4 ve hem i¢in
baglanma bolgeleri igerir. Rediiktaz bolgesi, flavinlerden oksijenaz bolgesine bagl

“hem” grubuna elektron transfer eder.

Enzimin dimerik hale gelmesi “hem” molekiiliiniin baglanmasi ile baslar;
hem’in yoklugunda enzim monomer halde kalir. Dimerik halde enzime BH4
baglanabilir ve dimeri kararli hale getirir. Kararli hale gecis aynt zamanda ¢inko
iyonlar1 ile de saglanir. eNOS dimerinin fonksiyonel aktivitesi BH4 molekiillerinin
baglanma sayisina baglidir. BH4 baglanmamis bir eNOS dimeri O, {iretmeye
egilimlidir. BH4 molekiiliiniin birinin baglanmasi, eNOS dimerinin NO ve O, ‘nin her
ikisini tiretme egilimi ile sonuglanir. Yiiksek seviyede BH4 varlig1 ise doymus bir
dimer olusturarak yalnizca NO sentezleyen bir enzim olugmasini saglar. Hiicre igi
artan Ca seviyeleri kalsiyum/kalmodulin kompleksinin olusumuna yol acar ve bu
kompleks kaveolinle yer degistirerek, NOS enzimindeki kalmodulin bdlgesine
baglanir ve enzimi aktiflestirir (Cooke ve Dzau 1997, Albrecht ve ark 2003).
Sekil 1.7°de eNOS’un etki tarz1 gosterilmistir.

# Acetylcholine

Inactive

Sekil 1.7. eNOS enziminin etki mekanizmas1 (www.sigmaaldrich.com)
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Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

130 kDa’luk sitozolik bir enzimdir (Cooke ve Dzau 1997, Marletta ve ark
1998 ). Makrofaj, endotel hiicresi, notrofil ve diiz kas hiicresi gibi pek ¢ok hiicre
tipinde sitokinler, endotoksin ve lipopolisakkarit gibi bakteriyel iirlinlerle uyarilir
(Sethi ve Dikshit 2000, Blaise 2005). eNOS ve nNOS gibi aktivasyon i¢in eksojen
kalsiyum ve kalmoduline bagimli olmadigi i¢in aktivitesi uzun siirer ve fazla

miktarlarda NO iiretimine yol agar (Cooke ve Dzau 1997, Blaise 2005).

Makrofajlardan salinan NO, yabanci mikroorganizmalara karsi nonspesifik bir
savunma yapar. Bunun yanisira artmis NO’nun doku tahribati yaparak damar
gecirgenligini  artirdigt ve septik soktaki vazodilatasyona katkida bulundugu
diisiinilmektedir. NO  sentezinin tamamen bozulmasi da inflamasyonu
hizlandirmaktadir (Bruhwyler ve ark 1993, Minc-Golomb ve ark 1994, Nathan 1997).

Sekil 1.8’de iNOS’un etki mekanizmas1 gosterilmistir.
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Sekil 1.8. iNOS enziminin etki mekanizmasi (www.sigmaaldrich.com)
Noronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS)

160 kDA’lik bir polipeptiddir ve sitokrom Paso ile %36 benzerlik
gostermektedir. NADPH, FAD, FMN ve kalmodulin i¢in baglanma bdlgesi
icermektedir (Bruhwyler ve ark 1993, Stuehr ve Griffith 1994). nNOS basta beyin,

spinal kord, sempatik gangliyon gibi sinir sisteminde bulunur (Cekmen ve ark 2001).
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nNOS; solunum fonksiyonlarinda, gastrointestinal sistem (GIS) motilitesinde,

tim dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin diizenlenmesinde rol alir (Sekil 1.9)

(Aladag ve ark 2000).
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Sekil 1.9. nNOS enziminin etki mekanizmas: (Www.sigmaaldrich.com)

1.3.2.eNOS Geni ve Polimorfizmleri

Endotelyal nitrik oksit sentaz geni 7q 32-q terminal (ter) bolgesinde yer alir

(Sekil 1.10). 21 kb uzunlugunda ve 26 exon icermektedir (Kim ve ark 2003). eNOS

geni 1203 amino asitten olusan eNOS enziminin transkripsiyonundan ve sentezinden
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Sekil 1.10 eNOS geninin yerlesimi

Bu gende meydana gelecek polimorfizm NOS’da iiretim asamasinda bir

bozukluga yol agar ve devaminda bir hastalik siireci gelisir ( Marsden ve ark 1993).
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1990 yillarinin ortalarinda eNOS geninin 6zellikleri bulundugundan beri bu
genin pek ¢ok oOzgiin allellik polimorfizmleri tanimlanmistir ve kardiyovaskiiler

hastaliklarla muhtemel baglantilar1 arastirilmistir (Suvara ve ark 2001).

Bugiine kadar koroner arter hastaligi, myokard infarktiisii, hipertansiyon, strok
ve renal hastaliklar gibi pek ¢ok vaskiiler bozukluk eNOS geni polimorfizmi ile iligkili
bulunmustur ( Johanning ve ark 2001).

eNOS geninin dizisi belirlendikten sonra DNA dizi ¢alismalar1 ile promoter
bolgede, exonlarda ve intronlarda pek ¢ok dizi varyasyonlari rapor edilmistir (Wang
2000, Casas ve ark 2004, Gerritsen 2005). Intron 4°de tekrar eden tandem degiskeni
sayist (Variable Number of Tandem Repeat-VNTR), intron 13’de CA (Cytosine-
Adenin) mikrosatellit tekrarlar1 ve bircok tek niikleotit polimorfizmler (Single
Niicleotid Polymorphism-SNP) yer almaktadir. (Wang ve ark 1996, Hingorani ve ark
1999). Bu ¢aligmalarda, en sik gozlenen polimofizmin ise exon-7’deki G>T oldugu

belirtilmistir (Sekil 1.11).

T-786C G894T = Glu > Asp
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Sekil 1.11. eNOS gen polimorfizmleri.
http://www.nature.com/ki/journal/v57/n2/thumbs/4491346f1th.gif

Yapisal bir proteinin aminoasit degisimine neden olan G894T polimorfizmi
icin, exon 7’de guanin yerine timin ge¢mektedir. Bu degisimin sonucunda da genin
298. kodonunda glutamat yerine aspartat aminoasidi sentezlenmektedir (Hingorani ve
ark 1999).
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eNOS geninin etki mekanizmasinin daha ¢ok vaskiiler sistemle iliskili oldugu
bilinmektedir. Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basincini ve kan akis hizini
diizenleyerek endotel hiicresi ve diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etki gosterip
trombosit adhezyon ve agregasyonunu inhibe edebilmektedir (Bossenge 1994, Usmar
ve Radomski 1994).

Glutamat, glutaminaz ve glutamin sentetaz enzimleri aracilig ile glutaminden
sentezlenmektedir. Glutamatin NO oOnciillerinden arginin sentezi i¢inde 6nemli bir
endojen kaynagi oldugu bilinmektedir. Bu nedenle eNOS geninin G894 T polimorfizmi
sonucu, glutamat aminoasidinin sentezlenememesi dolayisiyla da arginin ve nitrik

oksit metabolizmasinin etkilenebilecegi diisiiniilebilir.

Bazi aragtirmacilar; eNOS geninin 298. kodonundaki bu aminoasit
degisiminin, endotel hiicreleri ve vaskiiler dokularda da secimli proteolitik
boliinmelere neden olabilecegini bildirmislerdir (Tesaura ve ark 2000). Eger bu goriis
dogruysa, bolinmiis fragmanlarin NOS aktivitesini engelleyebilecegi ya da
bozabilecegi tahmin edilmektedir (Sekil 1.12) (Savvidou ve ark 2001, Leeson ve ark
2002).
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Sekil 1.12. eNOS’un enzimatik aktivasyonu
http://toraks.dergisi.org/text.php3?id=312
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1.4. MTHFR (Metilentetrahidrofolat Rediiktaz) Enzimi ve MTHFR Gen
Polimorfizmleri

1.4.1. MTHFR Enziminin Yapisi ve Gorevi

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi, MTHFR enzim ailesinin bir
tyesidir (EC 1.5.2.20). MTHFR enzimi folat metabolizmasinda gorevli 656

aminoasitten olusan flavoproteindir (Homberger ve ark 2000).

Enzimin katalitik bolgesi olan N-terminal ucu substrat ve koenzimlerin
baglanma  kisimlarina  sahiptir. ~ N-terminal uca FADH, NADPH e
5,10- metilentetrahidrofolat baglanir. FAD koenzimi NADPH'"n
metilentetrahidrofolata transferini saglar. Enzimin regiilator bolgesi olan C-terminal ug

bolgesi ise SAM inhibitoriiniin baglandig kismidir (Fodinger ve ark 2000).

MTHFR enzimi iki alt birimden olusan homodimer yapidadir. 70 kDa’luk
kiigiik alt birimlere sahip izoform karacigerden, 77 kDa’luk biiyiik alt birimlere sahip
izoform ise diger dokulardan purifiye edilmistir. Memeli enzimi kendisine
nonkovalent olarak bagli FAD (Flavin Adenozin Diniikleotit) koenzimi igerir. Bu

koenzim, NADPH’ 1n metilentetrahidrofolata transferini saglar (Morita ve ark 1998,

Choi 2003).

MTHFR enzimi, homosisteinin remetilasyon dongiisiinde gorev yapar.
MTHFR enzimi, 5-10 MTHF’1 geri doniisiimsiiz olarak 5 MTHF’ye donistiiriir.
5 MTHF, DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. Bunun i¢in
5 MTHF, metil grubunu vererek homosisteinin doniisiimiinde rol oynar. 5-10 MTHF
ise deoksitiridilatin timidilata doniistimiinde kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi
icin 10-formil THF’ye okside olmaktadir. MTHFR geninde meydana gelen bir
mutasyon enzim aktivitesini azaltmaktadir (Frosst ve ark 1995). Azalan MTHFR
aktivitesi sonucunda 5 MTHF diizeyi azalmakta, 5-10 MTHF miktar1 ile plazma
homosistein diizeyi artmaktadir. MTHFR enziminin eksikligi durumunda klinik

semptomlarin genis bir dagilim gosterdigi anlagilmaktadir (Lopaciuk ve ark 2001).
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1.4.2. MTHFR Geninin Yapis1 ve Ozellikleri

MTHFR geni, kromozom 1p36.3’de lokalize olmustur. MTHFR, 5,10
metilentetrahidrofolati (5,10-metilen THF) geriye doniisimsiiz olarak 5-metil

tetrahidrofolata (5-metil THF) doniistiiriir (Weisberg ve ark 1998, Homberger ve ark
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Sekil 1.13. MTHFR geninin yerlesimi

MTHFR enziminin iki tane diisiik fonksiyonlu varyanti vardir. Bunlar 677.
niikleotitteki T varyanti (MTHFR C677T) ve 1298. niikleotitteki C varyantidir
(MTHFR A1298C). MTHFR geni C677T polimorfizmi enzimin katalitik bolgesinde,
A1298C bolgesi ise enzimin regiilator bolgesinde ortaya ¢ikmaktadir (Shpichinetsky
ve ark 2000).

1.4.3.MTHFR Geni C677T Polimorfizmi

C677T polimorfizmi, MTHFR proteinin N terminal katalitik bolgesini etkileyen
4.ekzonda meydana gelir. MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR enzimini
kodlayan gende 677. niikleotid olan C (Sitozin)’in —T (Timin)’e degisimi sonucu
ortaya ¢ikan bir nokta mutasyonu vardir. Bu mutasyon, genin {iriinii olan proteinin
226. pozisyonunda Alanin’in yerine Valin’in ge¢mesine neden olur. Bunun sonucu
MTHEFR aktivitesi azalir. Azalan MTHFR aktivitesi, 5S-metil tetrahidrofolat diizeyinde
azalmaya ve bunun sonucu olarak da homosisteinin metiyonine doniisememesi
nedeniyle plazma homosistein diizeyinde artmaya neden olur. MTHFR’nin C677T
polimorfizminde, CC (Alanin/ Alanin) homozigot normal, CT (Alanin/Valin)
heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotipler goriilmektedir (Demuth
ve ark 1998, Schneider ve ark 1998, Sell ve Lugemwa 1999).
677TT varyantina sahip insanlarin MTHFR aktivitesi %30, 677CT varyantina sahip
insanlarin MTHFR enzim aktivitesi %65 civarindadir. Toplumun yaklagik %151
homozigot 677TT varyantina sahiptir. Bu varyant yiiksek seviyede homosisteine ve
diisiik folat diizeyine sebep olur. Bu da vaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikma riskini

arttirir.
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C677T mutasyonunda, MTHFR aktivitesi, homozigot mutant TT genotipinde,
heterozigot CT ve homozigot normal CC genotiplerine gore azalirken, homosistein
diizeyi O6nemli oranda yiikselir. MTHFR eksikliginde, homosisteinden metiyonin
olusumundaki bir bozukluk, organizmayr hem metiyonin (ve S-adenozilmetiyonin)
azalmasma hem de homosistein birikiminden dogan toksik etkilere maruz birakir

(Bagley ve Jacob 1998, Lievers ve ark 2001).

1.4.4. MTHFR Geni A1298C Polimorfizmi

MTHFR geninde belirlenen baska bir mutasyon da, enzimi kodlayan genin
7. ekzondaki 1298. niikleotid olan A(Adenin)’in—C(Sitozin)’e degisim sonucu,
MTHFR proteinindeki Glutamat’in—Alanin’e degisimine neden olan nokta
mutasyonudur ve enzimin C-ug regiilator bolgesinde etkilidir. Bu mutasyonda da diger
mutasyon tipinde oldugu gibi MTHFR aktivitesi azalir. A1298C polimorfizminin,
plazma homosistein konsantrasyonundaki artist MTHFR C677T polimorfizmi kadar
etkilemedigi ileri siiriilse de, bu polimorfizmin ©6nemi heniiz tam olarak

aciklanamamistir (Shpichinetsky ve ark 2000, Langman ve ark 2003).

Homosisteinin kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde &neminin yaninda
A1298C mutasyonunun da kardiovaskiiler hastaliklar i¢in onemli bir risk faktorii

olabilecegi diisliniilmektedir (Lievers ve ark 2001, Szczeklik ve ark 2001).

1.4.5. MTHFR Geni C677T ve A1298C Polimorfizm Kombinasyonu

C677T ve A1298C mutasyonunun siklig1 popiilasyonlara gore ve yasla birlikte
onemli farklilik gostermektedir (Fodinder ve ark 2000).

C677T ve A1298C mutasyonlarinin birlikte heterozigot oldugu durumda,
MTHFR enzim aktivitesi, her iki allelin normal homozigot oldugu durumdaki enzim
aktivitesinin  %50-60’1 kadardir. Bu aktivite, C677T mutasyonunun heterozigot
bireylerinin enzim aktivitesinden daha disiiktiir. 677CC/1298CC genotipine sahip
bireylerde 677CC/1298AA genotipli bireylere gore plazma total homosisteininde
azalma oldugu agiklanmistir. Tek basina C677T homozigot mutasyonlu (TT)
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genotipine sahip bireylerde de plazma homosisteini 6nemli diizeyde artmaktadir. Van
der Put ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, her iki mutasyon bakimindan ¢ift
heterozigot olan (A1298C/C677T) bireylerde total plazma homosistein

konsantrasyonunun 6nemli derecede arttig1 goriilmiistiir (Van der Pu ve ark 1998).

A1298C mutasyonu, MTHFR enziminin C-ug¢ regiilatér bolgesinde meydana
gelmesine karsilik, C677T mutasyonu genin N-ug¢ katalitik bolgesinde meydana
gelmekte ve bu nedenle A1298C mutasyonlu bireylerde MTHFR enzim
aktivitesindeki azalma C677T mutasyonlu bireylerin enzim aktivitesinden daha az
olmaktadir. A1298C polimorfizminde MTHFR aktivitesinde Onemli etkiler
gorlilmesine ragmen ne 1298AC, ne de 1298CC genotipinde artan homosistein

diizeylerine rastlanmamistir (Kim 2000).

677CC/1298AC ve 677CC/1298CC genotiplerinde  MTHFR aktiviteleri,
677CC/1298AA genotip enzim aktivitesi ile karsilastirildiginda sirasiyla %60-92 ve
%52-66 olarak bulunmustur. Heterozigot (677CT/1298AC) genotip durumunda
MTHEFR aktivitesi ise 677CC/1298AA genotipi ile karsilastirildiginda, %36-62 olarak

bulunmustur (Lievers ve ark 2001).

1.5. Homosistein

Homosistein proteinlerin yapisina katilmayan, kiikiirtli bir aminoasittir.
Normal olarak diyetle alinmaz. Viicuttaki tek kaynagi esansiyel bir aminoasit olan
metionindir. Homosistein, metionin metabolizmas1 esnasinda bir ara iriin olarak
olusmakta, serin ve glutatyonu olusturarak veya tekrar metionine doniiserek
metabolize olmaktadir. Homosistein metabolizmas1 bazi vitaminlerle yakindan
iligkilidir ve homosistein metabolizmasindaki degisiklikler ateroskleroz, vendz
tromboz, malignite ve noral tiip defekti gibi pek ¢ok patolojide etkili bir faktor olarak
gorilmektedir ( D’ Angelo ve Selhub 1997).

[k olarak 1969 yilinda Mc Cully otopsi sonucunu degerlendirirken, yogun
arteriyel tromboz ve aterosklerozu olan c¢ocuklarda plazma ve idrarda yiiksek
homosistein diizeylerinin goriildiigiinlii rapor etmistir. Bu gozlemlerine dayanarak,

yiiksek plazma homosistein diizeyleri ile vaskiiler hastaliklar arasinda bir iliski
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olabilecegi hipotezini ortaya atmistir. Bu c¢alismayr homosisteinin vaskiiler
hastaliklardaki fizyolojik ve patofizyolojik roliinii aragtiran pek ¢ok calisma takip ve
teyit etmistir. Plazma homosistein diizeylerindeki artisin sonugta prematiire vaskiiler
hastaliklara (serebral, koroner, periferik) yonelik vaskiiler lezyonlarin olusumunu
tetikledigi ve diger risk faktorlerinin bulunmamasi durumunda dahi tek basina risk

olusturdugu 6ne siiriilmiistiir (Kang ve ark 1992, Vollset ve ark 2001).

Agir hiperhomosisteinemi durumlar1 nadir goriiliirken (1/40000-100000), hafif
hiperhomosisteineminin toplumda goriilme siklig1 yaklasik % 5-7’dir. Hafif
hiperhomosisteinemili hastalar, genellikle 30-40’11 yaslarinda, tekrarlayici arteriyel ve
vendz tromboz veya prematiire koroner arter hastalifi olusana kadar

asemptomatiktirler.

Agir hiperhomosisteinemi vakalar1 genellikle homozigot enzim defektlerinde,
hafif hiperhomosisteinemi vakalari ise genellikle heterozigot enzim defektlerinde veya
edinsel nedenlerden meydana gelmektedir (Stampfer ve ark 1992). Homosisteinin
aterotrombozis patogenezindeki roliiniin molekiiller mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemesine ragmen vaskiiler endotel tabakasinin vazoprotektif ve antitrombotik
ozelliklerinin degistigini ve dolayisiyla yapisal ve fonksiyonel harabiyetin gelistigini

yogun arastirmalar gostermektedir (Verhoef ve ark 1999).

1.5.1. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein, viicuttaki tiim hiicrelerde, diyetle alman metioninden
demetilasyon sonucunda olusan, siilfiir iceren yapida ve esansiyel olmayan bir
aminoasittir. Remetilasyon yoluyla tekrar metionine doniiserek ya da transsiilfiirasyon
yoluyla sistein, metilmalonik asit ve 2-metilsitrik aside dontiserek metabolize edilir.

Homosistein (Hey) plazmada dort formda bulunur.

1- %1- 2'si serbest form

2- %70-80'1 plazma proteinlerine 6zellikle de albumine bagli form

3- %20-30'u homosistein dimerleri olusturmak {izere kendi kendisiyle bagli form
4- Sistein gibi diger tiol yapilariyla birlesmis homosistein-sistein karigik disiilfit

formu

25



Glinlimiizde, plazmadaki farkli homosistein formlarini topluca 6l¢ebilen birgok
teknik vardir. Bu metodlarla 6l¢iim sonuglari, total homosistein (tHcy) olarak verilir

(Still ve McDowell 1998, Hankey ve Eikelboom 1999).

Homosisteinin katabolizmasi, sistatiyonin sentezi dahil primer olarak ince
barsak, karaciger, bobrek ve pankreasta meydana gelen irreversibl bir yoldur (Rodrigo
ve ark 2003). Plazmadaki homosistein hiicreler tarafindan salinmaktadir. Farkli hiicre
tipleri degisik oranlarda homosistein salgilamaktadir. Hepatositler ¢ok yiiksek oranda
homosistein salgilarken, fibroblastlar ve lenfositler ¢cok daha yavastirlar (Nakano ve

ark 2005).

ATP Pi + PPi
~ Methionine S-Adenosyl-
THs- | Folate I methionine X
Methionine X
synthase LVltamin By, Methyltransferase
5-Methyl THs - | Folate T Homocysteine S-Adenosyl- Methyl-X
w homocysteine
Vitamin Bg
Adenosine
Y
Cystathionine
Vitamin Bg '
\4
Cysteine

Sekil 1.14. Homosistein metabolizmast

Homosistein, 5-metil tetra hidrofolat varliginda B12’ye bagimli metiyonin
sentaz (MS) tarafindan metiyonine remetile olur. Metilasyon yolunda homosistein
metil grubunu ya betainden (6zellikle karacigerde meydana gelen bir reaksiyon) ya da
5-metiltetrahidrofolattan (B12 vitaminine bagimli biitiin dokularda meydana gelen bir
reaksiyon) alir (Hankey ve ark 2004). Daha sonra, metilen tetra hidrofolat rediiktaz ile
5-metil tetra hidrofolata indirgenir. Karaciger ve bobrekte homosistein remetilasyonu

betain-homosistein metil transferaz (BHMT) araciligiyla gergeklesir. Metiyonin
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siklusunda, diyetle alinan metiyonin, metil transferaz i¢in metil grubu vericisi olarak
yardim eden S-adenozil metiyonin (SAM)’e doniisiir. Bu reaksiyonda olusan diger bir
uriin, S-adenozil homosistein SAH hidrolaz tarafindan homosistein ve adenozine
hidrolizlenen SAH’dir. Homosistein, ayrica, katabolik transsiilfiirasyon yoluna da
girer. Bu yoldaki ilk enzim B6’ya bagimli sistatiyonin B-sentaz (CBS)’dir.
Sistatiyonin, B6’ya bagimli sistatiyonaz araciligiyla sisteine doniisiir. Olusan sistein
daha sonra inorganik siilfata doniiserek idrarla atilir. Transsiilfiirasyon yolu, sinirl
doku dagilimi1 gosterir (karaciger, bobrek, pankreas ve beyin) (Still ve McDowell
1998, Jacobsen 1998, Rodrigo ve ark 2003)(Sekil 1.14).

1.5.2. Homosisteinin invitro Etkileri
Aterogenez

1-DNA hipometilasyonu, hiicre biiylime ve differansiyonu aracili genlerin
ekspresyonunu indiikler.

2-Oksidatif stresi indiikler.

3-Indiiklenebilir NO sentaz ve tiimdr nekroz faktdr-a’nin ekspresyonunu
degistirerek vaskiiler inflamasyonu indiikler.

4-Artan inflamasyon, artan asimetrik dimetilarjinin (ADMA), azalan nitrik
oksitin kullanilabilirligi (artan oksidatif stres sebebiyle) ve artan oksidatif stresin bir
sonucu olarak endotelyal disfonksiyonu indiikler.

5-Modifiye LDL’nin alinimini1 kismen artirarak hepatik ve makrofaj lipoprotein
metabolizmasini degistirir.

6- Hipertrofiyi indiikler ve intima kalinligini arttirir.

Trombogenez

1- Monositlerde doku faktor ekspresyonunu indiikler
2- Lokosit-endotelyum interaksiyonlarimi diizenler.
3- Platelet agregasyonunu artirir.

4- Lipoprotein (a)’nin fibrine baglanmasini arttirir.

5- Cesitli pihtilagma faktorleriyle invitro etki eder (Hankey ve ark 2004).
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Hiicresel = homosistein  metabolizmasi,  metionin  kullanilabilirligine,
homosisteinin metionine remetilasyonuna ve sisteine transsiilfiirasyonuna baglidir
(Sekil 1.15). Olusan homosistein, ya bir metil grubu alarak tekrar metionine doniisiir

veya transsiilfiirasyon yolaginda kullanilarak, farkli yapilarin sentezinde kullanilir.

Homosisteinin metabolize olabilecegi iki yolu vardir:
 Remetilasyon yolu

* Transsiilfiirasyon yolu (Sekil 1.15).
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Sekil 1.15. Transsiilfiirasyon ve remetilasyon metabolize yollar1 (Kim 2000).

Remetilasyon ve transsiilfiirasyonun herbiri homosistein metabolizmasinda yari

yartya paya sahiptir. Homosistein, sisteinden farkli olarak protein sentezinde

polipeptitlerle birlesmez.

Remetilasyon dongiisiinde homosistein, genellikle metionin sentaz tarafindan
katalize edilen bir reaksiyonla bir metil grubu alarak metionini olusturur. Metionin
sentaz, B12 vitaminine bagimli bir enzimdir. B12 vitamini bu reaksiyonda kofaktor
gorevi goriir ve N5-metil-tetrahidrofolat metil dondridir ve N5N10-
metilentetrahidrofolat rediiktaz katalizor gorevi goriir. Bir kisim homosistein ise,

karacigerde alternatif bir yol ile remetilasyona ugrar (Dinavahi ve Falker 2004).
sistein  sentezi

Fazla miktarda metionin varliginda veya gerektiginde

homosistein transsiilfiirasyon yoluna girer. Transsiilfiirasyon yolunda, B6 vitaminine
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bagimli sistation-b sentaz (SBS) homosisteini bir baska aminoasit olan serinle
irreversibl olarak baglar ve bu siilfokonjugasyon olayiyla sistation olusur. Sistation
sonunda baska bir B6 bagimli enzim olan g-sistationaz ile sisteine ve a-ketobiitirata
metabolize olur. Yeni olusan sistein hiicreler tarafindan sentezlenen proteinlerin
yapisina  girerek  glutatyon yapisina katiir ya da siilfata  doniiserek
glikozaminoglikanlarin (heparan siilfat, kondraitin siilfat gibi) sentezinde kullanilir ya
da idrarla atilir. Sistein ayn1 zamanda homosistein ile birleserek miks distilfit sistein-

homosistein formunu olusturur (Raymond ve ark 1997).
1.5.3. Homosistein Diizeyini Etkileyen Faktorler

Normal total plazma homosistein diizeyi 5-12 pmol/L’dir. Fakat yapilan

calismalar, vaskiiler patolojinin 10 pmol/L’nin iizerinde basladigini gostermektedir

(Pfeiffer ve ark 1999, Tripodi ve ark 2001).

* Hafif hiperhomosisteinemi ( 15-30 umol/L )
* Orta hiperhomosisteinemi ( 31-100 umol/L )
» Agir hiperhomosisteinemi ( >100 umol/L )

Plazma homosistein konsantrasyonlar1 genetik ve beslenme faktorleri
tarafindan diizenlenir. Hiperhomosisteinemi, homosistein metabolizmasinda rol
oynayan enzimlerdeki genetik bir defektten, nutrisyonel olarak vitamin
yetmezliginden veya her ikisinin birlikte mevcudiyetinden olusabilmektedir ( Alfthan

ve ark1994, Sans ve ark 1997).

1.5.4. Hiperhomosisteinemi Nedenleri
Homosistein Metabolizmasindaki Edinsel Bozukluklar

Bu bozukluklar en sik rastlanan ve kolaylikla tedavi edilebilen bozukluklardir.
Edinsel nutrisyonel hiperhomosisteinemi nedenlerinden, folat ve kobalaminin yetersiz
alinmasi en yaygin goriilen nedenlerdir. B6 vitamininin yetersiz alimi da 6zellikle
transsiilfiirasyon yolu bozukluguna neden olabilmektedir. Verhoef ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada diyetle alinan folik asit, B6 ve B12 vitamin yetersizliginin,

Kuzey Amerika ve Avrupa’da 6zellikle de yaslhilar arasinda oldukca yaygin oldugu
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saptanmistir (Verhoef ve ark 1996). Bu maddeler homosistein metabolizmasinda
kosubstrat ve kofaktorlerdir. Bu vitaminlerin hafif veya orta diizeylerde, nadir olarak

ta agir diizeyde hiperhomosisteinemiye neden olabilecegi bilinmektedir (De Bree ve

ark 2002, Kavey ve ark 2003).

B6, B12 ve folik asit diizeyi ile kan homosistein konsantrasyonu arasinda
negatif bir iliski vardir. Hiperhomosisteinemili vakalarin 2/3’iinde bir veya daha fazla

B vitamin noksanlig1 saptanmaktadir (Tsimikas ve Witztum 2002).

Edinsel hiperhomosisteinemi nedenlerinden bir diger grubu ise hastalik
durumlar1 olusturmaktadir. Bunlarin i¢cinde en Onemlisi bobrek fonksiyon
bozukluklaridir. Glomeriiler filtrasyon hizi ile kan homosistein konsantrasyonu
arasinda negatif iligski vardir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda kreatinin artisi
ile birlikte kan homosistein diizeyi artarak normalin 4 katina kadar ¢ikabilmektedir. Bu
artts son donem bdbrek yetmezlikli hastalardaki aterosklerozis olusumundaki

hizlanmay1 kismen agiklayabilmektedir ( Arnesen ve ark 1995).

Bunun  disinda  bircok  g¢alisma  ile  hipotroidizmli  hastalarda
hiperhomosisteinemi gosterilmistir. Hipotroidide artmis vaskiiler hastalik insidansinda
bu faktoriin rol alabilecegi belirtilmektedir. Cesitli malignitelerde de (meme, over,
pankreas) hiperhomosisteinemi gosterilmistir. Transforme hiicrelerin homosisteini
kullanamadig1 ve prolifere olan hiicrelerin endojen homosisteini metabolize edemedigi

belirtilmektedir (Welch ve Loscalzo 1998).

Pek ¢ok ila¢ kullanim1 hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir. Nitroz oksit
ve in vitro kosullarda nitrik oksit metionin sentazi inaktive etmektedir. Metotreksat,
karbamazepin, valproik  asit, fenitoin, folat metabolizmasin1  bozarak
hiperhomosisteinemiyi olusturmaktadir. Menopoz sonrasi dstrojen replasman tedavisi
homosisteini  diisiirmektedir. Bu da 0Ostrojen tedavisinin osteoporoz yaninda
kardiovaskiiler hastaliklardan korunmak icin de kullanilmasi gerektigi diisiincesini
desteklemektedir. Teofilin (fosfodiesteraz inhibitorii) pridoksal fosfat sentezini
antagonize ederek hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir. Sigara, pridoksal fosfat
sentezini azaltir. Sigara icen kadinlarda %23, erkeklerde %12 yiiksek plazma
homosistein diizeyi saptanmistir (Ubbink ve ark 1991, Moghadasian ve ark 1997).
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Homosistein Metabolizmasindaki Genetik Bozukluklar

Agir genetik defektler icinde en yaygin goriileni homozigot SBS yetmezligidir.
Bu form “kongenital homosistiniiri” olarak da adlandirilir. Hastalarin plazma ve idrar
homosistein diizeyleri ¢ok fazla yiikselerek 400 umol/L’nin {izerine ¢ikabilmektedir.
Homosistiniiri dogustan otozomal resesif bir metabolizma hastalifidir. Toplumda
goriilme sikligi 1/200.000°dir. SBS enzim aktivitesi %0-2 arasindadir. Bu enzimin
geni 21. kromozomdadir ve bugiine kadar tanimlanmig 17 tane mutasyonu mevcuttur.
Bu farkli mutasyonlar plazma total homosistein diizeylerindeki farkliliklara neden

olmaktadir (Frosst ve ark1995).

1.5.5. Kongenital Homosistiniirinin Klinik Gostergeleri

Homosisteinin B12-bagimli metionine remetilasyonuna katilan MTHFR’nin
homozigot yetmezligi agir hiperhomosisteinemiye neden olabilir. Otozomal resesif
gecislidir. Tedavi se¢eneklerinin pek olmamasi1 SBS’ye gore daha kotii prognoza yol
acmaktadir. Enzim aktivitesi %0-20 arasindadir ve hiperhomoisteinemi yani sira klinik
tabloda norolojik fonksiyon bozuklugu, psikomotor retardasyon, inme ve periferik
noropati mevcuttur. Vakalarin %70’inde arteriyel ve vendz tromboz gelisir.
Heterozigot MTHFR yetmezliginde ise %50 normal enzim aktivitesi vardir. Bu

yiizden enzim aktivitesi ndrolojik yetmezliklere kars1 koruyucudur (Raymond ve ark
1997).

MTHFR’ nin C677T mutasyonu enzim aktivitesinde azalma ve termolabilite ile
karakterizedir. Hafif veya orta diizeyde hiperhomosisteinemiye egilim vardir. Bu
mutasyon Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili olmasindan dolayr etnik
farkliliklar gostermektedir. Farkli toplumlarda %5-18 arasinda degisen oranlarda

bulundugu saptanmustir (Frosst ve ark 1995).

1.5.6. Hiperhomosisteinemideki Fizyopatolojik Mekanizmalar

Hiperhomosisteinemi ile iligkili aterojenik olaylar endotel hasari, bunu takip
eden trombosit aktivasyonu ve trombiis formasyonudur. Calismalarda, homosistein
aracilt endotel hasarmin subendotelyal matrikste basladigi ve takibinde trombosit

aktivasyonu olustugu gosterilmistir (Kuch ve ark 2001, Pfanzagl ve ark 2003).
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Homosistein ile endotel hiicrelerinin kiiltiir ortaminda maruziyeti, prostasiklin
ve nitrik oksit liretimini azaltmaktadir ki bunlar endotel aracili gevsemeleri saglayan
ve asir1 trombosit agregasyonunu inhibe edici etkileri olan maddelerdir. Homosistein
lipid peroksidasyonunu artirir ve bu endotelden nitrik oksit sentaz ekspresyonunu

azaltarak nitrik oksiti azaltmis olur ( Blann 1993).

Homosisteinin bir diger aterojenik etkisi de lipoproteinlerle iliskisidir ki
ozellikle LDL ile olur ve apolipoprotein B proteininin serbest aminoasit gruplarinin
tiolasyonu sonucunda gelisir. LDL’nin makrofajlara internalizasyonunu artirir ve
interselliiler kolesterol birikimine sebep olur. Makrofajlardan LDL’nin hidrolitik
olaylarla homosistein salimi, serbest radikal olusumuna ve sonrasinda lipitlerin
oksidasyonuna neden olur. Homosisteinin tiolaktan formu LDL ile reaksiyona girerek
yogun ve ¢Okmiis lipoprotein olusumuna neden olarak makrofajlarla alinir ve kopiik

hiicresi olusur (Hajjar 1993).

Homosisteinin diistik dansiteli lipoproteinlerin in vitro oksidasyonunu arttirdigi
ve hem invivo hem de invitro ¢alismalarda, okside LDL’nin de endotel fonksiyonlarini
bozdugu gosterilmistir. Bu goriisler antioksidan mekanizmalarin, homosistein aracili
toksik etkilerden endoteli korumada etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
mekanizmalardan biri, endotel hiicrelerinin, homosisteinin oksidatif potansiyelini
nitrik oksit (NO) {iretimi ile diizenlemesidir. Bu durumda, homosisteinin NO
tarafindan  s-nitrosilasyonu, tiol bagimli peroksit olusumunu Onlemekte ve
s-nitrosohomosistein trombosit agregasyonunu inhibe etmekte, sitoprotektif ozellik
gostermekte ve vazokonstriksiyonu Onleyici etki yapmaktadir (Sekil 1.16). Bu
protektif mekanizma hiperhomosisteinemi durumunda inefektif gibi goriinmektedir,
¢linki homosistein aracili hidrojen peroksit ve siiperoksit radikali olusumu, NO’1
inaktive edebilir ve bu olay ¢ok daha potent oksidan olan singlet oksijen ve

peroksinitritleri olusturabilir (Nishinaga ve Ozawa 1993).
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Sekil 1.16. Homosistein aracili endotel hasar1

Hiperhomosisteinemideki diger bir oksidan stresten koruma mekanizmasi
hidrojen peroksidin ve lipit peroksitlerin rediiksiyonunu katalizleyen antioksidan
enzim, glutatyon peroksidazdir. Homosisteinin oksidasyon tiriinlerine karsi1 endoteli
korumaktadir. Ciinkii homosisteinden peroksit iiretimi ile invitro endotel hiicre
toksisitesi arasinda iligki vardir. Glutatyon peroksidaz nitrik oksidin oksidatif
inaktivasyonunu 6nlemektedir. Endotelyal glutatyon peroksidaz aktivitesi, homosistein
maruziyetinden sonra azalmaktadir ki bu antioksidan mekanizmanin kronik
hiperhomosisteinemi esnasinda azaldigini diisiindiirmektedir. Yapilan caligmalarda
homosisteinin endotelde glutatyon peroksidaz ekspresyonunu suprese ettigi ve bu

olayin lipit peroksidasyonunu arttirdig1 gozlenmistir.

1.5.7. Hipertansiyon ve Homosistein

Ik kez 1969 yilinda Mc Cully, plazma homosistein diizeyi ile aterosklerotik
vaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiye dikkat ¢ekerek, hiperhomosisteineminin

aterosklerotik hastaliklara yol actigini bildirmistir (Chen ve ark 2000).

Hiperhomosisteinemi ve kardiyovaskiiler hastalik iligkisini kurmaya ydnelik
prospektif calisma sonuglar1 karmasiktir. Plazma homosistein yiiksekligi sigara ve
hiperlipidemi gibi kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirmaktadir. ABD’de
kardiyovaskiiler hastaliklarin =~ %10’unun  artmig total plazma homosistein

diizeylerinden kaynaklandig: belirtilmektedir. Son 10 yilda total plazma homosistein
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tayininde metodolojik ilerlemeler olmus ve mikroniitrientlerin saglikli ve dengeli

beslenmedeki rolleri daha fazla ilgi ¢ekmistir (Cesari ve ark 2005).

Son zamanlarda plazma tHcy’nin Kkardiyovaskiiler hastalikli Norvegli
hastalarda mortalitenin kuvvetli bir habercisi oldugu bildirilmistir (Bellamy ve
McDowell 1997).

Bazi prospektif caligmalarda ise homosisteinin KKH’larda etkisinin olmadig1
bildirilmistir (Alfthan ve ark 1994, Evans ve ark 1997, Folsom ve ark 1998). Total
homosistein (tHcy)’deki 5 pmol/L artisa karsilik KKH riskinin kadinlarda %80 ve
erkeklerde %60 arttig1 tespit edilmistir (Folsom ve ark 1998). Yapilan bir
metaanalizde tHcy’deki 5 pmol/L’lik bir artis ile total kolesterol diizeylerinde 0,5
mmol/L’lik artisin koroner arter hastaligi yoniinden esdeger oldugu bildirilmektedir

(Dunn ve ark 1998).

Homosisteinin kardiyovaskiiler hastaliktaki etkisi tartismali oldugu igin
hiperhomosisteinin vaskiiler hastaliklara neden olduguna dair daha fazla veriye ve etki
mekanizmasimin agiklanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. ileri siiriilen mekanizmalarda,
tHey’in endotelyal disfonksiyona, diiz kas proliferasyonuna, ekstraselliiler matriks
proliferasyonuna, lipid oksidasyonuna, sitotoksisiteye veya koagiilasyon ve
trombositlere etkisi sonucu vaskiiler hasara neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Tsai

ve ark 1994).

Homosisteinin aterogenez, ateroskleroz ve trombozda oynadigi roller tam
olarak bilinmemesine ragmen, son yillarda yapilan ¢alismalar hiperhomosisteineminin
direkt olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde hasara neden olabildigi, endotelinin
antikoagiilan 6zelligini prokoagulana doniistiirebildigi ve in vitro diiz kas hiicrelerinde

proliferasyona neden olabildigi gosterilmistir (Tang 1998).

Homosistein, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitogeneze ve sitotoksik etkiye de

neden olabilmektedir (Chen ve ark 2000).

Bazi arastiricilar, giiglii bir vazodilatatér ve trombosit agregasyon inhibitorii

olan nitrik oksitin sigir endotelyal hiicrelerinden saliiminin  bozuldugunu
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gostermislerdir (Stamler ve ark 1993). Aterosklerozda, endotel hasari kritik dneme

sahip olup hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Ross 1993).

Bu nedenle, homosisteinin bazi etkileri endotelyal disfonksiyon ve daha
spesifik olarak nitrik oksitin salinimi etkilerinin azalmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Endotelyal disfonksiyonda, damar i¢i kan dolagiminin olusturdugu dilatasyon
azalmaktadir. Orta yasli Cinlilerden olusan ve belirli bir vaskiiler risk faktori
saptanmayan 14 kisilik bir grupta yapilan c¢alismada, damar i¢i kan dolagiminin
olusturdugu  dilatasyon  Olgiimleri  yapilmis  ve  hiperhomosisteineminin
(tHcy=34,8umol/L) endotelyal disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir (Woo ve ark
2000).

Bagka bir caligmada, ailesinde ateroskleroz anamnezi ve klinik bulgular
olmayan hiperhomosistinemili (19,2umol/L) 26 yaslhh hastada da damar i¢i kan
dolagiminin olusturdugu dilatasyon olgiimlerinin azaldig1 gosterilmistir (Tawakol ve

ark 1997).

Endotelyal disfonksiyon, klasik homosistiniirili ¢ocuklarda gdsterilmis iken
serbest homosistein ve metiyonin seviyeleri normal heterozigot sistationin [-sentaz
enzimi (SBS) eksikligi olan ¢ocuklarda endotel hasar saptanmamistir (Celermajer ve
ark 1993). Normal saglikl kisilere standart metiyonin yiikleme (0,1 g/kg) ile zaman
icinde damar i¢i kan dolasimima bagli dilatasyonun bozulabildigi gosterilmistir
(Chambers ve ark 1998). Akut metiyonin yiiklemesinin birka¢ metabolik etkisi vardir
ve plazma homosisteinini ylikseltebilmesine ragmen insanlarda homosisteinin endotel
fonksiyonlar1 iizerine toksik etkilerinin delili sayilmamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
bir hafta siire ile giinde 0,1 g/kg metiyoninle beslenen kisilerde endotel
fonksiyonlarinin bozulmadigi ancak tHcy seviyelerinin anlamli oranda yiikseldigi
tespit edilmistir (Bellamy ve ark 1998). Lambert ve arkakdaslar1 tarafindan yapilan
caligmalarda; erken koroner, serebral veya periferik vaskiiler hastalikli ve metiyonin
yiiklenmesinden sonra hiperhomosisteinemi tanist konan 60’1 birbiri ile birinci
dereceden akraba 123 saglikl kiside endotelyal disfonksiyon ve arteryel distansibilite
arasindaki iligkiler incelenmistir. Bu ¢alismada; endotelyal fonksiyon, brakiyal arterin

kan dolagiminin olusturdugu dilatasyon ile damar duvarmin fiziki 6zellikleri karotis
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arterinin arteriyel distansibilitesi Olciilerek tespit edilmistir. Calismaya alinan kisilerde

aclik tHcy ve metiyonin ylikleme testi yapilmigtir (Hanratty ve ark 1998).

Hafif hiperhomosisteinemili kisilerden olusan bu grupta, onceki raporlarin
aksine brakial arterdeki kan dolasiminin olusturdugu dilatasyon ile aglik tHcy arasinda
iliski bulunamamis ancak metiyonin yiiklemesinden elde edilen veriler incelenince kan
dolasiminin olusturdugu dilatasyon ve homosistein arasinda zayif fakat istatistiksel

olarak anlamli z1t bir iliski tespit edilmistir (Lambert ve ark 1999).

Erkek cinsiyeti, total kolestrol, sigara igme, hipertansiyon gibi klasik risk
faktorleri ile damar i¢i kan dolasiminin olusturdugu dilatasyon arasinda iliski
bulunamamis iken post menapozdaki kadinlarda damar i¢i kan dolasiminin
olusturdugu dilatasyonla iliski bulunmustur. Yine damar i¢i kan dolasiminin
olusturdugu dilatasyon ve asemptomatik erkek ve kadinlardaki risk faktorleri
arasindaki iliskiyi “multiple stepwiseregresion” analizi ile inceleyen diger bir
calismada damar i¢i kan dolagiminin olusturdugu dilatasyondaki azalmanin sigara icen
yaslt erkeklerde daha biiyilkk damarlarla, iliskili oldugu bildirilmistir. Toplam risk
faktor skorunun damar i¢i kan dolasiminin olusturdugu dilatasyon ile kuvvetli iligki
gostermesi risk faktorlerini bir birine karsilikli etkileyebilecegi diisiintilmektedir

(Celemajer ve ark 1992).

Klasik homosistiniiriye gore koroner arter hastaliklari, serebro vaskiiler
hastaliklar ve periferik vaskiiler hastaliklarin eslik ettigi hafif hiperhomosisteinemide,
homosisteinin oynadigt rol daha azdir. Ancak Onceden miyokard enfaktiisii gegiren
serebrovaskiiler trombozlu yaslh erkeklerde total homosisteinin 10pumol yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Adunsky ve ark 2000). Akut koroner arter hastaligi olan kisilerde
pihtilasma faktorleri ile homosistein arasinda iliski bulunmustur ve koroner
yetmezlikli hastalarda folik asit ve antioksidan vitaminler verilerek total homosistein
konsantrasyonu azaltilmistir (Buonout ve ark 2000). Hiperhomosisteinemi tedavisinde
folik asitle desteklenmis diyetle beslenmenin tavsiye edilmesi gerektigi, gliniimiizde
klinik sonuglarla ortaya ¢ikmistir. Giinliik diyette 0,5 mg folik asit eklenerek total
homosistein diizeyi %25 azaltilabilmektedir (Andreotti ve ark 2000).
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Homosisteiniiri ile iligkili olan hiperhomosisteinemi methiyonin sentaz ve
vitamin B12 metabolizmasindaki defektler, sistatiyonin B-sentaz (SBS), metilen tetra
hidrofolat rediiktaz (MTHFR) eksikligi gibi nadir kalitsal bozukluklar sebebiyle
meydana gelmektedir. Homozigot sistatiyonin B-sentaz eksikligi yaklasik 150.000
dogumda bir goriilmektedir (Eikelboom ve ark 1999).

1.6. Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (LDL)

LDL; molekiiler agirligi, partikiil boyu, yogunlugu gibi fiziksel 6zellikleri ile
lipit alt smiflari, icerdigi yag asitleri, proteinler, elektriksel ylizey ve hidrodinamik
ozellikler gibi kimyasal dzellikleri bakimindan heterojen olan bir molekiildiir (Ozekin

2001, Hevonoja ve ark 2000).

Plazma kolesteroliiniin yaklasik % 70’ini tastyan LDL, kolesterolce zengin ana
lipoproteindir. Yogunlugu 1.019-1.063 g/ml’dir. Kiireye benzer yapida hidrofobik
bolgede az miktarda trigliserit ile kolesterol esterlerini igeren ¢oklu kompleks
molekiildiir. Polar yiizeyde; fosfolipidler, serbest kolesterol ve apolipoprotein B-100
yer alir. Bilesiminin % 10’u trigliserit, % 20’si fosfolipid, % 45’1 kolesterol ve % 25’1
proteindir. Apolipoprotein B-100 4536 aminoasit igerir ve LDL’nin ana yapisini
olusturur (Sekil 1.17).

Bir LDL molekiiliinde yaklasik 2700 yag asidi bulunmakta ve bunlarin yarisini
poliansatiire yag asitleri olusturmaktadir. Bu yag asitlerinden 6zellikle linolenik asit

fazla miktarda bulunurken, arasidonik ve dokosaheksaenoik asitler daha azdir.
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Sekil 1.17. Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Yapisi

In vitro LDL, bakir ve demir gibi gecis metallerinin varliginda oksidatif olarak
modifiye olabilmektedir. LDL’nin yapisinda bulunan poliansatiire yag asitleri serbest
radikal hasar1 ve oksidasyona kars1 cesitli antioksidanlarla korunmaktadir. Bunlardan
en Onemlisi yagda ¢oziinen E vitamini (a-tokoferol) dir. Her bir LDL partikiili
yaklagik olarak 6 molekiil a-tokoferol, az miktarda da karotenoidler, kriptoksantin,
ubiquinol-10 ve Gamma-tokoferol igerir (Mertens ve Holvoet 2001, Jialal ve Devaraj
1996). Ox-LDL olusumunun en erken sathasi igerigindeki poliansatiire yag asitlerinin

peroksidasyonudur (Weinbrenner ve ark 2003).

1.6.1. LDL’nin Mekanizmasi ve Oksidasyonu

Plazma yiiksek oranda antioksidan icermektedir. Bu yiizden LDL oksidasyonu
temelde endotelyal hiicreler ve aktif l16kositler tarafindan fazla miktarda reaktif oksijen

trtinlerinin tretildigi arter duvarinin subendoteliyal alaninda meydana gelmektedir

(Sekil 1.18) (Orem C ve ark 2002).
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Sekil 1.18. LDL’ nin Oksidasyon Mekanizmas1

LDL’nin oksidasyonu monositler, makrofajlar, nétrofiller, endotel hiicreleri,

fibroblastlar ve diiz kas hiicrelerinde de olusabilmektedir (Young ve McEneny 2001).

Vaskiiler hiicrelerde oksidatif stres ve siiperoksit anyonunun artmas1 LDL’nin

Ox-LDL’ye doniistimiinii arttirmaktadir (Weinbrenner ve ark 2003).

Makrofajlar, LDL i¢in reseptor tasirlar. Dogal LDL'ler makrofajlara genellikle
baglanamazken, 6zellikle OX-LDL makrofaj i¢ine alinarak kopiik hiicrelerini olusturur
(Violi ve ark 2002). Bundan dolay1 modifiye LDL’ler makrofajlar tarafindan dogal
LDL’den 8-10 kat daha hizli alinabilmektedir. Bu modifiye LDL’ler makrofajlarda
LDL reseptorlerinden farkli olarak “asetil LDL reseptorleri” tarafindan alinirlar
(Baykal ve ark 1998). LDL’nin yapisinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin
oksidasyonu malondialdehit (MDA) gibi reaktif {irtinleri olusturmaktadir. Bu iirlinler
daha sonra proteinlerin lizin kalintilariyla etkilesmektedir (Shaw ve ark 2001) (Cizelge

1.2).
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Cizelge 1.2. LDL Oksidasyon Uriinleri
Hedef Oksidasyon iirtinleri Ornekler

Kolesterol (serbest ve EK) Oksisterol 7-hidroksi kolesterol
7-ketosterol
7-hidroksi kolesterol

Yag asitleri Hidroperoksitler Linoleil Hidroperoksit
Hidroksitler Linoleil hidroksit
Keton Okzo-detadekadienoat
F2-Izoprostan 8-Epi-Prostoglandin F 20
Aldehitler 9-okzonanonoat

ApoB Par¢alanma 3-klorotrozin
Capraz Baglanma Ditrozin
Amimoasit Oksidasyonu Hidroksiknolin

Aminoasit tiirevlandirilmesi

LDL’nin oksidasyonu, LDL fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA) peroksidasyonu ile basladigi bilinen, hiicre icinde ve disinda yer alan
kompleks bir prosestir. Oksidasyon, PUFA’larin konjuge dien, hidroperoksit ve diger
ara Uriinlerin olustugu peroksidasyon dizisi sonucu alkan ve reaktif aldehitlere

dontismesiyle olusmaktadir (Steinerova A ve ark 2001).

LDL’nin oksidasyonu ii¢ fazda gerceklesir.

1) Antioksidanlarin miktarinin azaldig: lag fazi

2) Doymamis yag asitlerinin lipit hidroperoksitlere oksidasyonunun oldugu
progresyon (ilerleme) fazi

3) Hidroperoksitler, 4-hidroksinonenal ve malondialdehit (MDA) gibi iiriinlerin

olustugu dekompozisyon (par¢alanma) fazi

PUFA’larin % 70-80’1 okside oldugunda dekompozisyon baskin olur ve son
yikim iriinleri olan bu aldehitler meydana gelir. Bunlar LDL’nin yapisinda bulunan
ApoB-100’iin lizin rezidiileriyle kovalent bag yaparak modifiye ApoB immiinojenik
ozellik kazanir (Weinbrenner 2003).

LDL metal iyonlar1 (bakir ve demir gibi), lipoksijenaz, miyeloperoksidaz, ve
reaktif nitrojen tiirleriyle okside olabilmektedir (Gaut ve Heinecke 2001, Mertens ve

Holvoet 2001).

40



Lipoksijenaz

Lipoksijenaz poliansatiire yag asitlerini (6zellikle linoleat ve arasidonat)
katalizleyen intraseliiler bir enzimdir (Gaut ve Heinecke 2001). Aterosklerotik
dokularda hem lipoksijenaz mRNA hem de lipoksijenaz protein tespit edilmistir
(Heinecke 1998). 15-lipoksijenaz, endotelyal hiicreler ve monosit/makrofajlar
tarafindan tretilir. Poliansatiire yag asitlerini lipit hidroperoksitlerine doniistiiriir.

Boylece Ox-LDL olusur (Mertens ve Holvoet 2001).

Myeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz, mikroorganizmalara karsi savunma mekanizmalarinin bir
komponentidir. Notrofil proteininin %5’ini, monosit proteininin %?2’sini olusturur

(Gaut ve Heinecke 2001).

Aktif fagositler hipoklordz asit (HOCI), kloraminler, tirozil radikalleri ve
nitrojen dioksit (NO) dahil reaktif maddeleri olusturan myeloperoksidazi salgilarlar.
Bu reaktif tiirleri antioksidanlari, lipitleri ve LDL proteinini oksitler (Mertens ve
Holvoet 2001).

Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik oksit ¢esitli vaskiiler hiicreler tarafindan salgilanan bir serbest radikaldir.
LDL’nin bakir aracili ve hiicre aracili oksidasyonunu inhibe eder. NO aerobik
kosullarda nitrite dontisiir. Nitritin diisiikk konsantrasyonlart LDL’nin myeloperoksidaz
aracilt oksidasyonunu inhibe etmektedir (Mertens ve Holvoet 2001). NO, serbest
oksijen radikali ile reaksiyona girerek, giiclii bir oksidan olan peroksinitriti olusturur.

Peroksinitrit, LDL oksidasyonuna neden olur (Heinecke 1998).

Ox-LDL dogal LDL’den birgok yonden farklilik gostermektedir. Bunlardan
birkag1 soyledir:

e Endotel hiicrelerde adezyon molekiillerinin ekspresyonuna yol acgar (Violi

ve ark 2002).
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e NO’nun endotelyal {iiretimini azaltarak, prostasiklin liretimini artirarak,
prostaglandin ve prostaglandin prokiirsorlerini sitimiile ederek platelet
adezyonunu ve agregasyonunu stimiile eder (Mertens ve Holvoet 2001).

e  Metalloproteinazlarin olusumunu ve ROS olusumunu arttirirken eNOS gen

expresyonunu azaltmaktadir (Mehta 2006)

Lipoproteinlerin yap1 ve fonksiyonlarimi etkileyebilen ¢esitli modifikasyonlara
maruz kaldiklar1 bildirilmistir. Lipoproteinlerin modifikasyonlara ugramasinin
ateroskleroz patogenezinde onemli bir rol oynadigi ozellikle aterosklerotik lezyon
gelisimini  hizlandirdigl, proinflamatuar  sitokinlerin  salintmmi  indiikledigi,
vazodilatasyonu azalttigt ve endotelyal hiicrelerde toksisiteye neden oldugu

bildirilmektedir (Kovacs ve ark 1997, Shen ve Sevanian 2001, Luoma ve ark 2005).

1.6.2. Aterosklerozda Okside LDL’nin Rolii

LDL oksidasyonu ve ateroskleroz arasindaki iliski ilk olarak endotelyal
hiicrelere OX-LDL aracil1 hasar ispatlandig1 zaman ortaya ¢ikmustir. insanlar {izerinde
yapilan arastirmalarda karotis ve koroner arterlerden alinan aterosklerotik plak
orneklerinde OX-LDL’nin varligi dikkat ¢ekmistir. Aterosklerotik lezyonlarda OXx-
LDL ’nin miktari ile plazma OX-LDL arasinda da iliski oldugu bildirilmistir (Ndrepepa
ve ark 2005).

Aterosklerozu baslatan mekanizmalar tam olarak bilinmemekle beraber
zedelenmeye yanit hipotezi yaygin olarak kabul edilmektedir (Morin ve Peng 1989,
Steinberg ve Witztum 1990). Sigara, artmug LDL, Ox-LDL, hipertansiyon ve
dejeneratif degisiklikler zedelenmeye yol acan faktorler arasinda sayabiliriz. Endotel
hiicrelerinde lipid peroksidlerinin zedelenmeye yol actigt yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir (Halliwel 1989) (Sekil 1.19).
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Sekil 1.19. Okside LDL ve Ateroskleroz

Aterosklerotik plaklardan izole edilen LDL’nin yap1 ve biyolojik &zellikleri
acisindan dogal LDL’den farkli oldugu, ancak modifiye olmus Ox-LDL’ye benzedigi
ve aterosklerotik plaklarda Ox-LDL’nin biriktigi belirtilmistir (Akkus 1995, Itabe ve
ark 2000, Ehara ve ark 2001). Bu bulgu LDL degisikliginin ateroskleroz ile ilgili
olabilecegini gosterir. Steinberg ve arkadaslar1 LDL’nin endotel veya diiz kas hiicre
kiiltiirtiyle veya bakir gibi agir metal iyonu ile inkiibe edildiginde modifiye oldugunu
ve bu sekilde makrofajlar tarafindan daha hizli alindigim gostermislerdir (Ozekin

2001).

LDL’nin bir kismi1 LDL reseptorleri aracilifi ile karaciger tarafindan
kullanilabilir ayrica subendotelial bolgeye gecerek okside olabilir ve kopiik hiicre

olusumunu uyarabilir.

LDL’nin oksidasyon iiriinleri sitotoksiktir ve bu sitotoksisite endotelyal
hiicreler icin tehlikelidir. Bu hiicrelerin kan elemanlariyla temasi1 biiylime faktorlerinin
olaya karismasmma yol acar. Bu da diiz kas hiicrelerinin migrasyonuna ve
proliferasyonuna neden olarak daha kompleks lezyonlara donerler. Ox-LDL
makrofajlardan  interlkin-1 salimmii uyarir.  Interlokin-1 diiz  kas hiicre

proliferasyonuna ve lokositlerin endotele adezyonuna yol agar. OX-LDL doku faktorii
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ve Plazminojen aktivatdr inhibitdrii (PAI) sentezini indiikleyerek pihtilasma sistemini

etkiler.

Yapilan ¢alismalarda OX-LDL miktar1 koroner kalp hastalifi olan kisilerde
anlamli yiiksek bulunmustur (Toshima ve ark 2000, Wallenfeldt ve ark 2004).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Bu galisma, 50-73 yaslar1 arasinda (ortalama 61.37 + 11.42) toplam 129 EHT
hastas1 (62 erkek, 67 kadin) ile hicbir sikdyeti ve bulgusu olmayan ve 41-64 yaslar
arasinda (ortalama 52.86+£11.64) 108 saglikli birey (59 erkek, 49 kadin) iizerinde
gerceklestirildi. Hasta grubu S.U.Meram Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dalina
bagvurup EHT teshisi konulan kisilerden segildi. Hastalarin yas, cinsiyet, kilo, boy,
sigara ve alkol kullanimi, hipertansiyon, diyabet ve aile dykiisii sorgulandi. Caligsma
i¢in S.U. Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 25.04.2008 tarih ve 2008/114 sayili
Etik Kurul Karar1 ile onay alindi ve g¢alismaya katilan biitiin bireyler arastirma

oncesinde bilgilendirildi ve yazili onamlar1 alindu.

Calisma, S.U. Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari ve
S.U. Selcuklu Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik bilgiler ve rutin olarak

Olciilen laboratuar bulgular1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Hasta ve kontrol gruplarina ait degerler

EHT Hasta Kontrol
Grubu Grubu p degeri
(ortalama = SS) | (ortalama + SS)
Birey sayisi1 (n) 129 108
Yas 61.37+11.42 52.86+11.64
Cinsiyet (Erkek / Kadin) 62 /67 59/49
Sistolik Kan Basinc1 (mmHg) 147.1 + 18,09 123.2 +£6.48 0.000
Diastolik Kan Basinci (mmHg) 91.2+11,59 80.9 +5.21 0.000
Total Kolesterol (mg/dl) 184.08 £ 37.06 191.07 £ 35.47 0,701
Trigliserit (mg/dl) 154.13 + 85.77 129.62 + 51.20 0,010
HDL Kolesterol (mg/dl) 40.74 £ 9.63 49.01 +19.23 0,038
LDL Kolesterol (mg/dl) 112.95+31.14 119.66 + 34.15 0,376
VLDL Kolesterol (mg/dl) 293+ 13,4 29,25 +21,53 0,458
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2.1.2.

2.1.3.

Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

e Sogutmali santrifiij (Sigma)

e Vortex (IKA-GENIUS3)

e Hassas terazi (ACCULAB)

e HPLC (Agilent 1100)

e Ayarlanabilir otomatik pipetler

e Shaker (BIO-TDB100)

e Otomatik Eliza okuyucusu ve yikayicist ( BioTek, ELx 50)
e Thermal Cycler (Applied Biosystems 2700)
e Goriintiileme cihazi1 (BIORAD)

e Elektroforez Tanki (SCI-PLUS)

¢ Gii¢ Kaynagi (NYXTECHNIK)

e Mikrodalga Firin (Argelik)

e Spektrofotometre (Wealtec)

e -80°C ve -20 °C derin dondurucu (Sanyo)

Kullanilan Kit ve Kimyasallar

e Tag Polimeraz (Fermantas)

e dNTP seti (Fermantas)

e PCR buffer (Fermantas)

e 25mM MgCl; (Fermantas)

e Reverse-forward primer (IDT)
e Restriksiyon enzimi (Hinf I, Mob I, Mob I-Fermantas)
e Ladder 100 bp (Vivantis)

e Agaroz (Lonza)

e Etidyum Bromid (Olerup)

e Tris (Sigma)

e EDTA (Sigma)

o Asetik Asit (Merck)

e 6 x loading dye (Vivantis)

e Etanol (Merck)
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e DNA Izolasyon Kiti (Vivantis)

e NO kiti (Cayman)

e NO diizeyinin 6l¢limil i¢in filtre (MILLIPORE)
e Ox-LDL ELISA Kiti (immun Diagnostik)

e Homosistein Kiti (Chromsystems)

2.2. Metod
2.2.1.Kan Basmeai Ol¢iimleri

Calismaya katilan bireylerin kan basinglar1 hep ayni kisi tarafindan 6l¢iildii.
Bireyler en az 5 dakika dinlendirildikten sonra, oturur vaziyette, sag koldan mangonlu
ERKA perfect aneroid (Germany) tansiyon aleti ile tansiyon Olc¢limleri yapildi.
Manson nabzin kaybolma noktasinin 30-40 mmHg iizerine kadar sisirildi. Daha sonra
yavag¢a bosaltildi ve sesin duyulmaya basladigi nokta sistolik kan basinci, sesin

kayboldugu ya da ¢ok hafifledigi nokta diastolik kan basinci olarak belirlendi.

2.2.2.Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden sabah a¢ karna EDTA’11 tiiplere 10 ml
kadar kan alindi. Kanlar 2000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi
ve caligma giliniine kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi. Daha sonra bu

numunelerde NO, homosistein ve Ox-LDL diizeyleri ¢alisildi.

Plazmalar1 ayrilmis kan 6rneklerinin pelletlerinde DNA izolasyonu yapilarak,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve restriksiyon enzim kesimi (RFLP) calismalari

gerceklestirildi.
2.2.3.DNA izolasyonu

Alman kan oOrneklerinden steril sartlarda Vivantis (Malezya) Firmasindan
saglanan DNA izolasyon kiti kullanilarak spin klon yontemiyle agsagidaki sekilde DNA
izolasyonu yapildi.

e 1,5 mI’lik steril bos bir ependorf tiip i¢ine 200 pl liziz tamponu konuldu.

e Lizis tamponun iizerine 200 pul pellet ilave edildi.
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e Pellet ve Lizis tamponu karigiminin tizerine 20 pl Proteinaz-K ilave edilerek
karistirildi.

e Karigim 56 °C’lik hot plate’de 10 dakika inkiibasyonda tutuldu.

e Siirenin sonunda karisim vortekslendi.

e Inkiibasyonun sonunda karistma 200 pl %100 etil alkol ilave edilerek
pipetaj yapildi ve spin kolona aktarildi.

e 5000 g’de 1 dk santrifuj edildi.

¢ Spin kolon her defasinda yeni bir ependorf tlipe aktarilarak {izerine 500’er
ul yikama soliisyonu ilave edilerek 500 g’de 1’er dk ara ile yikama iglemi
yapildi.

e Inkiibatérde daha dnce 56 °C’ de 1sitilmis 200 pl distile su, spin kolona ilave
edildi ve 5000 g’de 1 dk santrifuj edilerek spin kolondaki filtreye tutunan
DNA ayrilmis oldu.

o Elde edilen DNA, PCR analizinde kullanana kadar -20 °C’ de saklandi.

2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

e 2 gr agaroz tartilarak 250 ml’lik bir erlenmayere konuldu ve {izerine 100 ml
1X TAE (Tris, Asetik asit ve EDTA) tamponu eklendi. Mikrodalga firininda
agar eriyene kadar yaklasik 2 dakika tutuldu ve kaynatildi.

e Eriyen agar soliisyonu oda 1sisinda bekletilerek yaklasik 75°C’ye kadar
sogutuldu ve 0.5mg/ml’lik etidyum bromiir’den 100 pl ilave edildi.

e Daha oOnceden taraklari tabana yaklastk 1 mm bosluk kalacak sekilde
yerlestirilen elektroforez kabina, hazirlanan agaroz jel dokiildii ve donmasi
i¢in oda sicakliginda 20-30 dk. bekletildi.

e Taraklar her iki uctan tutularak dikkatlice ¢ikartildi ve jel kabi elektroforez
tankina yerlestirildi.

e Jelde ortaya ¢ikan kuyucuklara total 12 pl olacak sekilde uygun DNA marker
ve PCR iiriinleri (10 pl PCR {iriinii + 2 pl 6X loading dye yiikleme tamponu)
aktarildi.

o Elektroforez 125 volt’da (12.5 volt/cm? ) 20-30 dakika siireyle yapildi.

e Ortaya cikan bandlar UV illiiminatérde (goriintii analiz sistemi) marker ile

kiyaslanarak DNA’larin yiirtiidiigli mesafe belirlendi.
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2.2.5.Simirlandirilmis Parc¢acik Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP-Restriction
Fragments Lenght Polymorphism)

RFLP, Genomik DNA’ nin spesifik bir restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
kesilmesi ve DNA segmentlerinin agaroz jel elektroforez sisteminde ayristirilmasiyla
olusturulan, DNA profillerinin incelenmesine imkan taniyan bir yOntemdir.
Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’ daki 6zgiin dizileri taniyarak kesme islemini,
tanima bolgesinde veya bu bolgenin disinda baska 6zel bir dizide gerceklestirirler. Bu
yontem ile tek niikleotit polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi iki basamakta
gerceklestirilmektedir. Ilk basamak DNA bolgesindeki SNP (Single Nucleotid
Polymorphism-Tek Niikleotid Polimorfizmi) g¢evresindeki yaklagik 200 baz ¢iftinin
milyarlarca kez PCR ile ¢ogaltilarak, polimorfik bdlgenin genotiplenmesi amaci ile
PCR {irliiniiniin sekanslanmasina veya jel -elektroforezinin ardindan enzimle

kesilmesine dayanmaktadir (Linn ve Arber 1968).

RFLP yonteminde, drnek DNA bir veya daha fazla restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesildikten sonra, elde edilen DNA fragmentlerinin molekiiler biyiikliikleri
gore jel elektroforezde yiiriitiilerek molekiiler agirlik standardi (marker) yardimiyla
belirlenebilmektedir. Jel, ethidium bromid ile muamele edildikten sonra fragmentler
UV 1sik altinda goriinlir hale getirilerek jel profilindeki bantlarin sayilarina,
bliytikliiklerine bakilarak genotiplenebilir ve lokusa ait genotip/allel sikliklari

saptanabilir.

Calismamizda MTHFR geni C677T, MTHFR geni A1298C ve eNOS geni
exon7 Glu298Asp (G894T) polimorfik bdlgelerinin genotip analizleri RFLP yontemi
ile yapildu.

MTHFR Geni C677T Polimorfizm Analizi

MTHFR geninin 677. Niikleotidinde C>T baz degisimi bulunmaktadir. Bu
polimorfizm analizi igin PCR-restriksiyon enzim kesimi metodu kullanilarak elde
edilen kesim tiriinlerinin uzunluk degisimine bakilarak (PCR-RFLP; PCR- restriksiyon

fragmenti uzunluk polimorfizmi) analiz yapildi.
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Bunun i¢in Forward: 5’-CAAAGGCCACCCCGAAGC-3’ ve Reverse: 5°-AGG ACG
GTG CGG TGA GAG TG-3’primerleri kullanilarak polimorfik olabilecek bolge
cogaltildi. Reaksiyon i¢in asagidaki karisim hazirlandi ( Linve ark 2010).

dNTP (her biri 10 pmol)............ooooeiiiiiinnn. 1,5 ul
10 x PCR tamponu..........coevviiiiiiiniiiinennn, 2,5 ul
10 pmMOL Primer ......c.oovvin v e I ul
Molekuler Grade dH2O..........oooiieiiiiin, 17,25 ul
DNA Taq polimeraz enzimi ..................c..cce.. 0,25 pul
GenomiK DNA ... ..o, 2,5 ul
TOPLAM ..., 25 pul

PCR reaksiyonu asagidaki sekilde gergeklestirildi.

94 °C’de 5 dakika } 1 déngii
94 °C’de 45 saniye
61,5 °C’de 40 saniye 34 dongi
72 °C’de 50 saniye
72 °C’de 7 dakika } 1 dongii

PCR iriiniiniin 5 pl'si hazirlanan agaroz jelde yiiriitilerek 245 bp
bliytikliiglinde spesifik bandlarin olup olmadiginin tespit edildi. Geri kalan 15 pl'lik
PCR iirtinii Hinf I (RE) kullanilarak kesildi. Bunun i¢in agsagidaki karisim kullanildi:

Molekuler Grade dH20 ...........ccoovviiiiniinnn.. 7 ul
Restriksiyon Enzim Buffer........................... 2l
Restriksiyon Enzimi (Hinfl) ......................... 1 ul
PCR GIHNT. ... eeeeeeeee e, 15 pl

Karisim su banyosunda 37°C’de 12—-16 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda elde
edilen enzim kesim iiriinleri jelde yiritiildikten sonra UV illiminator kullanilarak

degerlendirildi ve fotograflari ¢ekildi (Sekil 2.1).
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€CC €C €€ CTI' €T CTI TI

Sekil 2.1. MTHFR geni 677. Niikleotidi C>T degisimi i¢in PCR jel
elektroforez goriintiisii, M: 50 bp ladder, 1-3 bireyler (CC:homozigot normal), 4-6
bireyler (CT: heterozigot), 7 nolu birey (TT: homozigot mutant), bp: baz ¢ifti

MTHFR Geni A1298C Polimorfizm Analizi

MTHFR geninin 1298. Niikleotidinde A>C baz degisimi bulunmaktadir. Bu
polimorfizm analizi i¢cin PCR-RFLP metodu kullanilarak yapildi. Bunun i¢in Forward:
5’-CAA GGA GGA GCT GCT GAA GA-3’ve Reverse: 5’-CCA CTC CAG CAT
CAC TCA CT-3’ primerleri kullanilarak polimorfik olabilecek bdlge ¢ogaltildi. Bu
bolgenin cogaltilmasi i¢in PCR reaksiyonu 50 ul’de hazirlandi. Reaksiyon igin
asagidaki karigim hazirlandi ( Deeparani ve ark 2009).

dNTP (her biri 10 pmol).............ccoooiiiiiiinn. 3ul
10 x PCR tamponu...........ccoeiiviiiiiiiiiinenn S5ul
10 pmOl Primer ........ooev vivviiiiiiiiiie e, 2 ul
Molekuler Grade dH2O..........cooviieiiiiin, 34,5 ul
DNA Taq polimeraz enzimi ...............c.......... 0,5 ul
Genomik DNA ..., 5ul
TOPLAM ..o 50 pl
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PCR reaksiyonu asagidaki sekilde gergeklestirildi:

94 °C’de 8 dakika } 1 dongii
94 °C’de 1 dakika
63 °C’de 1 dakika 40 dongii
72 °C’de 1 dakika
72 °C’de 7 dakika } 1 dongii

PCR driiniiniin 5 pl'si hazirlanan agaroz jelde yiiriitillerek 128 bp
biiyiikliigiinde spesifik bandlarin olup olmadiginin tespit edildi. Geri kalan 15 pl'lik
PCR fiiriinii Mob II (RE) kullanilarak kesildi. Bunun i¢in asagidaki karisim kullanildi:

Molekuler Grade dHO ... 7 ul
Restriksiyon Enzim Buffer........................... 2 ul

Restriksiyon Enzimi (Mob Il) ......................... 1 ul
PCRAGLUNT. ..o eeeee e, 15 ul

Karisim su banyosunda 37°C’de 12-16 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda elde
edilen enzim kesim {irlinleri jelde yiiriitiildiikten sonra UV illiiminator kullanilarak

degerlendirildi ve fotograflari ¢ekildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. MTHFR geni 1298. niikleotidi A>C degisimi i¢in PCR jel
elektroforez goriintiisii, M: 50 bp ladder, 1 nolu hasta AC: heterozigot, 2 nolu hasta
CC: homozigot mutant, 3 nolu hasta AA: normal, bp: baz c¢ifti
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eNOS Geni Exon7 Glu298Asp (G894T) Polimorfizm Analizi

eNOS geninin 7. exonunda 894. niikleotitte G>T baz degisimi bulunmaktadir.
Bu polimorfizmin analizi PCR-RFLP metodu kullanilarak yapildi. Bunun igin
Forward: 5’-CAG GAG ACA GTG GGA GGG-3’ ve Reverse: 5’-CCA GTC AAT
CCC TTT GGT GCT CA-3’ primerleri kullanilarak polimorfik olabilecek bolge
cogaltildi. Reaksiyon i¢in asagidaki karisim hazirlandi (Colombo ve ark 2002).

dNTP (her biri 10 pmol).............ccooeiiiiiinnne. 1,6 ul
10 x PCR tamponu..........coevviiiiiiinieinnannn, 2 ul
MCl, 25mM) o, 1 ul
10 pmol primer ........oovvviiiniiiiiiiiiieieeeeee, 1,2 ul
Molekuler Grade dH20...........coviiiiiininnnn, 11,8 ul
DNA Taq polimeraz enzimi ......................... 0,4 nl
Genomik DNA ..., 2 ul
TOPLAM ..o 20 pul

PCR reaksiyonu termal cycler’da asagidaki sekilde yapildi.

94 °C’de 3 dakika } 1 dongii
94 °C’de 15 saniye )
60 °C’de 15 saniye > 10 dongii
72 °C’de 15 saniye
94 °C’de 15 saniye
59°C’de 15 saniye > 20 dongi
72 °C’de 15 saniye
72 °C’de 3 dakika 1 dongii

J \
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PCR iriiniiniin 5 pl'si hazirlanan agaroz jelde yiiriitiilerek 243 bp
biiyiikliigiinde spesifik bandlarin olup olmadiginin tespit edildi. Geri kalan 15 pl'lik
PCR iirlinii RE (Restriksiyon Enzimi) Mob I kullanilarak kesildi. Bunun i¢in agsagidaki

karigim kullanild1:

Molekiiler Grade dH»O ..o, 3,5ul
Restriksiyon Enzim Buffer........................... 2l
Restriksiyon Enzimi (Mobl) ......................... 0,5 ul
PCR TGN oo, 15 ul

Karigim su banyosunda 37°C’de 12—16 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda elde
edilen enzim kesim {iriinleri jelde yiiriitiildiikkten sonra UV illiminator kullanilarak

degerlendirildi ve fotograflari ¢ekildi (Sekil 2.3).

GG GG GT TT GT GT GG GG

Sekil 2.3. eNOS geni 7. exondaki G>T polimorfizmi i¢in PCR-RFLP jel
elektroforez goriintiisii. M:100bp ladder, 1-8 hastalar, GG: normal, GT: heterozigot,
TT: homozigot mutant, bp: baz ¢ifti.
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2.2.6. Degisken Sayida Ardisik Tekrar Eden Dizinler (VNTR-Variable Number
of Tandem Repeats )

Okaryotik genomda yiizlerce kez tekrarlanan kisa DNA bélgeleri bulunur. Bu
tekrar bolgeleri bazi restriksiyon enzim bolgelerine bagli oldugu icin VNTR’lari
tasityan kromozom segmentlerini bu enzimlerle kesmek miimkiindiir. VNTR
lokuslarin1 ¢ogaltmada giiniimiizde PCR teknigi kullanilmaktadir. PCR analizleri igin
primerler VNTR lokuslarinin yan tarafinda olacak sekilde dizayn edilir ve PCR
tirlinlerinin boyutlar1 boylece tekrar sayilarina bagli olmus olur. PCR ile ¢ogaltilan

fragmentler jel lizerinde yliriitiilerek uzunluklarina bakilir.

VNTR lokuslarindaki tekrar sayilari insandan insana c¢ok g¢esitlidir ve
heterozigot bireylerde daha fazladir. Farkli alleller farkli uzunluktaki fragmentlerdir.
Bilinen VNTR’lar 10-100 bp uzunlugunda 1-30 kez tekrar ederler. Calismamizda 27
kez tekrar eden eNOS geni intron 4a/b polimorfik bolgesi bu metod ile analiz

edilmistir.

eNOS Geni intron 4a/b Polimorfizm Analizi

eNOS intron 4 a/b VNTR polimorfizminin degerlendirilmesinde PCR teknigi
kullanildi. Bunun i¢in forward 5-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT-3°
(lokalizasyon: 5111. - 5130. bp aras1) ve revers 5-TCT CTT AGT GCT GTG GTC
AC-3" (lokalizasyon: 5111. - 5130. bp aras1) primerleri kullanildi. Reaksiyon igin
asagidaki karigim hazirlandi (Trabetti ve ark 20006).

dNTP (her biri 10 pmol).............cooiiiiiiiin. 1,6 pl
10 x PCR tamponu............cooviiiiiiininnnn 2l
MQCly (25 mMM) covniiiiii 1 ul
10 pmol primer (eNOS intron 4a/b) ................ 1,2 ul
Molekiiler Grade dH20..............ccooviiiiiinii. 11,8 ul
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PCR reaksiyonu asagidaki sekilde yapildi.

94 °C’de 3 dakika } 1 dongii
94 °C’de 15 saniye

59 °C’de 15 saniye 10 dongii
72 °C’de 15 saniye

94 °C’de 15 saniye

58 °C’de 15 saniye 20 dongii
72 °C’de 15 saniye

72°C’de 3 dakika 1 1 dongil

PCR iiriinii jelde ytiriitiilerek 420 ve 393 bp biiytikliigiinde spesifik bandlarin
olup olmadigi tespit edildi (Sekil 2.4).

bb ab aa bb ab aa ab ab

Sekil 2.4. eNOS geni 4. introndaki 4a/b polimorfizmi i¢in PCR jel elektroforez
goriintiisii, M: 100 bp ladder, 1-8 hastalar, bb: normal, ab: heterozigot, aa: homozigot
mutant, bp: baz cifti.
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2.2.7.Plazma Nitrat / Nitrit Diizeyi Ol¢iimii

Nitrit ve nitrat diizeylerinin 6l¢iimii Cayman marka ticari kit (Nitrate / Nitrite
Colorimetric Assay Kit Catalog No. 780002 Cayman Chemical Company)
kullanilarak gerceklestirildi.

Metodun prensibi, nitrat’in nitrat rediiktaz enzimi ile nitrit’e g¢evrilmesine
dayanir. Boylece total nitrit diizeyleri Griess reaksiyonuyla olgiiliir. Daha sonra
enzimatik donlisim olmaksizin nitrit diizeyleri yine Griess reaksiyonu ile ol¢iiliir.
Boylece total nitrit’ten bu Olgiilen nitrit diizeyleri ¢ikarilinca nitrat diizeyleri elde
edilmis olur. Olusan nitrit pembe renk verir ve konsantrasyonlari1 540 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlg¢iiliir. NO diizeyi nitrat ve nitrit toplami seklinde

hesaplanir.

NO diizeyinin 6l¢limii i¢in;

e 100 pl numune alinip tizerine 100 pl Assay Buffer eklendi.

e Bu karigim filtreye yiiklendi ve +4 °C’ de 5000 g’ de 20 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen berrak siiziintii kullanild

e 0,9 mL Assay buffer lizerine 0,1 mL Nitrat standardi eklenip vortekslendi.
Boylece 200 pM stok standart hazirlanmis oldu. Stok standart soliisyondan
sirastyla 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM ve 35 uM olmak
tizere standartlar hazirlandi.

e Numunelerin siiziilen kisimlarindan her kuyucuga 80 pul siiziintii konuldu.

e Blank kuyucuguna ise sadece 200 pl Assay Buffer konuldu.

e Her kuyucuga 6nce 10 pl enzim kofaktdr ardindan 10 pl nitrat rediiktaz
eklendikten sonr pleytin tizeri foil ile kapatildi.

e Pleyt oda 1s1sinda 3 saat bekletildi.

e Siire sonunda kuyucuga 50 pl Griess 1 reaktifi (siilfanilamid) hemen
ardindan da 50 pl Griess 2 reaktifi (N-naftil etilendiamin) eklendi.

e Optimal renk olusumu i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi.

e Absorbanslar 540 nm’de okutuldu.

¢ Nitrat ve nitrit i¢in standart egriler olusturuldu.

e Standart egrisinden karsilik gelen total nitrat ve nitrit degerleri hesaplandi.
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Calismamizda elde edilen kalibrasyon egrisi ve denklemi Sekil 2.4°de

gosterilmistir.

1

y=0,024x+ 0,035

08 RZ=0,992 ==
0,6 /
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Sekil 2.4. Nitrit/nitrat diizeyi kalibrasyon egrisi

2.2.8.Plazma Homosistein Diizeyi Ol¢iimii

Klinik calismalarda genel olarak homosistein diizeyi “Total Plazma
Homosistein” seklinde olgiilmektedir. Bu 6lgiim; homosistein, miks disiilfid igeren
homosistein, homosistein tiolakton, serbest homosistein ve proteine bagli homosistein

formlarini icermektedir. Total miktarin %70- 80’1 proteine bagl formdur.

Calismamizda, homosistein diizeyi Chromsystems marka ticari kit (Lot n0:503)

kullanilarak Agilent 1100 marka HPLC cihazinda asagidaki sekilde ol¢iildii:

e 100ul serum, 25pul internal standart ve 25pul indirgeyici reaktif kahverengi
bir ependorf tiip igerisinde 2-3 sn kadar vorteks ile karistirildiktan sonra 5
dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Daha sonra 100ul ¢oktiiriicii reaktif ayni ependorf tiipe ilave edilip 30
saniye karistirildi ve 9000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatandan 50ul alinarak, icerisinde 100ul derivatizasyon reaktif-1
bulunan seffaf renkli ependorf tiipe konularak 1-2 saniye karigtirilip 50-
55°C’de su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

e Daha sonra buz banyosunda sogutulup 20ul enjeksiyona ayarlanmig HPLC
Agilent 1100 cihazinda 6l¢iim yapildi.
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Calismamizda elde ettigimiz homosistein dl¢limiine ait standart kromatogram

ornegi sekil 2.5.’de verilmistir.

E
Homosistein 1 5pmolL
Internial standart

A

—r — — r r — —
] o5 1 15 2 5 ¥ as rrin

Sekil 2.5. Homosistein dl¢limiine ait standart kromatogram

2.2.9.Plazma Okside LDL Diizeyi Ol¢iimii

Calismamizda, Ox-LDL ol¢imleri ELISA prensibi ile c¢alisan Immun
Diagnostik marka (Cat. No: 7810) ticari kit kullanilarak 6l¢iildii.

Metodun prensibi soyledir: OX-LDL igeren ornekler yiiksek affiniteli antikorla
kaplanmis mikropleytin kuyucuklarina ilave edilir. Birinci inkiibasyon peryodu
sirasinda kuyucuklarin duvarina yapisan antikorlar hasta orneklerindeki antijenleri
yakalar. Hasta Orneklerindeki  baglanmayan bilesenler yilkama  yoluyla
uzaklastirildiktan sonra peroksidaz konjuge antikorlar her bir kuyucuga ilave edilir.
Tetrametil benzidin (TMB) peroksidaz substrati olarak kullanilir. Son olarak asidik
sonlandirma soliisyonu reaksiyonu sonlandirmak i¢in eklenir. Sar1 rengin siddeti hasta

orneklerindeki OX-LDL miktariyla dogru orantilidir.
e Biitiin hasta Ornekleri ve reaktifler oda sicakligina getirildi ve iyice

karistirildi.

e Plate’nin her bir kuyucugu diliie yikama tamponuyla 5 kez yikandi.
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e Seyreltme tamponuyla 10 kat seyreltilen orneklerden 100°er pl ilgili
kuyucuklara ilave edildi.

e Yatay karistiricida oda sicakliginda 4 saat bekletildi.

e Her bir kuyucuk aspire edildi. Sonra yikama tamponuyla 5 kez yikandi.

e Her bir kuyucuga 100’er ul peroksidaz konjuge antikor ilave edildi.

e Yatay karistiricida oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi.

e Her bir kuyucuk aspire edildi. Sonra yikama tamponuyla 5 kez yikandi.

e Her bir kuyucuga substrat olarak tetrametil benzidin ilave edildi.

e (Oda sicakliginda ve karanlikta 15-25 dakika inkiibasyona birakildi

e Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her bir kuyucuga durdurma soliisyonu ilave
edildi.

e ELISA okuyucusunda 620 nm referans alinarak 450 nm’de okuma yapildi

ve sonuglar standart grafiginden hesaplandi.

Calismamizda elde ettigimiz OX-LDL kalibrasyon egrisi Sekil 2.6°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Ox-LDL 6l¢limiine ait kalibrasyon egrisi
2.2.10. Istatistik Analiz

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen veriler SPSS 15.0 programi kullanilarak
istatistiksel analiz yapildi. Hasta ile kontrol grubunun karsilastirilmas: t-testi ile,
genotip dagilimi X2 testi ile, allel frekans1 Fisher Exact Testi ile, genotip dagilim ile
biyokimyasal degerlerin karsilastiriimast One Way ANOVA testi ile degerlendirildi.

Degerlendirme sonucunda p<0.05 olan sonuglar 6nemli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Biyokimyasal Parametrelerin Bulgular:

Calismaya katilan hasta ve kontrol grubuna ait biyokimyasal parametre

sonuglar1 Cizelge 3.1.’da verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismaya katilan hasta ve kontrol gruplarina ait biyokimyasal
parametrelerin sonuglar1 (I + SD)

Biyokimyasal EHT Grubu Kontrol Grubu p Degeri
Parametreler (n=129) (n=108)
Homosistein (umol/L) 22.39+13.72 1277+ 5.42 0,001
Nitrik Oksit (uM) 36.75 + 13.28 27.27 +12.31 0,001
Okside LDL (U/L) 64.99 +71.42 42.66 +26.27 0,012

Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi EHT hastalarina ait homosistein, NO ve
Ox- LDL diizeyleri kontrol grubuna gore istatiksel agidan onemli oranda yiiksek

bulunmustur.

3.2. eNOS Geninde Intron 4 a/b ve Exon 7 Glu298Asp (G894T) Polimorfik
Bolgelerinin Bulgular:

Hasta ve kontrol grubunun eNOS geni intron 4 a/b polimorfik bolgesi PCR
metoduyla analiz edildi. PCR sonucu elde edilen iiriin jel elektroforezde yiiriitiildiikten
sonra 420 ile 393 bp biyiikliigindeki bantlar gézlendi. Bu bandlardan 420 bp
biiyiikliigiindeki bantlar eNOS geni 4. intronu VNTR (4a/b) polimorfizmi i¢in bb
(homozigot normal); 420 ve 393 bp biyiikligindeki bantlar ayni bireyde
goriildiigiinde eNOS geni 4. intron i¢in ab (heterozigot); 393 bp biiyiikliigiindeki bant
tek basina goriildiigiinde ise eNOS geni 4. intron i¢in aa (homozigot mutant) formda

genotipinin oldugu tespit edildi (Sekil 2.4).
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Hasta ve kontrol grubunda eNOS geni 7. exonundaki Glu298Asp (G894T)
G>T degisimi analizi PCR-RFLP yontemiyle Mob I enzimi kullanarak yapildi. Enzim
kesim sonucu edilen iriin jel elektroforezde yiiriitiildiikten sonra 243, 154 ve 89 bp
bliyiikliiglinde bantlar gozlendi. Sadece 243 bp biiyiikliigiinde bant gorildiigiinde
eNOS geni 7. exon i¢in GG (homozigot normal); 243-154-89 bp biiyiikliigiindeki
bantlar birlikte ayni bireyin 6rneginde goriildigiinde eNOS geni 7. exon i¢in GT
(heterozigot); 154 ve 89 bp biiyiikliigiindeki bantlar birlikte goriildiigiinde ise eNOS
geni 7. exon i¢in TT (homozigot mutant) formda genotipinin oldugu tespit edildi
(Sekil 2.3).

3.3. MTHFR Geninde C677T ve A1298C Polimorfik Bolgelerinin Bulgular:

Hasta ve kontrol grubunda MTHFR geninin 677.niikleotidindeki C>T degisimi
analizi PCR-RFLP yontemiyle Hinfl enzimi kullanilarak yapildi. Enzim kesim sonucu
elde edilen {riin jel elektroforezde yiriitildiikten sonra 245, 173 ve 72 bp
biiyiikliigiinde bantlar gézlendi. Sadece 245 bp biiyiikliglinde bant goriildiiglinde CC
(homozigot normal); 245-173-72 bp biyiikligindeki bantlar goriildiigiinde CT
(heterozigot); 172 ve 72 bp biiylikliigiindeki bantlar birlikte goriildiigiinde ise MTHFR
677. niikleotidi i¢cin TT ( homozigot mutant) formda genotipinin oldugu tespit edildi
(Sekil 2.1).

Hasta ve kontrol grubunda MTHFR geninin 1298.niikleotidindeki A>C
degisimi analizi PCR-RFLP yontemiyle Mboll enzimi kullanilarak yapildi. Enzim
kesim sonucu elde edilen iiriin jel elektroforezde yiiriitiildiikten sonra 100, 72 ve 28 bp
bliytikliiglinde bantlar gozlendi. Sadece 100 bp biiytlikliiglinde bant goriildiigiinde AA
(homozigot normal); 100-72-28 bp biyiikliigiindeki bantlar goriildiigiinde (28 bp
primer dimerleri ile karisabildigi i¢in her zaman g6zlenememektedir) AC(heterozigot);
72 ve 28 bp biiylikligiindeki bantlar birlikte goriildiigiinde ise MTHFR geninin 1298.
niikleotidi i¢gin CC (homozigot mutant) formda genotipinin oldugu tespit edildi

(Sekil 2.2).
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3.4.eNOS Geni intron 4a/b ve exon 7 GIu298Asp (G894T) Polimorfik
Bolgelerinin Genotip ve Allel Dagilimi Bulgular:

eNOS geni intron 4 a/b polimorfizm bulgulart ¢izelge 3.2.°de verilmistir.
Cizelge 3.2.°den goriildigii gibi, hastalarin ve kontrol gruplarinin kendi iglerinde
cinsiyetler arasinda genotip (sirayla, p=0,145 ve p=0,461) ve allel dagiliminda (sirayla,
p=0,072 ve p=0,353) herhangi bir fark tespit edilmedi. Yine, hasta ve kontrol gruplari
arasinda da genotip ve allel dagilimi agisindan istatiksel agidan herhangi bir anlamlilik

tespit edilmedi (sirastyla, p=0,244; p=0,152 OR=0,729 %95; Cl =0,273-1,216).

Cizelge 3.2. Hasta ve kontrol bireylerindeki eNOS geni intron 4 a/b polimorfik bolgesi
icin genotip dagilimi ve allel siklig1.

GE{VOTIP ALLEL p* ve
HASTA DAGILIMI P SIKLIGI OR**
KONTROL degeri degeri
bb (%) | ab (%) | aa(%) | (g/k) b(%) |a (%) (EK)
56 6 0 118 6
E
(%42,6) | (%4,6) | (%0,0) (%44,9) | (%2,3) | 0,072
< 53 14 0 R T 14 | 2578
ﬁ “ 1 a11) | %10.8) | (%0,0) (%46,5) | (%6,1)
109 20 0 238 20
! (%83,7) | (%15,4) | (%0,0) (%91,4) | (%8,5)
55 4 0 114 4
= (%49,9) | (%3,7) | (%0,0) (%51,8) | (%1,8) | *0.353
g | 5 51 0461 g3 £ **2,108
Z (%40,7) | (%4.,6) | (%0,0) (%43,1) | (%3,2)
X 99 9 0 207 9
! (%90,6) | (%8,3) | (%0,0) (%94,9) | (%5,0)
Hasta ve
kontrol p=0.094 p=0.105, OR=1.933
gruplar %95 CI = (0.860-4.333)

E:Erkek, K:Kadin, T:Toplam, OR: Odds Ratio (Olasilik Oran1), CI: Common Interface(Giiven Araligr)
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eNOS geni exon 7 Glu298Asp (G894T) G>T degisimi bulgulart ¢izelge
3.3.’de verilmistir. Cizelge 3.3.’den gorildiigii gibi, hasta ve kontrol grubunun kendi
iclerinde cinsiyetler arasinda genotip (sirayla, p=0,444 ve p=0,897) ve allel
dagiliminda (sirayla, p=0,877 ve p=0,879) herhangi bir fark tespit edilmedi. Bununla
birlikte hasta ve kontrol gruplar1 arasinda da genotip ve allel dagiliminda istatiksel
acidan herhangi bir anlamlilik tespit edilmedi (sirasiyla, p=0,200; p=0,083 OR=1,463
%095; Cl =0,956-2,238).

Cizelge 3.3. Hasta ve kontrol bireylerindeki eNOS geninin exon 7 Glu298Asp
(G894T) polimorfik bolgesi i¢gin genotip dagilimi ve allel sikligi.

GENOTIP
DAGILIMI ALLEL pve
HASTA P SIKLIGI OR**
(0] (0]
o | o | e | E (9
36 24 1 96 26
E
(%27,9) | (%18,6) | (%0,7) (%69,9) | (%9,9)

0,444 0.877
< 44 21 3 109 27 ’
» K **0 915
< (%34,1) | (%16,2) | (%2,3) (%10,6) | (%10,6) '

80 45 4 205 53
-
(%62,0) | (%34,8) | (%3,1) (%20,6) | (%20,6)
31 23 4 84 31
E
(%28,7) | (%21,2) | (%3,7) (%14,3) | (%14,3) | *0,879
_] * %k
o 25 22 3 | 9897 72 28 1054
- K
Z (%23,1) | (%20,3) | (%2,7) (%12,9) | (%12,9)
X 56 45 7 156 59
-
(%51,8) | (%41,6) | (%6,4) (%27,3) | (%27,3)
Hasta ve
kontrol p=0.200 p=0,083 OR=1.463
gruplari %95 CI = 0.956-2.238

E:Erkek, K:Kadin, T:Toplam, OR: Odds Ratio (Olasilik Oran1), CI: Common Interface(Giiven Aralig)
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3.5. MTHFR Geninin C677T ve A1298C Polimorfik Bolgelerinin Genotip ve Allel
Dagilim Bulgular

Hasta ve kontrol grubu bireylerinde MTHFR C677T genotip dagilimi cizelge
3.4.°de verilmistir. Cizelge 3.4’den goriildigii gibi, MTHFR 677 C>T degisimi i¢in
hasta ve kontrol gruplarinin kendi iglerinde cinsiyetler arasinda genotip (sirayla,
p=0,544 ve p=0,113) ve allel dagiliminda (sirayla, p=0,406 ve p=0,250) 6nemli bir
fark tespit edilmedi. Buna karsilik hasta ve kontrol gruplart arasinda genotip
dagiliminda 6nemli bir fark (p=0,003) bulundu. Allel dagilimi agisindan ise T allelinin
hastalik acisindan risk olusturabilecegi tespit edildi (p=0,000; OR=0,482 %95; CI
=0,326-0,713).

Cizelge 3.4. Hasta ve kontrol bireylerindeki MTHFR geni C677T polimorfik bolgesi
icin genotip dagilimi ve allel siklig1.

GENOTIP p ALLEL p* ve
HASTA 3 8
DAGILIMI Degeri SIKLIGI OR**
KONTROL o
CC(%) | CT (%) | TT(%) | (E/K) | C(%) | T (%) | Degeri
21 24 13 66 50
E
(%24,0) | (%17,0) | (%6,1) (%27,8) | (%20,1)

0,544 *0,406
< 26 30 15 82 60 :
5ol K *%0,766
< (%29,4) | (%19,4) | (%3,9) (%33,5) | (%18,5) !

47 54 28 148 110
T
(36,4) | (%41,8) | (%21,7) (%57,3) | (%42,6)
30 17 6 77 29
E
(%27,7) | (%19,44) | (%6,48) (%32,1) | (%20,7) | *0,250
_] **
% 31 20 4 0113 g3 28 1,418
K
% (%15,8) | (%25.92) | (%4.62) (%24,6) | (%22,4)
X 61 37 10 159 57
.
(%56,4) | (%34,2) | (%9,2) (%72,9) | (%26,1)
Hasta ve
kontrol p=0,003 p=0.000; OR=0,482
gruplan %95 Cl =(0,326-0,713)

E:Erkek, K:Kadin, T:Toplam, OR: Odds Ratio (Olasilik Oran1), CI: Common Interface(Giiven Araligr)
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MTHFR 1298 A>C degisimi bulgulart gizelge 3.5.°de verilmistir. Cizelge
3.5.’den goriildiigii gibi, hasta ve kontrol grubunun kendi i¢lerinde cinsiyetler
arasinda genotip (sirayla, p=0,345 ve p=0,536) ve allel dagiliminda (sirayla, p=0,666
ve p=0,881) herhangi bir fark tespit edilmedi. Buna karsilik hasta ve kontrol gruplari
arasinda genotip dagiliminda istatiksel acidan Onemli bir fark bulundu (p=0,031).
Ancak allel siklig1 agisindan gruplar arasinda 6nemli bir fark tespit edilmedi (p=0,384;
OR=0,845 %95; Cl =0,579-1,234).

Cizelge 3.5. Hasta ve kontrol bireylerindeki MTHFR geni A1298C polimorfik bolgesi
icin genotip dagilimi ve allel siklig1.

p* ve
GENOTIP P ALLEL OR**
HASTA . =
KONTROL DAGILIMI Degeri SIKLIGI Degeri
(E/K) (E/K)
AA (%) | AC (%) | CC(%) A (%) | C (%)
23 24 14 70 52
= (%37,7) | (%39,3) | (%22,9) 025 (%57,3) | (%42,6) | *0,114
;) K 34 23 11 ’ 91 45 **0,666
< (%50,0) | (%33,8) | (%16,1) (%66,9) | (%33,1)
- 57 47 25 171 97
(%44,1) | (%36,4) | (%19,3) (%59,3) | (%33,7)
23 29 6 75 41
. = (%39,6) | (%50,0) | (%10,3) (%64,6) | (%35,4)
Q B 24 23 3 0536 | 71 29 | *0,644
% (%40,0) | (%55,0) | (%5,0) (%67,5) | (%32,5) | **0,881
X 47 52 9 146 70
T (%42,7) | (%47,2) | (%8,1) (%67,5) | (%32,5)
Hasta ve
kontrol p=0,031 p=0,384 ; OR=0,845
gruplan %95CI1=0,579-1,234

E:Erkek, K:Kadin, T:Toplam, OR: Odds Ratio (Olasilik Oran1), CI: Common Interface(Giiven Araligr)
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3.6. Hasta ve Kontrol Grubunda eNOS Geni intron 4a/b ve exon 7 GIlu298Asp
(G894T) Polimorfik Bolgelerinin Genotip Dagilimlar: ile NO Diizeyleri
Arasindaki iliski

eNOS geni intron 4 a/b polimorfik bélgesinde olusan bb (homozigot normal),
ab (heterozigot) ve aa (homozigot mutant) genotiplerden, bu genotipe sahip bireylerin
NO seviyeleri ile olan iligkisi incelendi. Hasta grubundan b/b ve a/b genotipe sahip
bireylerin NO seviyelerinin kontrol grubundaki ayni genotipe sahip birerlerdeki NO

seviyelerinden anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (Cizelge 3.6).

Bu bulgu da intron 4a/b polimorfik bolgesindeki genotip dagiliminin hasta ve

kontrol gruplarina ait NO diizeyleri ile bir iligkinin olmadigini gostermektedir.

Cizelge 3.6. eNOS geni intron 4 a/b polimorfik bodlgesi genotip dagilimi ile hasta ve
kontrol grubu NO diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Genotip \I;leaSta Birey NO Diizeyi b
Kontrol Sayis1 T+SD Degeri
bb Hasta 106 34,21+£12,57 0,014
Kontrol 89 26,64+9,59
Hasta 23 35,80+14,75
ab Kontrol 19 27,20+7,49 0.027
Hasta 0
aa Kontrol 0

b/b: Homozigot normal, b/a: Heterozigot, a/a: Homozigot mutant, &': Ortalama, SD:Standart Sapma

eNOS geni exon 7 Glu298Asp (G894T) G>T degisimi sonucu olusan GG
(homozigot normal), GT (heterozigot) ve TT (homozigot mutant) genotiplerden, bu
genotipe sahip bireylerin nitrik oksit seviyeleri ile olan iliskisi incelendi. Hasta
grubundan GG ve GT genotipe sahip bireylerin nitrik oksit seviyelerinin kontrol
grubundaki ayni1 genotipe sahip birerlerdeki nitrik oksit diizeyinden anlamli derecede
yiiksek oldugu (sirasiyla; p=0,029, p=0,017), TT genotipine sahip bireylerin ise hasta
ve kontrol grubunun NO diizeylerinin istatiksel agidan 6nemli bir fark olmadig1 tespit
edildi (Cizelge 3.7). Tim bu bulgular eNOS geni exon 7 Glu298Asp (G894T)
polimorfik bdlgesinin genotip dagilimlarinin NO diizeyi ile arasinda bir iliskinin

olmadigin1 géstermektedir.
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Cizelge 3.7.

dagilimi ile hasta ve kontrol grubu NO diizeylerinin karsilastirilmasi.

eNOS geni exon 7 Glu298Asp (G894T) polimorfik bolgesi genotip

G . Hasta Birey NO Diizeyi p
enotip ve Sayisi T+SD Degeri
Kontrol y 8
Hasta 72 34,63+11,98
0,029
GG Kontrol 59 27,03£12,73
Hasta 51 33,67+14,59
GT 0,017
Kontrol 45 24,144+10,17
Hasta 6 25,86+0,04
TT : - 0,560
Kontrol 4 23,72+9,17

G/G: Homozigot normal, G/T: Heterozigot, T/T: Homozigot mutant, ': Ortalama, SD:Standart Sapma

3.7. Hasta ve Kontrol Grubunda MTHFR Geni C677T ve A1298C Polimorfik
Bolgelerinin Genotip Dagilimi ile Homosistein Diizeyleri Arasindaki iliski

MTHFR geni 677. niikleotitteki C>T degisimi sonucu olusan CC (homozigot
normal), CT (heterozigot) ve TT (homozigot mutant) genotiplerden, bu genotipe sahip
bireylerin homosistein seviyeleri ile olan iligkisi incelendi. Hasta grubundan CC, CT
ve TT genotipe sahip bireylerin homosistein seviyelerinin kontrol grubundaki ayni
genotipe sahip birerlerdeki homosistein diizeyinden anlamli derecede yiiksek oldugu
tespit edildi (Cizelge 3.8). Bu bulgu, MTHFR geninin C677T polimorfik bélgesindeki

genotip dagiliminin plazma homosistein diizeyini etkilemedigini gdstermektedir.

Cizelge 3.8. MTHFR geninin C677T polimorfik bolgesi genotip dagilimi ile hasta ve
kontrol grubu homosistein diizeylerinin karsilastirilmasi.

. Hasta Birey Homosistein Diizeyi p
Genotip ve Savyisi I+ SD Degeri
Kontrol y 8
Hasta 47 21,57 +12,93
cc Kontrol 61 12,85 + 5,32 0,001
Hasta 54 23,15+ 14,36
cT Kontrol 37 12,9+ 6,94 0,000
Hasta 28 25,61 +19,6
T Kontrol 10 12,88 + 4,58 0,000

C/C: Homozigot normal, C/T: Heterozigot, T/T: Homozigot mutant, :': Ortalama, SD:Standart Sapma
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MTHFR geninde 1298. niikleotitteki A>C degisimi sonucu olusan AA

(homozigot normal),

AC (heterozigot) ve CC (homozigot mutant) genotipe sahip

bireylerin homosistein seviyeleri ile olan iligkisi incelendi. Hasta grubundan normal,

heterozigot ve mutant genotipe sahip bireylerin homosistein seviyelerinin kontrol

grubundaki ayni genotipe sahip bireylerdeki homosistein diizeyinden anlamli derecede

yiiksek oldugu goriildii (Cizelge 3.9). Ancak bu polimorfik bolgede de hasta ve kontrol

gruplarinin genotip dagilimlar1 ile plazma homosistein diizeyleri arasinda bir iliski

kurulamada.

Cizelge 3.9. MTHFR geninin A1298C polimorfik bolgesinin genotip dagilimi ile

hasta ve kontrol grubu homosistein diizeylerinin karsilastirilmasi.

Hasta Bire
Genotip ve Sa 1;/1 Homosistein Diizeyi DeE)eri
Kontrol y T+SD g
Hasta 57 21,76x11,17
AA 0,001
Kontrol 47 12,9+2,76
Hasta a7 22,52+14,14
0,001
AC Kontrol 52 12,8+4,07
Hasta 25 23,21+15,30
0,002
ce Kontrol 9 12,34+5.4

AJA: Homozigot normal, A/C: Heterozigot, C/C: Homozigot mutant, ': Ortalama, SD:Standart Sapma
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3.8.eNOS Geni intron 4a/b ve exon 7 Glu298Asp (G894T) Polimorfik

Bolgelerinin Birlestirilmis Genotip Dagihmu ile NO Diizeyleri Arasindaki

Hiski

eNOS geni intron 4a/b ve exon 7 894. niikleotitteki G>T degisimi sonucu
olusan GG (homozigot normal), GT (heterozigot) ve TT (homozigot mutant) genotipe
sahip bireylerin nitrik oksit seviyeleri ile olan iliskisi incelendi (Cizelge 3.10). Hasta
ve kontrol gruplarmin kendi icinde ayr1i ayr1 bilesik genotipleri ile nitrik oksit
seviyeleri karsilastirildiginda istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunmadi (p>0.05).
Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda, eNOS geni intron 4a/b ile exon 7 (G894T) G>T
birlestirilmis polimorfik bolgelerinin tiim formlarinin kombinasyonlariyla nitrik oksit
degerleri arasinda ise istatiksel acidan anlamli bir fark bulundu (sirasiyla, p=0.004;

p=0.000; p=0.000; p=0.002; p=0.048)

Cizelge 3.10. Hasta ve kontrol grubunda eNOS geni intron 4a/b ve Exon 7 Glu298Asp
(G894T) polimorfik bolgelerinin birlestirilmis genotip dagilimlari ile NO diizeylerinin
karsilastirilmasi.

Birlestirilmis Genotip Hasta Birey NO Diizeyi D
. ve S T+SD Degeri
Intron 4a/b + Exon 7 G>T | Kontrol ayist g
Hasta 54 34,51+£7,7 0.004
bb + GG ’
Kontrol 43 28,15+12,23
Hasta 43 39.48+10,77
bb +GT TYWE 0,000
Kontrol 23 23,294+8.32
Hasta 4 24924416
bb+TT S 0,000
Kontrol 4 12,54+1,08
Hasta 17 46,97+11,83
+ - . 0,002
ab+ GG Kontrol 5 28,13+£7,75
Hasta 7 33,66+5,86
+ : : 0,048
ab+GT Kontrol 5 25,54+9,13
ab+ TT Hasta 0
Kontrol 0
a8+ GG Hasta 0
Kontrol 0
aa+ GT Hasta 0
Kontrol 0
aa+ TT Hasta 0
Kontrol 0
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3.9. MTHFR Geni C677T ve MTHFR A1298C Polimorfik Bolgelerinin
Birlestirilmis Genotip Dagilimi ile Homosistein Diizeyleri Arasindaki Iliski

MTHFR Geninde C677T ve MTHFR A1298C polimorfik bdlgelerinin
birlestirilmis genotip dagilimi ile homosistein diizeyleri arasindaki iliski ¢izelge
3.11°de verilmistir. Cizelge 3.11’dan goriildiigii gibi hasta ve kontrol gruplarinin kendi
icinde ayr1 ayr1 bilesik genotipleri ile homosistein seviyeleri karsilastirildiginda
istatistiksel agidan Onemli bir fark bulunmadi (P>0,05). Hasta ve kontrol gruplari
arasinda; MTHFR geninde C677T ile A1298C polimorfik bolgelerinin birlikte
heterozigot ve homozigot genotipleri ile C677T bolgesinin heterozigot (CT), A1298C
bolgesinin normal (AA) oldugu formlarin homosistein degerleri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (sirasiyla, p=0,043; p=0,020; p=0,034). Diger bilesik

genotipe sahip bireylerin homosistein seviyeleri arasinda ise 6nemli fark bulunmadi.

Cizelge 3.11. Hasta ve kontrol grubunda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfik
bolgelerinin  birlestirilmis  genotip  dagilimi  ile homosistein  diizeylerinin
karsilastirilmasi.

Birlestirilmis \I;|easta Birey Homosistein Diizeyi p
Genotip Kontrol Sayisi T+SD Degeri
C677T+A1298C
Hasta 15 20,89+11,79
CC +AA . . 0,201
Kontrol 31 13,73+9,06
Hasta 16 21,99+15.86
CC+AC : . 0,101
Kontrol 28 13,88+6,30
Hasta 16 21,98+11,37
+ : - 0,043
ce+cc Kontrol 5 13,55+5,34
Hasta 30 23,86+£16,35
CT + AA 0,020
Kontrol 15 13,89+8,16
Hasta 20 23,52+12.73
CT+AC : . 0,034
Kontrol 15 13,52+9,59
Hasta 4 19,08+9,12
T+ . . 0,588
C ce Kontrol 3 15,00+8,06
Hast 16 27,7+29.12
TT +AA a5 7,729, 0,411
Kontrol 3 10,4+2,26
Hasta 11 19,05+9,04
TT+AC > 0,372
Kontrol 7 15,28+4,65
TT+CC Hasta 0
Kontrol 0
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4. TARTISMA
4.1. eNOS Gen Polimorfizmi ile Nitrik Oksit Bulgularinin Tartisiimasi

Literatiir bulgularina gore hipertansiyonda en fazla etkilenen NOS tipinin
eNOS oldugu goriilmektedir. (Green ve ark 1996, Maiorana ve ark 2003, Green ve ark
2004).

Bugiline kadar eNOS geninde populasyon temelli ve hastaliklar ile iliskili
genotip ve allel dagilim ¢alismalar1 yapilarak eNOS geninin exon, intron ve promotor
bolgelerinde pek ¢ok polimorfik yapilar tespit edilmistir (Wattanapitayakul ve Mihm
2001, Casas ve ark 2004, Gerritsen 2005).

eNOS geninde exon 7°deki Glu298Asp (G894T) ve intron 4’deki a/b (VNTR)
en ¢ok calisilan polimorfik bolgelerdir. Yapilan ¢alismalar toplumlara gore farkliliklar
gostermekle birlikte bu polimorfizmlerin her ikisininde hipertansiyon, koroner arter
hastaligi, koroner spazm ve bazi vaskiilitler gibi pek cok damarsal patolojilerin
gelisiminde katkida bulundugunu gostermektedir (Nakayama ve ark 1999, Stangl ve
ark 2000, Suvara ve Michael 2001, Cinzia ve ark 2005).

Calismamizda, EHT hastalarda ve kontrollerde eNOS geninin intron 4 a/b ve
exon 7 Glu298Asp (G894T) polimorfik bolgelerinin genotip ve allel dagilimlari

arasinda onemli fark bulamadik.

Literatiirde esansiyel hipertansiyonlu hastalarda eNOS geni intron ve exon
bolge polimorfizmi hakkinda bazi g¢alismalar yapilmistir. Bu c¢alismalardan bir
kisminin ~ bulgular1  bizim  bulgularimizi  desteklemekte  bazilarininki  ise
desteklememektedir. Biz bunun toplumlar aras1 genetik varyasyondan kaynaklandigi
kanaatindeyiz. Ornegin, Deng ve arkadaslari (2007) Cin (Xinjiang Kazakh)
toplumunda eNOS geni intron 4 genotip ve allel dagilimlarinin hasta ve kontrol
bireyleri arasinda istatiksel agidan farkli bulunmadigini dolayisi ile hastalik agisindan

major genetik risk olusturmayacagini bildirmislerdir.
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Yine Benjafield ve Morris (2000) eNOS intron4 a/b ve exon 7 Glu298Asp
(G894T) polimorfik bdlgelerinin esansiyel hipertansiyon ile iligkili olmadigim
bildirmislerdir.

Khawaja ve arkadaslart da (2006) yetiskin Pakistan (Pathan) toplumunda
esansiyel hipertansiyonlu hastalarla eNOS geni Glu298Asp (G894T) polimorfizminin

iliskili olmadigini bildirmislerdir.

Gorildiigii gibi bu ¢alismalarin bulgular1 bizim bulgularimizi desteklemektedir.

Ote yandan Tan ve ark (2004) Cin (Chongging) toplumunda eNOS geni
Glu298Asp (G894T) polimorfizminin  esansiyel hipertansiyon hastalifinin
patogenezinde direkt olarak dnemli bir rol oynamadigini, dolayli olarak risk faktori

olabilecegini bildirmislerdir.

Tang ve ark (2007) Cin ( Hani ve Yi) toplumunda esansiyel hipertansiyonlu
hastalarda eNOS geni Glu298Asp (G894T) polimorfizmini ¢alismislar ve Hani
toplumunda 894G allel sikligint EHT ve kontrol grubunda karsilatirdiklarinda 6nemli
bir fark bulmamiglardir. Ancak GG+TT genotip sikligii GG genotipine gore
karsilagtirdiklarinda kontrol grubunu EHT grubuna gore anlamli derecede diisiik
bulmuglardir. Ayrica GG genotipine sahip bireylerle T allel tasiyicilarim
karsilastirdiklarinda, Hani toplumunda T allel tasiyicilarini EHT agisindan yiiksek
riskli (OR=1.8 95% CI 1.11-2.92, p=0,02), Yi toplumunda ise diisiik riskli (OR=0.49
95% CI 0.28-0.85, p= 0,01) bulmuslardir. Buradan ayni iilkede farkli toplumlarda belli

bir hastalik agisindan farkli risk gruplarinda olabilecekleri anlagilmaktadir.

Men ve ark (2011) Cin toplumunda 190 EHT’li hasta ve 94 kontrol grubunda
eNOS GT+TT genotipine sahip EHT hastalarinin GG genotipi tasiyanlara gore anlamli
derecede yiiksek (OR=2.82, 95% CI:1.05-7.60, p=0.033) oldugunu bulmuslardir.
Ayrica bu EHT hasta grubunda T allel sikligin1 kontrollere gore yiiksek bulmuslardir
(OR=3.48, 95%CI:1.34-9.07; p=0.007). Dolayisi ile bu arastirmacilar Cinli hastalarda
eNOS Glu298Asp (G894T) polimorfizminin EHT hastaligr i¢in bir risk faktorii

oldugunu bildirmislerdir.
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Wang ve ark (2011) Cin toplumu i¢in yaptiklar1 bir meta analiz ¢alismasinda
eNOS geninin Glu298Asp (G894T) polimorfik bolgesinin esansiyel hipertansiyon
hastaligiyla iliskili oldugunu kaydetmislerdir.

Periaswamy ve ark (2008) Hindistan (Tamilian) toplumunda yasayan esansiyel
hipertansiyonlu kadinlarda eNOS geni Glu298Asp (G894T) polimorfik bdlgesinin
hem GT hem de TT genotipinin hastalikla pozitif yonde bir iligkisinin oldugunu ayrica
ayni toplumda kadinlarin erkelere gore daha yiiksek oranda T alleli tasidiklarinmi
bildirmislerdir.

Jia ve ark (2003) asir1 kilolu esansiyel hipertansiyonlu grupta, eNOS geni
Glu298Asp (G894T) polimorfizminin ve asir1 kilonun hastalik acisindan énemli rol
oynadigini, kilo kontrolii ile birlikte G894T mutasyonunun hastalik riski acisindan

belirgin bir sekilde azalacagini bildirmiglerdir.

Diger sik gozlenen 4a/b polimorfizmi ise eNOS geninin 4. intronunda lokalize
olup tekrarlayan DNA dizi (27 VNTR) polimorfizmidir. Bu dizinin de NO olusumu
ile iliskili oldugunu 6ne stirtilmektedir (Tsukada ve ark 1998).

eNOS geni intron 4 a/b polimorfik bolgesi aa genotipi nadir olup siklig1 farklh
populasyonlar arasinda %1 - 10.6 arasinda degismektedir (Matyar ve ark 2005, Jemaa
ve ark 2008).

Calismamizda, eNOS geni intron 4a/b polimorfik bolgesini 129 EHT hastas1 ve
108 kontrol grubunda calistik. Calisma gruplarimizda a/b ve b/b genotipi bireyler
mevcut iken a/a genotipine sahip birey tespit etmedik. Calismamizda a/a genotipine
sahip bireyin olmamasini, c¢alismaya katilan birey sayisiyla iligkili oldugunu
diistinmekteyiz. Dolayisiyla mevcut a/b ve b/b genotipleri ile EHT hastalig1 arasinda

anlaml1 bir iliski kuramadik.

Calismamizla benzer sekilde Miyamoto ve ark (1998) eNOS geni intron 4a/b
polimorfik bolgesinin genotip dagilimini bb ve bat+aa birlesik genotipli olarak hasta ve
kontrol grubunda ayri ayr1 analizini yapmislar ve oOnemli bir fark (p=0.339)

bulamamiglardir.
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Ote yandan Francisco ve ark (2003) EHT hasta ve kontrol gruplari arasinda
eNOS geni Intron 4a/b polimorfizmininin genotip dagilimini istatiksel agidan dnemli

(OR=1.67 95% CI 1.1-2.53) bulmuslardur.

Yine Moe ve ark (2006) calismalarinda eNOS geni intron 4 b/b genotipinin
Singapur toplumunda esansiyel hipertansiyon i¢in genetik bir yatkinlik faktori

oldugunu belirtmislerdir.

Mustafina ve arkadaslar1 da (2001) Rusya (Volga-Ural) toplumunda Miyokard
Infarktiisic (M) ve EHT’li hasta grubunda eNOS intron 4a/b (27 VNTR)
polimorfizmini calismislar; eNOS 4a/b genotipli Ruslarda EHT, Tatarlarda ise MI
hastaliginin gelistigini bildirmislerdir.

Calismamizda, EHT hastalarda ve kontrollerde eNOS geninin intron 4 a/b ve
exon 7 Glu298Asp (G894T) polimorfik bolgelerinin genotip ve allel dagilimlar ile

NO diizeyleri arasinda istatiksel agidan 6nemli bir fark bulamadik.

Literatiirde EHT hastalarinda NO diizeyini 0l¢en fazla ¢alismaya rastlamadik.
Bunlardan Agnieszka ve ark (2009) Polonya toplumunda EHT hastalar1 ile saglikli

kontrollere ait plazma NO diizeyleri arasinda dnemli bir fark bulamamiglardr.

Bir baska ¢alismada ise Nejatizadeh ve ark (2008) Hindistan toplumunda EHT
hasta grubunun NO diizeyinin kontrol grubundan diisiikk oldugunu (p=0,0001)
bildirmislerdir.

Literatiirde esansiyel hipertansiyon hasta grubunun disinda daha c¢ok
hipertansiyon, MI ve KKH hastalarinda NO diizeyini 6l¢gen arastirmalar yapilmis ve
birbirinden farkli sonuglar bulmuslardir. Ornegin, Moe ve arkadaslari (2006)
hipertansif hastalarda NO diizeyinin kontrol grubundan diisiik oldugunu (p=0.008)

rapor etmislerdir.

Benzer sekilde, Yoon ve ark (2000) eNOS geni intron 4a/b ve Glu298Asp
(G894T) polimorfik bolgeleriyle NO seviyelerini hipertansiyonu olmayan KAH

olanlarin NO seviyelerinin hipertansiyonu olan KAH olanlarin NO diizeyinden daha

75



diisiik oldugunu ayrica bu iki grubun NO seviyelerinin de kontrollere gore yiiksek

oldugunu bulmuslardir.

Moon ve arkadaglar1 da (2002) Kore toplumunda sigara icen ve igmeyen
saglikli bireylerde eNOS geni exon 7 Glu298Asp (G894T) polimorfizmi ile plazma

NO metabolitleri arasinda bir iliskinin olmadigini ileri stirmiiglerdir.

Yoon ve ark (2000), koroner arter hastalarinda plazma nitrik oksit diizeylerini
kontrollere gore daha yiiksek bulmuslardir. Yine ayni1 calismada hipertansiyonu olan
koroner arter hastalarinda NO diizeyinin hipertansiyonu olmayanlara kiyasla daha

yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Akarasereenont ve ark (2001), anjiografi ile koroner lezyonu olan hastalarda

NO diizeylerinin saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Ferlito ve ark (1997), koroner arter hastalig1 olan hastalarin nitrit diizeylerini
kontrollere kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulmusglardir. Bu artisin 6zellikle akut
koroner kalp hastalig1 olan hastalarda daha da belirgin oldugunu gostermislerdir. Ayni
arastirmacilar, hipertansif koroner arter hastalarinin ortalama nitrit degerlerini
hipertansiyonu olmayanlara kiyasla anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Ayrica,
KAH ve hiperkolesterolemik kisilerde nitrit seviyelerinin kontrollere gore onemli

derecede yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Hipertansiyon hastaliginin  %95°lik kismini olugturan esansiyel hipertansiyonu
aciklayan 6nemli hipotezlerden biri de endotel disfonksiyonudur (Marin ve Martinez
1997, Kaplan 1998). Fakat ister primer isterse sekonder hipertansiyon olsun endotel
fonksiyon bozuklugu sonucu NO eksikligi 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Hem insan hem de hayvanlarda gosterilen bu durum temel olarak
asetilkolin gibi uyaranlara bagli olarak endotelden salgilanan gevsetici maddelerin

salgilanmasinda yetersizlik olarak belirir (DeArtinano ve Gonzalez 1999).

Goriildigi gibi EHT hastalarinda NO diizeyinin kontrollere gore diisiik
bulunmasi beklenirken ¢alismamizda EHT hastalarinda plazma NO diizeyi kontrollere

gore yiiksek bulunmustur. Biz bu bulguyu izah edemedik. Fakat hastalarimizin bir
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kisminin tedavi almalar1 bu yiiksekligin nedeni olabilir. Ciinkii ¢alismamizda asil
hedef genetik polimorfizm oldugu i¢in ve yeterli hasta bulunamamasi nedeniyle biz
calismamizda ilag kullanan hastalar1 da dahil etmek zorunda kaldik. Ayrica, segilen
hastalarda hastaliin siiresinin de 6nemli oldugunu diistinmekteyiz. Ciinkii uzun siiren
hipertansiyon durumunda NO diizeyi hastaliga bir adaptasyon sonucu yiiksek ¢ikmig
olabilir.

4.2. MTHFR Gen Polimorfizmi ile Homosistein Bulgularinin Tartisiimasi

MTHFR  genindeki  mutasyonlar, enzimde inaktivasyon yaparak
hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olusmasina neden olur. Bu mutasyonlardan en
cok gozlenenler C677T ve A1298C polimorfizmleridir (Dikmen 2004). MTHFR
C677T polimorfizmi sonucu olusan nokta mutasyonu 5-metil tetrahidrofolat diizeyini
azaltarak plazma homosistein diizeyinde artisa neden olur (Rosenblatt 2001, Stern ve
ark 2000).

Calismamizda esansiyel hipertansiyonlu hasta ve kontrol grubu arasinda
MTHFR C677T ve MTHFR A1298C polimorfik bolgelerinin genotip dagilimlarini
istatiksel agidan anlamli (sirastyla, p=0,003 ve p=0,031) bulduk. Ayrica MTHFR
C677T polimorfik bolgesinin C ve T allelleri i¢in istatistik yapildiginda T allelinin
hastalik agisindan risk olusturabilecegi goriilmektedir (p=0,000; OR=0,482 9%095;
Cl =0,326-0,713) (Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5). MTHFR C677T polimorfik bolgesinin
genotip dagiliminda anlamliligit TT (homozigot mutant) genotipi, MTHFR A1298C
polimorfik bolgesinin genotip dagiliminda ise CC (homozigot mutant) genotipi

olusturmaktadir.

Literatiirde bu konuda yapilan ¢aligmalarda birbirinden farkli sonuglar elde
edilmistir. Biz bunun toplumlarin genetik 6zelliklerinden kaynaklandigi kanaatindeyiz.
Nitekim, ¢calismamiza paralel olarak Heux ve ark (2004) Kafkas toplumunda esansiyel
hipertansiyon hasta grubunda MTHFR C677T polimorfik bdlgesinin (CT/TT)

genotipini kontrollere gore anlamli derecede farkli (p=0,03) bulmuslardir.

Benzer sekilde, ilhan ve ark (2008), MTHFR C677T polimorfik bdlgesini 78
EHT’1li ve 100 kontrol bireyde arastirdiklar1 ¢caligmalarinda TT genotipinin esansiyel
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hipertansiyon ile iliskili oldugunu dolayisiyla EHT i¢in risk faktorii olabilecegini
bildirmislerdir.

Ote yandan, Hu1 ve ark (2007) Japon toplumunda esansiyel hipertansiyonlu
hasta ile kontrol grubuna ait MTHFR C677T polimorfik bdlgesi arasinda énemli bir

fark bulamamuislardir.

Benes ve ark (2001), Tip Il DM, CAD ve esansiyel hipertansiyonlu hasta
grubunda MTHFR C677T polimorfik bdlgesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, Tip II
DM kadin hastalarda genotip dagilimimi kontrollere gore istatiksel agidan anlaml

bulurken esansiyel hipertansiyonlu grupta herhangi bir fark bulamamaislardir.

Zhan ve ark (2000) MTHFR C677T polimorfik bdlgesinin esansiyel

hipertansiyon hastalig1 i¢in bagimsiz bir risk faktorii olmadigini bildirmislerdir

Tylicki ve arkadaglar1 da (2005) MTHFR C677T ve A1298C polimorfik
bolgelerini esansiyel hipertansiyonlu hastalarda her iki boélgenin genotip ve allel

dagilimlarinda kontrollere gére anlamli bir fark bulmamislardir.

Homosistein kardiyovaskiiler hastaliklarda bagimsiz bir risk faktorii olup folik
asit, B2, B6 ve B12 vitamini igeren besinleri tilkketmeyen ve metiyonin kaynag ytiksek
diyetle beslenen kisilerde arttigt ve plazma homosisteinin damarlarin endotel

hiicrelerinde hasar olusturarak ateroskleroza neden oldugu bilinmektedir (Hannratty ve
ark 2001).

Artmis plazma homosistein diizeylerinin 6zellikle hipertansiyon, yiiksek serum
kolesterol diizeyleri, sigara kullanimi, DM gibi diger risk faktorlerinin varliginda
ateroskleroz igin bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmektedir (Lindgren ve ark
1995, Virginia ve ark 2002, Sogiitcii ve Kaplan 2002, Temel ve Ozerol 2002,
Dermirkiran 2003).

Bu konuda Boushey ve ark (1995) yiiksek homosistein diizeyinin 6limciil

olsun ya da olmasin aterosklerotik hastalik riskini li¢ kat arttirdigini ayrica genel
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popiilasyondaki KAH riskinin %10’unun hiperhomosisteinemiye bagli olabilecegini

bildirmislerdir.

Calismamizda EHT grubunun homosistein diizeyini kontrol grubuna gore

anlamli derecede yiiksekbulduk (p=0.001).

Benzer sekilde Ekmek¢i ve ark (2010) tedavi edilmemis esansiyel
hipertansiyon hastalarda homosistein diizeylerinin kontrollere gore anlamli derecede

yiiksek oldugunu bulmuslardir (p=0.02).

Yine caligmamizda MTHFR geni C677T polimorfik bolgesi TT genotipine
sahip hastalarin homosistein seviyelerini CC ve CT genotipine sahip bireylere gore
yiiksek bulduk. Literatiirde benzer iki ¢alismada Fan ve ark (2010) ile Tylicki ve ark
(2005) esansiyel hipertansiyonlu hastalarda plazma homosistein seviyeleri ile MTHFR
C677T polimorfik bolgesinin arasindaki iligkiye bakmislar TT genotipine sahip
bireylerin homosistein seviyelerini CC ve CT genotipine sahip bireylere gore anlamli

derecede yiiksek bulmuslardir (p=0.000).

Literatiirde esansiyel hipertansiyonlu hastalarda MTHFR C677T ve A1298C
polimorfik bdlgelerinin birlikte calisildigr yayinlara birkag tanesinin haricinde

rastlamadik.

Calismamizda hasta ve kontrol grubuna ait MTHFR geninin 677. ve 1298.
niikleotitlerindeki birlestirilmis genotip degisimleri ile homosistein diizeyleri
calisgilmig, swrasiyla; CC+CC, CT+AA ve CT+AC birlesik genotiplerine sahip
hastalarin homosistein diizeyleri kontrollere goére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (Cizelge 3.11). Bu ¢izelgeye gore; literatiirle paralel olarak MTHFR
geninin C677T ve A1298C bolgelerindeki homozigot mutant forma sahip bireylerde

homosistein diizeyleri yiiksek bulunmustur.

Calismamizda istatiksel olarak anlamli olmayan birlesik genotiplerin ise yeteri

kadar birey olmamasindan kaynaklandigini diigiinmekteyiz.
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Markan ve ark (2007) Hint toplumunda hipertansiyonlu hasta grubunda
yaptiklar calismada, MTHFR 677CC ve MTHFR 1298AC genotipine sahip hastalarin
birlestirilmis genotip sikliginin kontrollerden anlamli derecede (p=0,014) yiiksek
oldugunu ve boylece birlestirilmis genotipin hipertansiyon i¢in bir risk (OR=2,35,
95% CI:1,12-4,99) oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni1 ¢calismada MTHFR 677CT /
MTHFR 1298 CC genotipine sahip hastalar kontrollere gére 6nemli derecede yiiksek
(p=0,04) ve hipertansiyon agisindan artmis risk ile iliskilendirilmistir (OR=3,54
95%CI1:0,52-23,80).

4.3. Ox-LDL Bulgularmmin Tartisilmasi

Endotel hiicreleri, OX-LDL’nin de yer aldigi LDL’nin modifiye formlarini
tantyan Ozellesmis bir reseptore sahiptir. OX-LDL’nin modifiye olmamis LDL’den
daha hizli bir sekilde makrofajlar tarafindan alinmasi, kopiik hiicre olusturarak

aterosklerozun yagli ¢izgilenme lezyonunun gelismesine neden olmaktadir (Gillote ve

ark 2000).

Ox-LDL, endotel hiicrelerinde eNOS gen ekspresyonunu engelleyerek NO
iiretimini inaktive eder ve reseptor aracili NO salinimini azaltarak siiperoksit anyon

tiretimini artirir (Wang ve ark. 2000).

Nitrik oksitin bilesiklerin yapisini  bozucu etkisi nedeniyle biyolojik
molekiillerin direk yapisint bozan peroksinitritin olugmasini tetikleyebilecegi ve
peroksinitritin de LDL’nin yapisint modifiye ederek aterosiklorotik lezyonlarda

anormal hiicre olusumuna gotiirdiigii ileri siirtiilmiistiir (Gururajan ve ark 2010).

Calismamizda hasta grubunun OX-LDL diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur (p=0,012). Bu bulgu, Ox-LDL’nin EHT hastalig1 i¢in oynadig1 rolii daha

net géstermesi bakimindan oldukca énemlidir.

Yine ¢alisgmamizin hasta grubunda yiiksek Ox-LDL diizeyleri ile birlikte, NO
diizeyinin de artmis olmasi baska mekanizmalarin da NO artiginda etkili oldugunu
gostermektedir. Aterosklerotik plaklarda aktive olmus makrofajlarin, sitokin salinimini

uyararak iINOS izoformunun salinimini uyardiginit ve bu enzimatik uyarilma sonucu
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eNOS tarafindan sentezlenen NO miktarinin yaklasik 100 kati kadar arttigi
kaydedilmistir (Depre ve ark 1999).

Literatiirde EHT hastalarinda OX-LDL diizeyini 6l¢cen az sayida caligmaya
rastladik. Bunlardan Maggi ve ark (1993) EHT hastalarinda LDL’nin oksidasyona
daha yatkin oldugunu bulmuslardir. Bu bulgu bizim bulgumuzu destekler
mahiyettedir.

Yine KKH ve MI gibi hastaliklarda Ox-LDL diizeyinin saglikli kontrollere

gore onemli oranda arttig1 gosterilmistir.

Ornegin, Suzuki ve ark (2002), koroner arter hastalarinda Ox-LDL ve LDL
kolesterol diizeylerini kontrollere gore anlamli derecede yiiksek, HDL kolesterol

diizeyleri ise daha diisiik bulmuslardir.

Ehara ve ark (2002), akut MI gegiren kisilerde plazma Ox-LDL seviyelerini
saglikli kontrollere gore belirgin bir bicimde yiliksek bulmuslardir. Ayrica, Ox-LDL
diizeyi yiiksek olup akut MI’dan Olen hastalarin otopsilerinde, aterosklerotik
lezyonlarda immiinohistokimyasal olarak makrofaj kokenli kopiik hiicrelerinin fazlaca

bulundugunu gostermislerdir.

Toshima ve ark (2000), koroner kalp hastalarinda plazma OXx-LDL

diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Shimada ve ark (2004), kardiyak 6liim, nonfatal MI ve koroner arter bypass
grefti gibi kardiyak olaylarda Ox-LDL diizeylerini yiiksek bulmuslardir.

Biitlin bu bulgular, LDL oksidasyonunun KAH ’1n patogenezinde énemli rol

oynadigini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bolgemizde yasayan EHT hastalar1 agisindan MTHFR geni C677T polimorfik
bolgesi TT genotipi (homozigot mutant) ve MTHFR geni A1298C polimorfik bolgesi
CC genotipi (homozigot mutant) iligkili iken eNOS geni intron 4 a/b VNTR ve exon 7
Glu298 Asp polimorfik bolgeleri ile iliskili degildir.

Literatiirdeki ve mevcut calismamizdaki bu bilgiler 1s18inda esansiyel
hipertansiyon gelisiminde MTHFR ve eNOS geninde bulunan polimorfizmlerin etkili
olduguna dair calismalarin yani sira etkili olmadigin1 savunan c¢alismalar da
bulunmaktadir. Bu nedenle, literatiirdeki MTHFR ve eNOS geninde bulunan
polimorfizmlerin genotip ve allel dagilimi ile hastalik ve biyokimyasal degerler
arasindaki ¢eligkili bulgular, bu genlerin her birinin tek basina fonksiyonel olmasindan
ziyade farkli genlerin ve cevresel faktorlerin de bu etkiye katilabilecegi fikrini
vermektedir. Bu nedenle, bu polimorfik bolgelerin fonksiyonel etkilerini ortaya
koymak ve faydali birer genetik markir olup olmayacaginin anlasilabilmesi i¢in daha
homojen ve fazla sayida hasta gruplarinda calisilip polimorfik bdlgelerin
fonksiyonlarmi belirleme calismalar1 yapilmasi hastaliklara erken tant koymakta

yardimc1 olacaktir.

Endotele etki eden diger genlerle birlikte eNOS ve MTHFR genlerininde
ekspresyon ve metilasyon c¢aligmalarinin yapilarak bu genlerle iligkili NO ve
homosistein diizeylerinin incelenmesi, ayrica OX-LDL olusumunu o6nlemek igin
antioksidan destegi ile homosistein diizeyinin artmasini 6nleyecek destek tedavilerin
verilmesi hastalik mekanizmalar1 hakkinda daha detayli bilgi sahibi olmamizi

saglayacaktir.
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6. OZET
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Siileyman NERGIZ
Biyokimya (Tip) Anabilim Dah

Esansiyel Hipertansiyonlu Hastalarda ve Saghkh Kontrollerde Endotelyal Nitrik
Oksit Sentaz (eNOS) ve Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) Gen
Polimorfizmleri ve Bu Polimorfizmlerin Nitrik Oksit (NO), Okside LDL

(Ox-LDL) ve Homosistein Diizeyleri ile Olan liskilerinin Arastiriimasi

Calismamizda esansiyel hipertansiyonlu hastalarla saglikli kontrollerde eNOS geni intron 4a/b
VNTR ve Exon-7 Glu298Asp polimorfik bolgeleri ve MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfik
bolgeleri ile NO, Ox-LDL ve homostein diizeylerini arastirdik.

Calisma 50-73 yaglar1 arasinda toplam 129 esansiyel hipertansiyon hastasi (67 kadin, 62 erkek)
ile 41-64 yaslar1 arasinda higbir sikayeti ve bulgusu olmayan toplam 108 saglikli kiside (49 kadin, 59
erkek)  gerceklestirildi. Hasta grubuna hipertansiyon hastaliginin haricinde hicbir rahatsizligi
bulunmayan kisiler alindi. Vakalardan sabah a¢ karna kan 6rnekleri alindi. Ox-LDL ve NO diizeyleri,
ELIZA metoduyla calisan ticari kitler kullanilarak homosistein diizeyleri ise HPLC metoduyla 6l¢iildii.
Vakalarin tam kanlarindan DNA izolasyonu yapilarak PCR-RFLP teknigi ile genetik analizlerini
yapildi.

EHT hastalar1 ile saglikli kontrollere ait eNOS geni intron 4a/b VNTR ve exon-7 G894T
polimorfizmi arasinda 6nemli bir fark bulunmazken, her iki gruba ait MTHFR geninin C677T ve
A1298C polimorfizmlerinin EHT da 6nemli risk olusturabilecegini sonucuna varildi.

Ayrica, EHT hastalarinda homosistein, NO ve Ox-LDL diizeyleri kontrollere kiyasla 6nemli
oranda yiiksek bulundu. Homosistein, NO ve Ox-LDL diizeyleri hastalarda sirasi ile 22.39+13.72
(umol/L), 36.75+£13.28 (uM), 64.99+£71.42(U/L) olarak; kontrollerde ise ayni parametler sirasi ile
13.77 + 5.42 (umol/L), 27.27+12.31 (uM), 42.66+26.27 (U/L) olarak bulundu. Bu bulgulardan EHT

hastalarinda yiiksek homosistein ve Ox-LDL diizeylerinin 6nemli risk olusturabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Esansiyel Hipertansiyon, eNOS, MTHFR, Polimorfizm
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7. SUMMARY

Investigation Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) and
Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR) Gene Polymorphism and
Correlation of These Polymorphisms with Nitric Oxide (NO), Oxide LDL

(Ox-LDL) and Homocysteine Levels in The Patients with Essential Hypertension
and Healthy Controls

In this study, we have investigated intron 4a/b VNTR and exon 7 regions of G894T change of
eNOS gene, C677T and A1298C polymorphic regions of MTHFR gene and NO, Ox-LDL and
homocysteine levels of patients with essential hypertension and healthy controls.

The study was performed on totally 129 essential hypertension patients (67 females, 32 males)
aged 50-73 years and 108 healthy controls (49 female and 59 male) aged 41-64 years.

The patient group has been selected from individuals with no disorder except essential
hypertension. Fasting blood samples were taken from all subjects. Ox-LDL and NO levels were
analyzed by commercially available ELISA kits hemocystein levels were measured by HPLC method.
Genetic analyses were performed by PCR-RFLP technique by using isolated DNA from blood samples.

No significant differences were found between eNOS gene intron 4a/b VNTR and exon 7
Glu298Asp (G894T) genotype frequencies of the groups.

However, significant differences were found between MTHFR gene C677T and A1298C
polymorphisms of the groups. We concluded that polymorphisms of MTHFR gene C677T and A1298C
may be significant risk factors in patients with EHT

In addition, homocysteine, NO and Ox-LDL levels of the patients were significantly higher
than those of the controls. Homocysteine, NO and Ox-LDL levels of the patients were 22.39+13.72
(mmol/L), 36.75+ 13.28 (microM) and 64.99+71.42 (U/L), whereas the same parameters of the controls
were 13.77+£5.42 (mmol/L), 27.27+£12.31 (microM), and 42.66+26.27 (U/L) respectively. We concluded
that high homocysteine and Ox-LDL levels constitute a significant risk in patients with EHT.

Key Words: Essential Hypertension, eNOS, MTHFR, Polymorphism

84



8. KAYNAKLAR

1. Adunsky A, Weitzman A, Flessig Y, et al. The relation of plasma total homocysteine levels to
prevalent cardiovascular disease in older patients with ischemic stroke. Aging (Milano) 2000:
12:48-52.

2. Akarasereenont P, Nuamchit T, Thaworn A, Leowattana W, Chotewuttakorn S, Khunawat P. Serum

nitric oxide level in patients with coronary artery disease. J Med Assoc Thai 2001;84 Suppl
3:5730-9.

3. Akkus I. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri, Mimoza Yaymcilik 1995;1-11,42-43,49-
50,54-56,61,63-64.

4, Aladag MA, Tiirkdz Y, Ozerol I.H. Nitrik Oksit ve Nérofizyopatolojik Etkileri. T. Klin Tip
Bilimleri. 2000; 20: 107-11

5. Albrecht EW, Stegeman CA, Heeringa P, Henning RH, van Goor H. Protective role of endothelial
nitric oxide synthase. J Pathol 2003;199(1):8-17.

6. Alfthan G, Pekkanen J, Jauhiainen M, et al. Relation of serum homocysteine and lipoprotein (a)
concentrations to atherosclerotic disease in a prospective Finnish population based study.
Atherosclerosis 1994; 106:9-19.

7. Alvarez R, Gonzalez P, Batalla A, Reguero JA, Cubero G, Hevia S, Cortina A, Merino E, Gonzalez
I, Alvarez V, Coto E. Association between the NOS3 (2786 T/C) and the ACE (I/D) DNA
Genotypes and Early Coronary Artery Disease. J Biol Chem. 2001; 5: 343-8.

8. Andreotti F, Burzotta F, Manzoli A, Robinson K, Homocysteine and risk of cardivascular disease. J
Thromb Thrombolysis 2000; 9:13-21.

9. Arnesen E, Refsum H, Bonaa KH, Ueland PM, Forde OH, Nordrehaug JE. Serum total
homocysteine and coronary heart disease. Int J Epidemiol 1995; 247-54

10. Anggard E. Nitric oxide: Mediatér, Murderer, and Medicine. Lancet.1994; 343: 1199-1206).

11.Bagley PJ, Jacob S. A common mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene is
associated with an accumulation of formylated tetrahydrofolates in red blood cells. Med Sci,
1998;95:13217-20.

12.Baykal Y, Tiiziin A, Kocabalkan F.Aterosklerozun Patogenezi T Klin J Med Sci 1998;18:,360-8.

13.Bedarida G, Kirn D, Blaschke TF, Hoffman BB. Venodilation in Raynaud's disease.
Lancet;342:1451-1454,1993. J;6:3051-64

14. Bellamy MF, McDowell IF. Putative mechanisms for vascular damage by homocysteine. J Inherit
Metab Dis 1997;20:307-15

15. Bellamy MF, McDowell IF, Ramsey MW, et al. Hyperhomocystemia after an oral methionine load
acutely impairs endothelial function in healthy adults. Circulation 1998;98.1848-52

16. Benes P, Kankova K, Muzik J, Groch L, Benedik J, Elbl L, Izakovicova-Holla L, Vaska A, Znojil
V, Vacha J.Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism, type Il diabetes mellitus,
coronary artery disease, and essential hypertension in the Czech population. Mol Genet Metab.
2001 Jun;73(2):188-95.

17.Blann AD. Endothelial cell damage and homocysteine. Atherosclerosis, 1993;94: 89-91.

18. Bogdan C. Nitric oxide and the regulation of gene expression, Trends Cell Biol., 2001; 11(2):66-75.

19. Barbato JE and Tzeng E Nitric oxide and arterial disease, J Vasc Surg.,2004; 40(1):187-93.

85


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Albrecht+EW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Stegeman+CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Heeringa+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Henning+RH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22van+Goor+H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Benes%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kankov%C3%A1%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Muz%C3%ADk%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Groch%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bened%C3%ADk%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elbl%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Izakovicov%C3%A1-Holl%C3%A1%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vask%C5%AF%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Znojil%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Znojil%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22V%C3%A1cha%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11386855

20.Benjafield AV, Morris BJ.Association analyses of endothelial nitric oxide synthase gene
polymorphisms in essential hypertension. Am J Hypertens. 2000 Sep;13(9):994-8.

21.Bossenge E. Coronary vasomotor responses: role of endothelium and nitrovasodilators. Cardiovasc
Drug Ther. 1994; 8(4): 601-10.

22.Boushey CJ, Beresford SA, Omenn GS, Motulsky AG. A quantitative assessment of plasma
homocysteine as a risk factor for vascular disease. Probable benefits of increasing folic acid
intakes. JAMA 1995; 274: 1049-57.

23.Buonout D, Garrido A, Suazo M, et al. Effects of supplementation with folic acid and antioxidant
vitamins on homocysteine levels and LDL oxidation in coronary patients. Nutrition
2000:16;107-10.

24.Cannon RO 3rd. Role of nitric oxide in cardiovascular disease: focus on the endothelium. Clin
Chem 1998; 44(8):1809-19.

25. Carr A, Frei B. The role of natural antioxidants in preserving the biological activity of endothelium
derived nitric oxide. Free Radical Biology Medicine 2000;28:1806-14.

26. Casas JP, Bautista LE, Humphries SE, Hingorani ADEndothelial nitric oxide synthase genotype and
ischemic heart disease: meta-analysis of 26 studies involving 23028 subjects, Circulation, 2004;
23;109(11):1359-65

27.Celemajer JC, Selhup J, Miller JW. The pathogenesis of homocystemia: interruption of the
coordinate regulation by S-adenosylmethionine of the remethylation and transsulfuration of
homocysteine. Am J Coll Nutr 1992; 55:131-8.

28. Celermajer DS, Sorensen K, Ryalls M, et al. Impaired endothelial function occurs in the Systemic
arteries of children with homozygous homocystinuria but not in their Heterozygous parents. J
Am Coll Cardiol 1993;22:854.

29. Cesari M, Zanchetta M, Burlina A, Pedon L, Maiolino G, Sticchi D et al.Hyperhomocysteinemia Is
Inversely Related With Left Ventricular Ejection Fraction and Predicts Cardiovascular Mortality
in High-Risk Coronary Artery Disease Hypertensives, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2005;
25:115-21.

30. Chambers JC, Mcgregor A, Jean-Marie J, Kooner JS. Acute hyperhomocystemia and endothelial
dysfunction. Lancet 1998;351:39-47.

31.Chen C, Halkos ME; Surowiciec SM, et al. Effects of homocysteine on smooth muscle cell
proliferation in both cell culture and artery perfusion culture models. J Surg Res 2000; 88:26-33.

32.Chobanian Av ve ark. The seventh report of the joint national commitee on prevention, detection
evaluation and treatment of high blood pressure (JNC VII). The JNC VII Report JAMA
2003;289:2560-72.

33. Colombo MG, Paradossi U, Andreassi MG, Botto N, Manfredi S, Masetti S, Biagini A, Clerico A.
Endothelial nitric oxide synthase gene polymorphisms and risk of coronary artery disease. Clin
Chem. 2003 Mar;49(3):389-95.

34.Cooke JP, Dzau V: Nitric oxide synthase: Role in the genesis of vascular disease; Annu Rev Med,
1997;48: 489-50.

35. Corbett JA, McDaniel ML: Intraislet release of interieukin-1 inhibits beta cell function by inducing
beta cell expression inducible nitric oxide synthase. J Exp Med; 1995;181:559-568.

86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Benjafield%20AV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morris%20BJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10981549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Cannon+RO+3rd%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Colombo%20MG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Paradossi%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andreassi%20MG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Botto%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Manfredi%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Masetti%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Biagini%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Clerico%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12600950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12600950

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

50

51.

Crabos M, Coste P, Paccalin M, Tariosse L, Daret D, Besse P, Bonoron-Adele S. Reduced basal
NO-mediated dilation and decreased endothelial NO-synthase expression in coronary vessels of
spontaneously hypertensive rats. J Mol Cell Cardiol 1997;29(1):55- 65.

Cevikel MH, Ozgiin H, Boylu S, Demirkiran AE, Sakarya S, Culhaci N. Nitric oxide regulates
bacterial translocation in experimental acute edematous pancreatitis. Pancreatology.
2003;3(4):329-35.

Demuth K, Moatti N, Hanon O, et al . Opposite effects of plasma homocysteine and the
methylenetetrahydrofolate reductase C677T mutation on carotid artery geometry in
asymptomaticadults. Thromb Vasc Biol, 1998;18:1838-43.

Deng F, Hu Q, Tang B, He F, Guo S, Chen J, Li F, Wu X, Zhang J, Zhang H, Zhao J, Zhong H, He
L, Li J, Zhang L, Wang S.Endothelial nitric oxide synthase gene intron 4, 27 bp repeat
polymorphism and essential hypertension in the Kazakh Chinese population. Acta Biochim
Biophys Sin (Shanghai). 2007 May;39(5):311-6.

Depre C, Havaux X, Renkin J, Vanoverschelde JL, Wijns W.Expression of inducible nitric oxide
synthase in human coronary atherosclerotic plaque. Cardiovasc Res. 1999 Feb;41(2):465-72.

De Artinano AA, Gonzalez VL. Endothelial dysfunction and hypertensive vasoconstriction.
Pharmacol Res. 1999 Aug;40(2):113-24.

De Bree A, Verschuren WM, Kromhout D, Mennen LI, Blom HIJHomocysteine and coronary heart
disease: the importance of a distinction between low and high risk subjects. Int J Epidemiol.
2002 Dec;31(6):1268-72; author reply 1271-2.

Dinavahi R, Falker B. Relationship of homocysteine with Cardiovascular Disease and Blood
Pressure. J Clin hypertens 2004; 6(9):494-500.

Dunn J, Title LM, Bata I, Johnstone DE, Kirkland SA, O’neill BJ et al. Relation of a common
mutation in methylenetetrahydrofolate reductase to plasma homocysteine and early onset
coronary artery disease, Clin Biochem, 1998; 31:95-100.

Ehara S, Ueda M, Naruko T, Haze K, Matsuo T, Ogami M, et al. Pathophysiological role of
oxidized low-density lipoprotein in plaque instability in coronary artery diseases, Journal of
Diabetes and Its Complications, 2002;16:60-64.

Eikelboom JW, Lonn E, Genest JrJ, Hankey G, Yusuf S. Homocyst(e)ine and cardiovascular
disease: a critical review of the epidemiologic evidence, Ann Intern Med,1999;131:363-75.

Ekmek¢i H, Ekmekgi OB, Erdine S, Sonmez H, Ataev Y, Oztiirk Z, Biitiin II, Giirel C, Kucur M,
Turfaner N, Ulutin T, Purisa S, Vural VAEffects of serum homocysteine and adiponectin levels
on platelet aggregation in untreated patients with essential hypertension. J Thromb
Thrombolysis. 2009 Nov;28(4):418-24.

Evans RW, Shaten BJ, Hempel JD, Cutler JA, Kuller LH. Homocyst(e)ine and risk of
cardiovascular disease in the Multiple Risk Factor Intervention Trial, Arterioscler Thromb Vasc
Biol, 1997;17:1947-53.

Fan FF, Huo Y, Wang X, Xu X, Wang BY, Xu XP, Li JP. Effect of enalapril on plasma
homocysteine levels in patients with essential hypertension. J Zhejiang Univ Sci B.
2010;11(8):583-91.

.Ferlito S, Gallina M. Nitrite plasma levels in acute and chronic coronary heart disease. Minerva

Cardioangiol 1997;45(11):553-8.

Fodinger M, Horl WH, Sunder-Plassman G. Molecular biology of 5,10- methylenetetrahydrofolate
reductase. J Nephrol,2000;13(1):20-33.

87


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Crabos+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Coste+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Paccalin+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Tariosse+L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Daret+D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Besse+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Bonoron%2DAdele+S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Mol%20Cell%20Cardiol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cevikel%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ozg%C3%BCn%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boylu%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Demirkiran%20AE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sakarya%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Culhaci%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12890996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Deng%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hu%20Q%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tang%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22He%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guo%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhao%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhong%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22He%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22He%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17492127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17492127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Depre%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Havaux%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Renkin%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanoverschelde%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wijns%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10341846
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22De%20Artinano%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gonzalez%20VL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10433869
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22De%20Bree%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Verschuren%20WM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kromhout%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mennen%20LI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Blom%20HJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12540734
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ekmek%C3%A7i%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ekmek%C3%A7i%20OB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Erdine%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22S%C3%B6nmez%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ataev%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ozt%C3%BCrk%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%BCt%C3%BCn%20II%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22G%C3%BCrel%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kucur%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Turfaner%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ulutin%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Purisa%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vural%20VA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19002385
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19002385
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fan%20FF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huo%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20BY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20XP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=fang%20fang%20fan%20effect
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Ferlito+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Gallina+M%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Minerva%20Cardioangiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Minerva%20Cardioangiol.');

52.Folsom AR, Nieto FJ, McGovern PG, Tsai MY, Malinow MR, Eckfeldt JH et al. Prospective study
of coronary heart disease incidence in relation to fasting total homocysteine, related genetic
polymorphisms, and B vitamins: the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) study,
Circulation, 1998;98,204-10.

53.Frosst P, Blom HJ, Milos R, Goyette P, Sheppard CA, Matthews RG, Boers GJ, den Heijer
M,Kluijtmans LA, van den Heuvel LP, Rozen R. A candidate genetic risk factor for
vasculardisease: a common mutation in Methylenetetrahydrofolat Reductase. Nat Genet.
1995;10;111-3.

54.Geller DA and Billiar TR Molecular biology of nitric oxide synthases, Cancer Metastasis Rev,
1998;17(1):7-23.

55. Gerritsen ME. Genetic variations in vascular endothelial growth factor and endothelial nitric oxide
synthase and their contributions to human disease, Microcirculation, 2005; 12(1):129-140.

56. Grisham MB. Reactive metabolites of axygen and nitrogen in biology and medicine. Biochem.
Biophsy Res Commun. 1997; 169: 70-5.

57. Gururajan P, Gurumurthy P, Victor D, Srinivasa Nageswara Rao G, Sai Babu R, Sarasa Bharati A,
Cherian KMPlasma total nitric oxide and endothelial constitutive nitric oxide synthase (ecNOS)
gene polymorphism: a study in a South Indian population. Biochem Genet. 2011;49(1-2):96-103.

58. Glines HV. Molekiiler Hiicre Biyolojisi. Eskisehir, Kaan Kitabevi, 2003:70-5.

59. Giiray A, Samanci N, Ovali F, Dagoglu T. Nitrik Oksit, Fizyolojisi ve Klinik Onemi. T. Klin Tip
Bilimleri. 1997; 17: 115-9

60. Hajjar KA. Homocysteine-induced modulation of tissue plasminogen activator binding to its
endothelial cell membrane receptor. J Clin Invest.1993; 91: 2873-79.

61. Hankey GJ, Eikelboom JW, Khoon HoW, van Bockxmeer FM. Clinical usefulness of plasma
homocysteine in vascular disease, MJA, 2004;181(6),314-8.

62. Hanratty CG, McAuley DF, McGurk C, et al. Homocysteine and endothelial vascular Function.
Lancet 1998;351:1288-9.

63. Harrap SB 1994 Hypertension: genes versus environment Lancet. 1994 Jul 16;344(8916):169-71.

64.Heux S, Morin F, Lea RA, Ovcaric M, Tajouri L, Griffiths LRThe methylentetrahydrofolate
reductase gene variant (C677T) as a risk factor for essential hypertension in Caucasians.
Hypertens Res. 2004 Sep;27(9):663-7.

65. Hevonoja T, Pentikainen MO, Hyvonen MT, Kovanen PT, Ala-Korpela M: Structure of Low-
Density Lipoprotein (LDL) Particles: Basis for Understanding Molecular Changes in Modified
LDL. Biochimica et Biophysica Acta. 2000; 1488: 189-200.

66. Hingorani AD, Liang CF, Fatibene J, Lyon A, Monteith S, Parsons A et. A common variant of the
endothelial nitric oxide synthase (Glu298>Asp) is a major risk factor for coronary artery disease
in the UK, Circulation, 1999; 5;100(14):1515-20.

67. Homberger G, Linnebank M, Winter C, et al. Genomic structure and transcript variants of the
human methylenetetrahydrofolate reductase gene. 2000;Eur J Hum Genet, 8:725-9.

68.Hui P, Nakayama T, Morita A, Sato N, Hishiki M, Saito K, Yoshikawa Y, Tamura M, Sato I,
Takahashi T, Soma M, Izumi Y, Ozawa Y, Cheng Z. Common single nucleotide polymorphisms
in Japanese patients with essential hypertension: aldehyde dehydrogenase 2 gene as a risk factor
independent of alcohol consumption. Hypertens Res. 2007;30(7):585-92.

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gururajan%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gurumurthy%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Victor%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Srinivasa%20Nageswara%20Rao%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sai%20Babu%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sarasa%20Bharati%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cherian%20KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21069449
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Lancet.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heux%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morin%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lea%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ovcaric%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tajouri%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Griffiths%20LR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=THE%20methylenetetrahydrofolate%20reductase%20GENE%20VAR%C4%B0ANT%20STEPHAN%C4%B0E%20HEUX
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hui%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakayama%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morita%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sato%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hishiki%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saito%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoshikawa%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tamura%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sato%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takahashi%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soma%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Izumi%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ozawa%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cheng%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=COMMON%20S%C4%B0NGLE%20NUCLEOT%C4%B0DE%20PENG%20HUI

69.1lhan N, Kiigiiksu M, Kaman D, ilhan N, Ozbay Y. The 677 C/T MTHFR polymorphism is
associated with essential hypertension, coronary artery disease, and higher homocysteine levels.
Arch Med Res. 2008;39(1):125-30.

70. Jacobsen DW. Homocysteine and vitamins in cardiovascular disease, Clinical Chemistry, 1998;
44.8(B), 1833-43.

71.Jemaa R, Ben Ali S, Kallel A, Feki M, Elasmi M, Taieb SH, Sanhaji H, Omar S, Kaabachi N.
Association of a 27-bp repeat polymorphism in intron 4 of endothelial constitutive nitric oxide
synthase gene with hypertension in a Tunisian population. Clin Biochem. 2009 Jun;42(9):852-6.

72.Jeremy JY, Rowe D, Emsley AM and Newby AC. Nitric oxide and the proliferation of vascular
smooth muscle cells, Cardiovasc Res., 1999;15;43(3):580-94.

73.Jialal I, Deveraj S Low-density lipoprotein oxidation, antioxidants, and atherosclerosis: a clinical
biochemistry perspective, Clinical Chemistry, 1996;42(4),498-506.

74.Johanning JM, Franklin PD, Man DC: Inhibition of inducible nitric oxide synthase limits nitric
oxide production and experimental aneurysm expansion. J Vasc Surg 2001,33: 579-586.

75.Juan PC, Gianpiero LC, Leonelo EB, Liam S, Steve EH, Hingorani AD. Endothelial nitric oxide
synthase gene Polymorphism and cardiavascular disease. Am J Epidemiol, 2006; 164: 921-35.

76.Kaplan NM. Systemic Hypertension: Mechanism and Diagnosis. Ed: Braunwald E In: Heart
Disease. 6th Edition. W.B. Saunders Company 2001; 941-71.

77.Kaplan NM: Clinical Hypertension, Williams & Wilkins, 7th edition, Section 1998;9-12, pp. 41-49,
281-363.

78. Katusic ZS, Caplice NM, Nath KA. Nitric oxide synthase gene transfer as a tool tostudy biology of
endothelial cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2003; 23: 1990-4.

79. Kavey RE, Daniels SR, Lauer RM, Atkins DL, Hayman LL, Taubert K. American Heart Association
guidelines for primary prevention of atherosclerotic cardiovascular disease beginning in
childhood. Circulation 2003; 107: 1562-6.

80. Khawaja MR, Taj F, Ahmad U, Saleheen D, Jafar T, Frossard PM.Association of endothelial nitric
oxide synthase gene G894T polymorphism with essential hypertension in an adult Pakistani
Pathan population. Int J Cardiol. 2007 Mar 2;116(1):113-5.

81.Kim JU, Chang HK, Lee SS, et al. Endothelial Nitric Oxide Synthase Gene Polymorphisms in
Behget’s Disease and Rheumatic Diseases with Vasculitis. Ann Rheum Dis. 2003; 62: 1083-7.

82. Kornitzer M, Dramaix M, De Backer G. Epidemiology of risk factors for hypertension: implications
for prevention and therapy. Drugs. 1999 May;57(5):695-712.

83. Kuklinska AM, Mroczko B, Musial WJ, Usowicz-Szarynska M, Sawicki R, Borowska H, Knapp M,
Szmitkowski M Diagnostic biomarkers of essential arterial hypertension: the value of
prostacyclin, nitric oxide, oxidized-LDL, and peroxide measurements. Int Heart J. 2009
May;50(3):341-51.

84.Kuch B, Bobak M, Fobker M, Junker R, Eckardstein A, Marmot M, Hense HW. Associations
between homocysteine and coagulation factors-A cross-sectional study in two populations of
central Europe. Thromb Res. 2001; 103: 265-273.

85. Lalovel JM 2001 Angiotensinogen in essential hypertension: from genetics to nephrology. J Am Soc
Nephrol. 2001 Mar;12(3):606-15.

86. Lambert J, van den BM, Steyn M, et al. Familial hyperhomocysteinemia and endotheliumdependent
vasodilation and arterial dispensability of large arteries. Cardiovasc Res 1999;42:1468-74.

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ilhan%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kucuksu%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaman%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ilhan%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ozbay%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18068006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jemaa%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ben%20Ali%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kallel%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Feki%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elasmi%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taieb%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sanhaji%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Omar%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaabachi%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19111531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khawaja%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taj%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ahmad%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saleheen%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jafar%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Frossard%20PM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16765468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kornitzer%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dramaix%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22De%20Backer%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10353295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuklinska%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mroczko%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Musial%20WJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Usowicz-Szarynska%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sawicki%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Borowska%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Knapp%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Szmitkowski%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=diagnostic%20biomarkers%20of%20essential%20arterial%20hypertension%20agnieszka%20m%20kuklinska
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Am%20Soc%20Nephrol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Am%20Soc%20Nephrol.');

87.Langman LJ, Wong BYY, Boggis C, et al. The prevalence and linkage disequilibrium of three
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene polymorphisms varies in difrent ethnic
groups presented at INABIS 98 www.mcmaster.ca/inabis98/cvdisease/langman0264/index.html.

88. Leeson CP, Hingorani AD, Mullen Mj, Jeerooburkhan N, Katternhorn M, Cole TJ, Muller DP,
Lucas A, Humphries SE, Deanfield JE. Glu 298 Asp endothelial nitric oxide synthase gene
polymorphism interacts with environmental and diatery factors to influence endothelial function.
Circ Res. 2002; 90: 1153-8.

89.le Noble FA, Stassen FR, Hacking WJ, Struijker Boudier HA: Angiogenesis and hypertension. J
Hypertens 1998;16:1563-72.

90.Lievers KJA, Boers GHJ, Verhoef V, et al. A secondcommon variant in
methylenetetrahydrofolatereductase (MTHFR) gene and 1ts relationship toMTHFR enzyme
activity, homocysteine andcardiovascular disease risk. Journal of Molecular Medicine Received,
2001, 1468-74..

91.Lifton RP 1996 Molecular genetics of human blood pressure variation. Science. 1996 May
3;272(5262):676-80.

92.Lin Zhang, Rui-Xing Yin, Wan-Ying Liu, Lin Miao, Dong-Feng Wu, Lynn Htet Htet Aung, Xi-
Jiang Hu, Xiao-Li Cao, Jin-Zhen Wu, Shang-Ling Pan. Association of methylenetetrahydrofolate
reductase C677T polymorphism and serum lipid levels in the Guangxi Bai Ku Yao and Han
populations. Zhang et al. Lipids in Health and Disease 2010, 9:123.

93. Lowenstein CJ, Dinerman JL, Snyder SH. Nitric oxide: A physiologic messenger. Ann Intern. Med.
1994; 120: 227-37.

94. Lucas L, Soriano FG and Szabo C Biology of nitric oxide signaling, Crit Care Med., 2000; 28(4
Suppl):37-52.

95. Maiorana A, O'Driscoll G, Taylor R, Green D. Exercise and the nitric oxide vasodilator system.
Sports Med. 2003;33(14):1013-35.

96. Marin J and Rodriguez-Martinez MA Role of vascular nitric oxide in physiological and pathological
conditions, Pharmacol Ther., 1997;75(2):111-34.

97.Markan S, Sachdeva M, Sehrawat BS, Kumari S, Jain S, Khullar M. MTHFR 677 CT/MTHFR 1298
CC genotypes are associated with increased risk of hypertension in Indians. Mol Cell Biochem.
2007 Aug;302(1-2):125-31.

98. Marsden PA, Heng HH, Scherer SB, Sterward RJ, Hall AB, Shi XM. Structure and Chromosomal
Localization of the Human Constitutive Endothelial nitric Oxide Synthase Gene. J. Biol. Chem.
1993; 268.

99. Matyar S, Attila G, Acartiirk E, Akpinar O, Inal T. eNOS gene intron 4 a/b VNTR polymorphism is
a risk factor for coronary artery disease in Southern Turkey. Clin Chim Acta. 2005;354(1-2):153-
8.

100. Mc Donald Dm, Alp NJ, Channon KM. Functional comparision of the endothelial nitric oxide
synthase Glu298Asp polymorphic variants in human endothelial synthase. Pharmacogenetics.
2004; 14(12): 831-9.

101. Mertens A, Holvoet P Oxidized LDL and HDL: antagonists in atherothrombosis, FASEB J,
2001;15,2073-84.

102. Miyamoto Y, Saito Y, Kajiyama N, Yoshimura M, Shimasaki Y, Nakayama M, Kamitani S,
Harada M, Ishikawa M, Kuwahara K, Ogawa E, Hamanaka |, Takahashi N, Kaneshige T,
Teraoka H, Akamizu T, Azuma N, Yoshimasa Y, Yoshimasa T, Itoh H, Masuda I, Yasue H,
Nakao K. Endothelial nitric oxide synthase gene is positively associated with essential
hypertension. Hypertension. 1998;32(1):3-8.

90


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Science.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maiorana%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Driscoll%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taylor%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Green%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14599231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Markan%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sachdeva%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sehrawat%20BS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kumari%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jain%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khullar%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MTHFR%20677%20CT%2FMTHFR%201298%20CC
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matyar%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Attila%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Acart%C3%BCrk%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akpinar%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Inal%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15748612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Miyamoto%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saito%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kajiyama%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoshimura%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shimasaki%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakayama%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kamitani%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Harada%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ishikawa%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuwahara%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ogawa%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hamanaka%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takahashi%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaneshige%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teraoka%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akamizu%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Azuma%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoshimasa%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoshimasa%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Itoh%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Masuda%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasue%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakao%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9674630

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112,

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Moe KT, Lim ST, Wong P, Chua T, DeSilva DA, Koh TH, Wong MC, Chin-Dusting J.
Association analysis of endothelial nitric oxide synthase gene polymorphism with primary
hypertension in a Singapore population. J Hum Hypertens. 2006;20(12):956-63.

Moghadasian MH, McManus BM, Frohlich JJ. Homocyst () ine and coronaryartery disease. Arch
Intern Med 1997; 157: 2299-2308

Moller J, Christensen L, Rasmussen K. An external quality assessment study on the analysis of
methylmalonic acid and total homocysteine in plasma. Scand J Clin Lab Invest 1997;57:613-9.

Moller J, Rasmussen K, Christensen L. External quality assessment of methylmalonic acid and
total homocysteine. Clin Chem 1999;45:1536-42.

Moncada S, Palmer RMJ, Higgs EA: Nitric oxide: physiology, pathophysiology and
pharmacology. Pharmacol Rev; 1991;43:109-142.

Mongeau JG ve ark 1986 The influence of genetics and household environment upon the
variability of normal blood pressure: the Montreal Adoption Survey. Clin Exp Hypertens A.
1986;8(4-5):653-60

Mustafina OE, Shagisultanova EI, Nasibullin TR, Tuktarova IA, Bikmeeva AM, Poliudova ON,
Khusnutdinova EK. [Endothelial nitric oxide synthase gene minisatellite polymorphism: study in
populations of the Volga-Ural region and analysis of associations with myocardial infarct and
essential hypertension]. Genetika. 2001;37(5):668-74.

Nathan C. Nitric oxide as a secretory product of mammalian cells. Foseb J;61992;3051-3064.

Nejatizadeh A, Kumar R, Stobdan T, Goyal AK, Sikdar S, Gupta M, Javed S, Pasha
MAEndothelial nitric oxide synthase gene haplotypes and circulating nitric oxide levels
significantly associate with risk of essential hypertension. Free Radic Biol Med. 2008 Jun
1;44(11):1912-8.

Nishinaga M, Ozawa T, Shimada KHomocysteine, a thrombogenic agent, suppresses anticoagulant

heparan sulfate expression in cultured porcine aortic endothelial cells. J Clin Invest. 1993

Sep;92(3):1381-6.

Norman MK, Liberman E:Primary Hypertension Pathogenesis (in) Clinical Hypertension, Fifth
Edition, Williams and Williams, New York,1998, 41-88,

O’Donnell C, Liew E. Immunological aspects of nitric oxide. The Biochemist; 1994;16;19-22.
Periaswamy R, Gurusamy U, Shewade DG, Cherian A, Swaminathan RP, Dutta TK, Jayaraman
B, Chandrasekaran AGender specific association of endothelial nitric oxide synthase gen
(Glu298Asp) polymorphism with essential hypertension in a south Indian population. Clin Chim
Acta. 2008;395(1-2):134-6.

Pfeiffer CM, Huff DL, Smith SJ, Miller DT, Gunter EW. Comparison of plasma total
homocysteine measurements in 14 laboratories: an international study. Clin Chem 1999;45:1261-
8.

Pfanzagl B, Tribl F, Koller E, Moslinger T. Homocysteine strongly enhancedmetal-catalyzed LDL
oxidation in the presence of cystine and cysteine. Atherosclerosis 2003; 168: 39-48.

Powell JT, Higman DJ. Smoking, nitric oxide and the endothelium. Br J Surg. 1994; 81: 785-7.
Raymond D. Adams, Maurice Victor, Allan H. Ropper. Principles of Neorology, 6th ed.1997, 979.

Ren JF, Pancholy SB, Iskandrian AS. Doppler echocardiographic evaluation of the spectrum of
left ventricular diastolic dysfunction in essential hypertension. Am Heart J, 1994; 127: 906-13.

91


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moe%20KT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lim%20ST%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wong%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chua%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22DeSilva%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koh%20TH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wong%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chin-Dusting%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17024134
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Exp%20Hypertens%20A.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mustafina%20OE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shagisultanova%20EI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nasibullin%20TR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tuktarova%20IA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bikmeeva%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Poliudova%20ON%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khusnutdinova%20EK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11436560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nejatizadeh%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kumar%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stobdan%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goyal%20AK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sikdar%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gupta%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Javed%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pasha%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pasha%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18325347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nishinaga%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ozawa%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shimada%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8376590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Periaswamy%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gurusamy%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shewade%20DG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cherian%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Swaminathan%20RP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dutta%20TK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jayaraman%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jayaraman%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chandrasekaran%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=ramu%20periaswamy
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=ramu%20periaswamy

121.

122,

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Rodriguez-Esparragon FJ, Rodriguez-Pérez JC, Macias-Reyes A, Alamo-Santana F. Peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma2-Pro12Ala and endothelial nitric oxide synthase-4a/bgene
polymorphisms are associated with essential hypertension. J Hypertens. 2003 Sep;21(9):1649-
55.

Ross J Jr: Cardiovascular System: Heart failure, hypertrophy, and other abnormal cardiovascular
states, in Best and Taylor’s Physiological Basis of Medical Practice, Williams & Wilkins, 12th
edition, pp. 1990:315-8.

Ross R. The pathogenesis of atherosclerosis: a perpective for the 1990s. Nature 1993;362:801-9

Orem C, Orem A, Uydu HA, Celik S, Erdal C, Kural BV. The effects of lipid-lowering therapy on
low-density lipoproteinoxidation and plasma total antioxidant status. Coron Artery Dis
2002;13:65-71.

Ozekin A, Deger O: LDL Oksidasyonu ve Etkileri. ibni Sina Tip Dergisi. 2001;6:125-32.

Sans S, Kesteloot H, Kromhout D. The burden of cardiovascular diseases mortality in Europe.
Task Force of the European Society of Cardiology on Cardiovascular Mortality and Morbidity
Statistics in Europe. Eur Heart J 1997; 18: 1231-48

Sawvvidou MD, Vallance PJ, Nicolaides KH, Hingori AD. Endothelial nitric oxide synthase gene
polymorphism and maternal vascular adaptation to pregnancy. Hypertansion. 2001; 38: 1289-93.

Schneider JA, Rees DC, Liu YT, et al. Worldwide distributionof a common
methylenetetrahydrofolate reductase mutation. Am J Hum Genet, 1998; 62:1258-60.

Sell SM, Lugemwa PR. Development of a higly accurate, rapid PCR-RFLP genotyping assay for
the methylenetetrahydrofolate reductase gene. Genet. Test, 1999;3:287-9.

Sessa WC. Regulation of endothelial derived nitric oxide in health and disease. Mem Inst Oswaldo
Cruz. 2005;100 Suppl 1:15-8.

Shaw PX, Horkko S, Tsimikas S, Chang Mi-K, Palinski W, Silverman GJ et al Human-Derived
Anti-Oxidized LDL Autoantibody Blocks Uptake of Oxidized LDL by Macrophages and
Localizes to Atherosclerotic Lesions In Vivo, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2001;21,1333-9.

Shimada K, Mokuno H, Masunaga E, Miyazaki T, Sumiyoshi K, Miyauchi K et al. Circulating
oxidized low-density lipoprotein is an independent predictor forcardiac event in patients with
coronary artery disease, Atherosclerosis, 2004, 174:343-7.

Shpichinetsky V, Raz I, Friedlander Y, et al. The association between two common mutations
C677T and A1298C in human methylenetetrahydrofolate reductase gene and the risk for diabetic
nephropathy in type Il diabetic patients. J Nutr, 2000;130: 2493-7.

Stamler JS, Osborne JA, Jaraki O, et al. Adverse vascular effects of homocysteine are modulated
by endothelium-derived relaxing factor oxides of nitrogen. J Clin Invest 1993;91:308-8.

Stefanovic-Racic MS, Stadler J, Evans CH. Nitric oxide and arthritis. Arthritis Rheum;
1993;36:1036-44.

Steinerova A, Racek J, Stozicky F, Zima T, Fia-lova L. Antibodies against oxidized LDL-theory
and clinical use. Physiol Res 2001;50:131-41.

Still RA, McDowell IF. Clinical implications of plasma homocysteine measurement in
cardiovascular disease, J Clin Pathol, 1998;51:183-8.

Suvara K Wattanapitayakul, Michael J. Mihm: Therapeutic implications of human endothelial
nitric oxide synthase gene polymorphism. Trends in Pharmacological Sciences 2001;22:7.

92


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodr%C3%ADguez-Esparrag%C3%B3n%20FJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodr%C3%ADguez-P%C3%A9rez%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mac%C3%ADas-Reyes%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alamo-Santana%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12923396
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Sessa+WC%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mem%20Inst%20Oswaldo%20Cruz.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mem%20Inst%20Oswaldo%20Cruz.');

139.

140.

141.

142,

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154,

Suzuki T, Kohno H, Hasegawa A, Toshima S, Amaki T, Kurabayashi M et al (2002) Diagnostic
implications of circulating oxidized low density lipoprotein levels as a biochemical risk marker
of coronary artery disease, Clinical Biochemistry, 35:347-53

Siileymanlar G, Biberoglu K, Kutsal YG, Unal S. Hipertansiyon tedavisinde Giincel yaklagim.
Modern Tip Seminerleri: 6. Giines itabevi Ltd.Sti. 2000;9.

T.Deeparani, M.Radhakrishna Pillai and T.Elavazhagan. Detection of MTHFR C677T and
A1298C Gene Polymorphism in Congenital Heart Disease. Middle-East Journal of Scientific
Research 4 (2) ,2009:127-32.

Tan JC, Zhu ZM, Zhu SJ, Yu CQ, Liu XL, Wang HY, Wang L. [Study on the relationship between
nitric oxide synthase gene G894T polymorphism and hypertension related risk factors in patients
with essential hypertension in Chongging city]. Zhonghua Liu Xing Bing Xue Za Zhi. 2004
Feb;25(2):158-61.

Tang L, Mamotte CD, Van Bockxmeer FM, Taylor RR. The effect of homocysteine on DNA
synthesis in cultured human vascular smooth muscle. Atherosclerosis 1998;136:169-73.

Tang W, Yang Y, Wang B, Xiao C. Association between a G894T polymorphism of eNOS gene
and essential hypertension in Hani and Yi minority groups of China. Arch Med Res. 2008
Feb;39(2):222-5.

Tawakol A, Omland T, Gerhard M, et al. Hyperhomocysteinemia is associated with impaired
endothelium-dependent vasodilation in humans. Circulation 1997;95:1119-21.

Tesaura M, Thompson WC, Rogliani P, Qi L, Chaudhary PP, Moss J. Intracellular processing of
endothelial nitric oxide synhase isoform associated with differences in severity of
cardiapulmonary disease: cleavage of proteins with aspartate vs. glutamate at position 298. Proc
Natl Acad Sci USA. 2000; 6: 2832-5.

Trabetti Elisabetta, Biscuola Michele, Cavallari Ugo, Malerba Giovanni, GirelliDomenico,
Olivieri Oliviero, Martinelli Nicola, Corrocher Roberto and Pignatti PierFranco. On the
association of the oxidised LDL receptor 1 (OLR1) gene in patients withacute myocardial
infarction or coronary artery disease. European Journal of HumanGenetics 2006; 14, 127-30.

Tripodi A, Chantarangkul V, Lombardi R, Lecchi A, Mannucci PM, Cattaneo M. Multicenter
study of homocysteine measurement-performance characteristics of different methods, influence
of standards on interlaboratory agreement of results. Thromb Haemost 2001;85:291-5.

Tsimikas S, Witztum JL. Shifting the diagnosis and treatment of atherosclerosis to children and
young adults: a new paradigm for the 21st century. J Am Coll Cardiol 2002; 40: 2122-4.

Tiirkoz Y, Ozerol E. Nitrik Oksit’in Etkileri ve Patolojik Rolleri, Journal of Turgut Ozal Medical
Center.1997; 4(4): 453-461.

Toshima S, Hasegawa A, Kurabayashi M, Itabe H, Takano T, Sugano J, Shimamura K, Kimura J,
Michishita I, Suzuki T, Nagai R: Circulating Oxidized Low Density Lipoprotein Levels.
Atheroscler Thromb Vasc Biol. 2000;20: 2243-7.

Tylicki L, Fodinger M, Puttinger H, Rutkowski P, Strozecki P, Tyszko S, Rutkowski B, Horl WH.
Methylenetetrahydrofolate reductase gene polymorphisms in essential hypertension relation: with
the development of hypertensive end-stage renal disease. Am J Hypertens. 2005;18(11):1442-8.

Ubbink JB, Vermaak WJH, Bennett JM, Becker PJ, van Staden DA and Bissbort S. The
prevalence of homocystinemia and hypercholesterolemia in angiographically defined coronary
heart disease. Wochenschr.1991; 69: 527.

Ueland PM, Refsum H. Plasma homocysteine, a risk factor for vascular disease: plasma levels in
health, disease and drug therapy. J Lab Clin Med 1989; 114: 473- 501.

93


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tan%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhu%20ZM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhu%20SJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20CQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20XL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20HY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15132873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tang%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xiao%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18164968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tylicki%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22F%C3%B6dinger%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Puttinger%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rutkowski%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Strozecki%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tyszko%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rutkowski%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22H%C3%B6rl%20WH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16280279

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

Usmar VD, Radomski M. Free radicals in the vasculature: The good, the bad and the ugly.
Biochemist; 1994;16:15-22.

Vanhoutte PM. Endothelium vasculaire et tonus vasomoteur. Rev Med Liege 1995;50:418-42.

Verhoef P., Stampfer MJ., Buring JE., Gaziano JM., Allen RH., Stabler SP., Reynolds RD., Kok
FJ., Hennekens CH. and Willett WC. Am. J. Epidemiol 1996;143: 845-59.

Violi F, Micheletta F,Luliano L. Antioxidants and atherosclerosis, Eur Heart J Supplements
2002;4(B):17-21.

Young IS, McEneny J (2001) Lipoprotein oxidation and atherosclerosis, Biochemical Society
Transactions, 29(2),358-62.

Yoon Y, Song J, Hong SH, Kim JQ Plasma nitric oxide concentrations and nitric oxide synthase
gene polymorphisms in coronary artery disease. Clin Chem. 2000 Oct;46(10):1626-30

Wang HG, Wang JL, Chang P, Cao FL, Liu XC, Ma YB, Zhai GX, Gao HQEndothelial nitric
oxide synthase gene polymorphisms and essential hypertension in Han Chinese. Genet Mol Res.
2010 Sep 21;9(3):1896-907.

Wang XL, Sim AS, Badenhop RF, Badenhop RF, McCredie RM, Wilcken DE. A smoking
depentent risk of coronoy artery disease associated with a polymorphism of the endothelial nitric
oxide synthase gene. Nat Med, 1996; 2: 41-5.

Wang XL, Wang J. Endothelial nitric oxide synthase gene sequence variations and vascular
disease. Molecular genetic and metabolism 2000;70:241-51.

Weinbrenner T, Cladellas M, Covas MI, Fito M, Tomas M, Senti M et al. High oxidative stress in
patients with stable coronary heart disease, Atherosclerosis, 2003;168:99-106.

Welch GN, Loscalzo J. Homocysteine and atherothrombosis. N Eng J Med 1998; 338(15): 1042-
50.

Woo KS, Saderson JE, Sun YY, et al. Hyperhomocyst(e)inemia is a risk factor for arterial
endothelial dysfunction in humans. Circulation 2000;101-16.

Yeksan M. Esansiyel hipertansiyon patogenezi. Tipmed, 2005; 9: 7-14.

94


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoon%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Song%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hong%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20JQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11017941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20HG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chang%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cao%20FL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20XC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ma%20YB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhai%20GX%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gao%20HQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20882485

9. OZGECMIS

1974 yilinda Konya'da dogdu. Ilk, orta ve lise egitimini Konya'da
tamamladiktan sonra 1997 yilinda Selguk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Béliimiinde Lisans, 2001 yilinda da Mugla Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii Kimya Boliimiinde Yiiksek Lisans egitimini tamamladi.

95



