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OZET

Diinyada her yil 1 milyon kisiden 50-250’si son dénem bdbrek yetmezligine
girmektedir. SDBY’nin tedavisi oldukga zor, masrafli ve hasta yakinlari igin de ¢ok
yipratici olmaktadir. Bu hasta grubunda kardiyovaskiler komplikasyonlar 61imin en
onemli sebebidir. Kardiyovaskdler olaylarin temelin de de ateroskleroz yatmaktadir.

SDBY’de aterosklerozun patogenezinde NO sistemindeki degisikliklerin
bilinmesinden dolay1 biz bu ¢alismada eNOS enzimindeki genetik polimorfizmin de
bu kosullarda etkili olup olmadigini ve bu hipotezin ADMA birikimi ile iliskili olup
olmadigini arastirmayi hedefledik. Calismamizda GIlu298Asp varyantini kodlayan
G/T polimorfizmini arastirmay! planladik. Bu gendeki polimorfizm, protein
diziliminde degisiklige neden olan ve NO sentezi ile iliskili olan bir polimorfizmdir.
intima medya kalinhgi, Glu298Asp varyanti, ADMA, arjinin ve NO dizeylerini
SDBY’li bir grup hastada ve saglikh kontrol bireylerinde karsilastirilip
degerlendirmeyi amacladik.

Cahismamizda 200 SDBY (130 Hemodiyaliz ve 70 Periton diyalizi) hastasi ve
100 saglikli kontrol incelendi. eNOS Glu298Asp genotip dagi mlarinda ve allel
sikliklarinda kontrol ile SDBY grubu arasinda onemli bir farklihk gorilmedi.
ADMA, SDMA ve IMK degerleri SDBY grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak yuksek tespit edildi (p<0.05). Plazma NO dizeyleri; HD grubunda kontrol
grubuna gore ylksek olmakla beraber bu artis istati stiksel olarak anlamli degildi.
SDBY’li hastalarda aterosklerotik risk faktorleri karsilastirildiginda, IMK ile yas,
total kolesterol, LDL kolesterol ve ADMA arasinda pozitif korelasyon; HDL
kolesterol ile negatif korelasyon saptadik. IMK ile sistolik ve diyastolik kan
basinclari arasinda ise anlamli bir iliski bulunamadi.

Sonug olarak, eNOS Glu298Asp polimorfizminin SDBY gelisme riski ve
SDBY’de gorulen aterosklerotik degisiklikler Gzerine dogrudan bir etkisi
bulunmamistir.  SDBY’li hastalarda ADMA, SDMA ve MK &lciimleri nin
ateroskleroz gelisimini belirlemede faydali olabilecegi gortilmektedir.

Anahtar kelimeler: SDBY, ADMA, eNOS polimorfizmi, IMK, NO



ABSTRACT

Atherosclerosis and the Glu298Asp Polymorphism of the eNOS Gene in patients
under dialysis treatment

Every year in the world 50-250 person from 1 million goes to end stage renal
disease. Treatment of ESRD is very difficult, expensive and very abrasive for the
relatives of the patient. In this patient group cardiovascular complications are the
major cause of death. Atherosclerosis lies in the basis of cardiovascular
complications.

The changes in NO system is well known in the pathogenesis of
atherosclerosis in patients with ESRD so in this study we wanted t o explore if
genetic polymorphism of eNOS enzyme is related to this situation and whether this
hypothesis is related to the accumulation of ADMA or not. In this study we planned
to focus on Glu298Asp variant which codes a G/T pol ymorphism. This
polymorphism in this gene makes a change in the protein arrangement and is related
to NO synthesis. We studied intima media thickness, eNOS GIlu298Asp gene
polymorphism, ADMA, Arginine and NO values in a group of patients with ESRD
and healthy controls.

We included 200 ESRD (130 Hemodialysis and 70 Peritoneal Dialysis)
patients and 100 healthy controls to our study. For eNOS Glu298Asp polymorphism
genotype distributions and allele frequencies was not significantly different between
controls and ESRD group. In patients with ESRD; ADMA, SDMA and IMT values
were significantly higher than healthy controls (p<0.05). Plasma NO values were
higher in HD group than in controls but this was not statistically significant. When
atherosclerotic risk factors were compared in patients with ESRD; we found a
positive correlation between IMT, age, total cholesterol, LDL cholesterol and
ADMA and negative correlation with HDL cholesterol. We did not establish a
significant relationship between IMT and systolic and diastolic blood pressure.

In conclusion, data obtained from the present study indicates that; eNOS
Glu298Asp gene polymorphism is neither associated with the development of ESRD
nor has a direct affect on the atherosclerotic changes in patients with ESRD.
Measurement of ADMA, SDMA and IMT can be useful to identify the development
of atherosclerosis.

Key Words: ESRD, ADMA, eNOS polymorphism, IMT, NO
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1. GIRIS
1.1. Kronik Bébrek Yetmezligi
Kronik bébrek yetmezligi (KBY), cesitli hastaliklara bagli olarak nefronlarin
ilerleyici ve diizelmesi mimkin olmayan kaybi ile karakterize olan bir sendromdur.
Glomerdler filtrasyon hizi (GFH) genellikle aylar ve/veya yillar icinde giderek azalir
ve bu azalma temelde yatan nedene gore blyik degiskenlik gosterir. Bobrek
yetmezligi olan bir olguda;
e Uc ay veya daha uzun siiren azotemi
e Uzun sireli Gremik belirti ve bulgular
o Renal osteodistrofi belirti ve bulgulari
e Anemi
e Hiperfosfatemi
e Hipokalsemi
e idrar sedimentinde genis silendirler
¢ Radyolojik incelemelerde iki tarafl kiclk bobrekler;
kronik hastalik gostergeleridir. Bu 6zellikler KBY’yi akut bobrek yetmezliginden
ayirir. Klinik agidan KBY, asemptomatik bdbrek fonksiyon azalmasindan dremiye
kadar degisen bir spektrum gosterir. Aslinda bobrek yetmezliginin evreleri birbiri
icine girmis olup kesin sinirlarla ayrilmasi mimkin degildir. Ancak, fonksiyonel
degisikliklere gore evrelendirmek klinik agidan yararlidir (1).
Uluslararasi ¢alisma grubunun tanimlamasinda KBY bes evreye ayrilmistir
(K/DOQL; Kidney/Dialysis Outcome Quality Initiative) (Tablo 1) (2).

Tablo 1. Kronik Bobrek Yetmezliginin Uluslararasi Tanimi

Tanim GFH Planlama
(ml/dk/1.73m%)

Normal veya artmis GFH ile >90 Teshis, beraberindeki hastaliklarin

birlikte renal hasar tedavisi, ilerleyisin énlenmesi,
kardiyovaskdler risk azaltiimasi.

Hafif dizeyde azalmis GFH ile 60-89 llerlemeyi degerlendirme, énlem

renal hasar alma

Orta derecede azalmig GFH 30-59 Degerlendirme ve komplikasyon
tedavisi

Ciddi derece azalmis GFH 15-29 Renal replasman tedavisi i¢in
hazirlik

Bdbrek yetmezligi <15 Renal replasman tedavisi



KBY’nin erken evresinde sadece bobregin fonksiyonel rezervinde azalma
vardir. Bobregin atihm, biyolojik ve diizenleyici fonksiyonlari genellikle iyi oldugu
icin Klinik belirti veya bulgu yoktur.

Orta evrede; bobrek yetmezliginde azotemi olusur ve bazi Klinik belirtiler
ortaya cikabilirse de (anemi gibi) ¢ogunlukla hastalar asemptomatiktir. Ger¢i bu
evrede bol su icme ve polidri, nokturi baslamistir ama genellikle hasta bu olay yavas
gelistigi takdirde durumun farkinda degildir. Ancak infeksiyon, hipovolemi, Uriner
sistemde bir tikanma ve nefrotoksik ilag kullanimi gibi araya giren akut stresler
hastayl hizla Gremik tabloya sokar. Geri dontsumi muimkin olan faktorlerin
giderilmesi ile hasta siklikla tekrar eski durumuna do ner.

ileri evreye ulasmis bobrek yetmezliginde GFH 25-30 ml/dk’nin altina
dismustir. Bobregin atilim, biyosentez ve dizenleyici fonksiyonlarinin biytk
Olclide bozulmasi, Klinik belirti ve bulgularin (anemiye bagh devamli halsizlik,
noktiri ve yaygin kemik agrilari gibi) ortaya ¢cikmasina neden olur.

Son dénem bobrek yetmezliginde (SDBY) ise bobrek fonksiyonlarinin ileri
derecede kaybi sonucunda giderek artan azotemi ve hemen hemen her organ sistemi
ile ilgili belirti ve bulgular ortaya c¢ikar. Son dénemde ort aya ¢ikan bu klinik sendrom
tremi olarak tanimlanir (1).

1.1.1. insidans ve Epidemiyoloji

KBY bircok nedene bagh olarak gelisebilir ve bu nedenlerin sikhgi tlkelere
gore degismektedir. ABD’de son dénem bobrek ye tmezligi sebeplerinin %39’unu
diabetes  mellitus, %26’sin1  hipertansiyon ve %11’ini  glomerulonefrit
olusturmaktadir (3). Tirkiye’de SDBY nedenleri ile ilgili en saghkh veriler Tirk
Nefroloji Dernegi tarafindan elde edilmistir. Turk Nefroloji Dernedi—2007 Registry
raporuna gore 2007 yili icinde KBY saptanan olgularin etyolojik dagilimi Tablo 2’de
belirtilmektedir. Ulkemizde KBY saptanan olgularda kronik bébrek ye tmezligine
gotaren ilk Gg neden kronik glomerulonefrit, diyabet ve hipertansiyon olarak
bulunmustur (4).



Tablo 2. Kronik Bobrek Yetmezligi N edenleri (4)

HASTALIK TURKIYE (%)
Glomerulonefrit - 9.4
Diabetes Mellitus (Tip 1 ve Tip 2 birlikte) 26.1
Hipertansiyon 244
Polikistik Bobrek Hastahig 4.4
Piyelonefritler 4.1
Renal vaskiler hastalik 1.0
Renal amiloidoz (primer veya sekonder) 2.4
Bilinen diger nedenler 7.9
Nedeni bilinmeyen 18.4
Bilgi yok 1.8

1.1.2. Kronik Bobrek Yetmezliginde Klinik Bulgular

Sivi-Elektrolit Bozukluklari: Hipovolemi, hipervolemi, hipernatremi,
hiponatremi, hipokalsemi, hiperpotasemi, hipopotasemi, hiperfosfatemi, metabolik
asidoz, hipermagnezemi.

Sinir Sistemi: Stupor, koma, konusma bozukluklari, uyku bozukluklari,
demans, konviilsiyon, polindropati, basagrisi, sersemlik, irritabilite, kramp,
konsantrasyon bozukluklari, yorgunluk, huzursuz bacak (restless leg) sendromu, tik,
tremor, myoklonus, terleme fonksiyonlarinda bozulma, ruhsal bozukluklar.

Gastrointestinal Sistem: Hickirik, parotit, gastrit, istahsizlk, stomatit,
pankreatit, Ulser, bulanti, kusma, gastrointestinal kanama, kronik hepatit, motilite
bozukluklari, 6zafajit (kandida, herpes gibi firsatci etkenlere baglh), intestinal
obstruksiyon, perforasyon, asit.

Hematoloji-immunoloji: ~ Normokrom  normositer — anemi,  eritrosit
frajilitesinde artis, kanama, lenfopeni, infeksiyonlara yatkinlik, immin hastaliklarin
yatismasl, kanser, mikrositik anemi (aliminyuma bagh), asiyl a saglanan immunitede
azalma, tuberklin gibi tanisal testlerde bozulma.

Kardiyovaskuler Sistem: Perikardit, ddem, hipertansiyon, kardiyom iyopati,

hizlanmis ateroskleroz, aritmi, kalp kapak hastalig.



Pulmoner Sistem: Plevral sivi birikimi, Gremik akciger, pulmoner 6dem
olusumu.

Cilt: Kasinti, gecikmis vyara iyilesmesi, solukluk, tirnak atro fisi,
hiperpigmentasyon, tremik dokiintd, tlserasyon, nekroz.

Endokrin Sistem: Glukoz intoleransi, hiperlipidemi, hiperparatiroidi,
blyume geriligi, hipogonadizm, impotans, libido azalmasi, hiperlrisemi,
malndtrisyon, hiperprolaktinemi.

Kemik: Uremik kemik hastali§i, hiperparatiroidi, amiloidoz (B2-
mikroglobulin), D vitamini metabolizmasi bozukluklari, artrit.

Diger: Susuzluk, kilo kaybi, hipotermi, tremik agiz kokusu, miyopati,
yumusak doku Kalsifikasyonu, akkiz renal kistik hastalik, karpal tinel sendromu,
nokturi sayilabilir (1).

1.1.3. Tedavi Secenekleri

Son dénem bobrek yetmezligi, ¢ farkh tedavi secenegine sahip olmasiyla
diger son dénem organ yetersizliklerinden ayrilir. Bu tedavi secenekleri sirasiyla
hemodiyaliz (HD), periton diyalizi (PD) ve bobrek transplantasyonundan
olusmaktadir. Bu renal replasman tedavilerinin (RRT) her biri kendine 6zgi yararlar
ve risklere sahiptir.

Replasman tedavilerinin secimi, hastanin Kklinigine ve tercihine gore
ayarlanmaktadir. Bu tedavilerin birbirinin alternatifi veya tamamlayicisi olabilecegi
ve klinik duruma gore tedavi seciminin ayarlanabilecedi hekim ve hasta tarafindan
bilinmelidir. Burada Kilit nokta, ilerleyici bobrek yetmezli §i olan hastalarin erken
tespit edilmesi ve bu hastalarin yasam tarzlarina ve sosyo ekonomik duzeylerine
uygun tedavinin secilmesidir. Tedavi seklinin erken belirlenmesi, acil servise
basvurulari, gelisebilecek komplikasyonlari ve maliy eti 6nemli 6l¢ude azaltmaktadir
().

1.1.3.1. Hemodiyaliz

1946 yilinda Willem Koff tarafindan ilk hemod iyaliz uygulamasi, baslangigta
akut bobrek yetmezliginin tedavisinde, 1960'lardan itibaren de giderek KBY bulunan
hastalarda uygulanmaya baslandi (5).

Bobrek yetmezligi nedeniyle uygulanan ekstrakorporal tedavilerde temel ilke,

hastanin vicudunun diginda sivi ve solitlerin kandan uzaklastirilmasi ve/veya



eklenmesidir. Bu islem sirasinda hastanin kani yapay bir yari gecirgen membran
iceren bir hemodiyalizer veya hemofiltreden surekli olarak gegirilir.

Diyaliz yari gegirgen bir membranin iki tarafinda y er alan iki farkli soliisyon
arasinda sivi ve elektrolit aligverisidir. Su ve kigik molekul agirhkh maddeler
membranin deliklerinden kolayca gegerken, protein gibi buylk molekil agirlikli
maddeler gecis goOsteremezler ve membranin iki yanindaki konsantrasy onlari
degismez (1).

Diyalizin Klinik Endikasyonlari
e Akut bobrek yetmezligi
e Kronik bébrek yetmezligi olan hastalarda kreatinin klirensi 10 ml/dk'nin altina
inince RRT baslanir, ancak bazi hastalarda kreatinin Kli rensi bu degere dismeden
cesitli nedenlerle hipervolemi, hiperpotasemi, asidoz ve tremik komplikasyonlar
(perikardit, plorit, ensefelopati, tremik akciger, bulanti, kusma, kontrol edilemeyen
hipertansiyon, kasinti v.b) gelisebilir. Bu hastalar konservatif tedavi ile dizeltilemez
ise diyaliz ihtiyaci duyarlar.

e Yiksek doz ilag ahimi ve zehirlenmelerde
e Agsiri ve tedaviye direncli 6dem
e ileri derecede sivi - sodyum dengesizligi (hiponatremi, hipervolemi)
e Hiperpotasemi (serum potasyumunun 6.5 -7 mEg/L ve Uzerinde olmasi)
e Metabolik asidoz (plazma bikarbonat 15 mEg/L ve kan pH'sI 7.15'den disuk
olmasi)
e Kan dresinin 250-300 mg/dl’den fazla olmasi
e Kan dresinin giinde 100 mg/dl veya kan potasyumunun giunde 1 mEg/L'den fazla
yikseldigi katabolik durumlar
e Hiperfosfatemi
o Hiperkalsemi
e Hiperurisemi
e Metabolik alkaloz (1)
1.1.3.2. Periton Diyalizi
Bir RRT sekli olan PD son 20 yilda basit, rahat ve nispeten ucuz olmasi

nedeni ile tercih edilir olmustur. Esas olarak sivi igeren iki kompartmani ayiran bir



membran araciligiyla su ve solutlerin transportundan ibarettir. Burada diyalizer
olarak is goren periton zaridir.

PD tekniginde amag vicuttan ozmotik yolla uzaklasmasini istedigimiz
maddeleri kapsamayan, uzaklasmasini istemedigimiz maddeleri ise bilesiminde
kanda bulundugu oranda iceren steril bir diyaliz solisyonunu periton boslugu icine
glvenli bir teknikle doldurmak, ozmotik esitlemenin saglanmasina kadar orada
tutmak ve daha sonra bu siviyr viicuttan uzaklastirarak bu islemi gerektigi strece
tekrarlamaktir (6).

PD, Sirekli Ayaktan Periton Diyaliz (SAPD), Aletli Periton Diyalizi (APD)
ve bunlarin karma tipleri olarak (i¢ grupta incelenebilir.

1. SAPD: Karinda surekli olarak diyaliz solisyonu bulunur ve gunde 4 kez
degistirilir. islemler elle yapilir ve soliisyonun peritona verilmesi ve alinmasi yer
cekimi etkisi ile gergeklesir.

2. APD: Hizh gelisen bir periton diyaliz modelidir. Peritonit sikhdinin en az,
saglanan Klirensin en fazla oldugu PD tipidir (1). Esas olarak iki temel gruba ayrilir.

a- Surekli dongusel periton diyalizi (SDPD)

b- Gece aralikli periton diyalizi (GAPD)

3. Karma rejimler: Standart SAPD ve APD ile saglanan Kklirensleri ve
ultrafiltrasyonu hastanin yasam tarzint bozmayacak sekilde ayarlamak igin
gelistirilen karma bir yontemdir (7).

1.1.4. Kronik Bobrek Yetmezligi ve Ateroskleroz

Kalp hastahgi SDBY hastalari arasinda 6limin en sik nedenidir. SDBY
hastalarinda kardiyovaskdler nedenli 6ltimlerin %39°u kardiyak arrest ve %24’{i akut
miyokard enfarktiisiine baglidir (8). Yas, cinsiyet, irk ve diyabet varhigi acisindan
diizeltme yapildiktan sonra bile diyaliz hastalari arasinda kardiyovaskiler mortalite
oraninin saglikli populasyondan 10-20 kat daha fazla olmasi bdbrek yetmezliginin
kendisinin kardiyovaskuler hastalik i¢in énemli bir risk oldugunu goéstermektedir (9).
Hipertansiyon, dislipidemi, hiperhomosisteinemi, infla masyon, oksidatif stres,
endotel disfonksiyonu ve malnatrisyon SDBY hastalarinda aterogenezin risk
faktorleridir (10). SDBY hastalarinda aterogeneze yol acan risk faktorleri Tablo 3’de

toplu olarak gorilmektedir.



Tablo 3. Kronik Bobrek Yetmezliginde Ateroskleroza Yol Acan F aktorler (10)

Diabetes Mellitus
Hipertansiyon
Asiri sivi yiklenmesi
Dislipidemi
Lipoprotein artisl
Hipertrigliseridemi
HDL azalmasi
IDL artis
VLDL artisl
Hiperhomosisteinemi
Oksidatif stres
Hiperparatiroidizm
Ca-P Uretimi artisl
Hiperfibrinojenemi
inflamasyon

Malnutrisyon

SDBY hastalarinda total kolesterol ve LDL diizeyleri artmamis olmasina
ragmen, azalmis HDL duzeyleri, artmis trigliserid, Lp(a), IDL ve VLDL duzeyleri
nedeniyle bu hastalarin lipid profili aterojenik potansiyel gosterir (11).

inflamasyonun damar hastaliinin gelismesinde ve/veya ilerlemesindeki
onemi artarak kabul gormektedir. inflamasyon damar hastaligi gelisimine cesit li
mekanizmalarla katkida bulunmaktadir. inflamasyon; damar ve trombosit adezyon
molekillerinin ekspresyonu, lipoproteinlerin yapi ve konsantrasyonu, koagulasyon
faktorlerinin dizeyleri ve oksidan ve antioksidanlarin aktivitesiyle iliskilidir (12).
Bugiine kadarki bulgular SDBY’nin kendisinin kronik ve ya tekrarlayan bir
inflamasyon durumu oldugunu gostermektedir. SDBY hastalarinda mortalite riskinin
en gugli gostergelerinden biri olan hipoalbuminemi, yalnizca malnitrisyon
sonucunda degil ayni zamanda inflamasyona sekonder de gorilir. Diyaliz
hastalarinda yapilan bir ¢ok calismada TNF-a ve IL-6 gibi inflamasyon

belirteclerinde, CRP ve fibrinojen gibi akut faz reaktanlarinin diizeylerinde artis



oldugu gosterilmistir  (13). Oksidatif stres SDBY hastalarinda endotel
disfonksiyonunu artirmaktadir. Okside LDL endotel hiicreleri igin sitotoksiktir ve bir
damar duz kas hicresi mitojeni olan trombosit kaynakli blyime faktoriinin
sekresyonunu stimile eder (14). SDBY hastalarinda oksidatif stres artmistir ve
kardiyovaskdiler hastali§i olanlarda kardiyovaskiler hastaligi olmayanlardan daha
ciddi boyutlardadir. HD hastalarinda oksidatif stres ve endotelyal disfonksiyon
belirtecleri koroner arter ve karotis arter aterosklerozlariy la iliskilidir (15)

Bazi arastirmacilar kronik HD ve PD hastalarinda prokoagtlan faktorlerin
(fibrinojen ve fibrinopeptid A) ve tromboz belirteclerinin [tromb in-antitrombin 1l
kompleksi (TAT) ve D-dimer] diizeylerinde artis oldugunu saptamislardir. Diyalize
girmeyen Uremik hastalarla diyalize giren hast alar karsilastirildiginda, diyalize giren
hastalarda TAT, D-dimer ve TNF-a’nin artmis olmasi SDBY hastalarinda diyalizin
prokoagulan aktiviteye katkisi oldugunu gostermektedir (16).

Bircok arastirmaci  genel populasyonda aortik  kalsifikasyon ve
kardiyovaskdler mortalite arasinda iliski oldugunu rapor etmislerdir. Yas, cinsiyet ve
kan basinci agisindan eslesmis kontrol grubuyla SDBY’li hastalar kiyaslandiginda;
SDBY’li hastalarda kalsifiye lezyonlarin ve aterom plaklarinin kontrol g rubuna gore
cok daha sik goruldigu tespit edilmistir. Arteriyel kalsifikasyonun derecesi yas,
diyaliz tedavisinin siresi, diyabet varhigi ve kalsiyum fosfat baglayicilarinin
kullanimiyla artmaktadir (17).

1.2. Asimetrik Dimetilarjinin

Asimetrik Dimetilarjinin (ADMA); plazmada dolasan, idrarla atilan, hiicre ve
dokularda bulunan ve dogal olarak olusan bir aminoasitti. ADMA, nitrik oksit
sentazlarin (NOS) endojen bir inhibitoridir ve bu yoniyle ilgiyi zerine ¢ekmistir.
Cunku NOS’lari inhibe ederek ozellikle kardiyovaskuler sistemde dikkate alinmasi
gereken biyolojik etkiler olusturma potansiyeline sahiptir. Yapilan bircok calisma
ADMA’nin endotel disfonksiyonu, kardiyovaskdler hastaliklar ve bobrek hastaliklari
icin risk belirteci oldugunu gostermistir (18).

Uc tip metillenmis arjinin bulunmaktadir (Sekil 1). Bunlar ADMA, N°-
monometil-L-arjinin (L-NMMA) ve simetrik dimetil arjinin (SDMA= ADMA’nIn
izomeri)’dir (19).
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Sekil 1. L-Arjinin ve Endojen Metilarjininlerin Yapisi (19)

Metillenmis arjininlerin biyolojik aktivitesi ilk olarak Hibbs ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir. Yapilan calismada L-NMMA’nin in vitro makrofaj
aktivasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (20). Daha sonra 1992 yilinda V allance
ve arkadaslari ADMA ve L-NMMA’nin insan plazmasinda ve idrarinda
bulundugunu ve NOS’un endojen kompetitif inhibitori olarak etki ettiklerini
gostermislerdir (21). SDMA’nin NOS aktivitesi Uzerine hicbir etkisi olmadidi icin ve
L-NMMA insan plazmasinda ¢ok az miktarda bulundugundan dolayi, glinimizde
ADMA’nin NOS aktivitesini inhibe eden endojen olarak olusan metilarjininlerin
major tipi oldugu distnulmektedir (19).

1.2.1. ADMA Sentezi

insan viicudunda giinde yaklasik olarak 300 mmol ADMA iiretilmektedir
(19). Proteinlerdeki arjinin  kahntilarinin,  Protein  Arjinin  Metiltransferaz
(PRMT)’larin  etkisi ile metillenmeleri sirasinda  ADMA sentez edilmektedir.
Proteinlerdeki arjininlerin metilasyonu bir posttranslasyonel modifikasyon olup
proteinlerin icinde yer alan arjinin aminoasitinin guanidin azotlarina 1 -2 metil grubu
eklenmesi seklindedir. PRMT’lerin genel olarak iki tipi vardir: Tip-1, ADMA
olusumunu katalizlerken, Tip-2 ise her iki guanidino nitrojenini de metilleyerek
SDMA olusumunu saglar. Bir¢ok izoformlariyla birlikte her iki tip PRMT ayrica tek
(mono) metilasyon yapabilir ve boylece N®-monometil-L-arjinin (L-NMMA)
olusmasina Onculuk ederler. Proteinler indirgendikten sonra sitozolde serbest
metilarjininler ortaya ¢ikar; buglne kadar serbest arjininden ADMA’nin sentez

edildigi direkt bir yol tanimlanamamistir. Hicre icinde meydana gelen ADMA



miktari, proteinlerdeki arjinin metilasyonunun 6lglisiine ve proteinlerin yikim hizina
bagh kalmaktadir (Sekil 2) (18).

protein sentezi

SAMmy PRMT
SAH

metillenmis protein
proteinaz

sitrulin ve
aminler DDAH

Sekil 2. ADMA’nIn Sentez ve Metabolizmasi.
DDAH,; dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz, PRMT; protein arjinin metiltransferaz,

SAM; S-adenozilmetiyonin, SAH; S-adenozilhomosistein.

1.2.2. ADMA’nin Hedefleri

ADMA, NOS’un her lg izoformunu da inhibe eder ve L -NMMA ile yaklasik
olarak ayni glgctedir. Metil arjinin metabolizmasi di rekt olarak NO tarafindan
diizenlenebilir (Sekil 3).

HzNYNH
NH

H?N\f;O
NH

NADPH +0,

NO: +
HN coo B : HN COO
ARLINEN (ca) .l- (cay SITRULIN
CH; CH, H;NYO
HN H NH
T DDAH . Gt o
e HI
DMA
WA Coo H,N Ccoo
ADMA

Sekil 3. Metillenmis Arjininlerin Metabolizmasi
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NOS; L-Arjinin ve molekiler oksijenin sitrilin ve NO donlsumuni
katalizler. NOS enzimleri katalitik olarak aktif homodimerlerdir ve optimal aktivite
icin kofaktorlerin [flavin adenin dintikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN),
HAEM ve tetrahidrobiyopterin (BH4)] ve kalmodulinin (CAL) baglanmasina
gereksinim duyarlar. Her bir NOS dimeri bir ¢ink o atomuyla koordine olmaktadir.
NO, sistein artiginin aktif bolgesinin S-Nitrozasyonu araciliiyla direkt olarak
DDAH’I inhibe eder. DDAH’In inhibisyonu sonucunda ADMA birikimi ve NOS
inhibisyonu ortaya ¢ikar (18).

ADMA icin bilinen en belirgin hedef, NOS olmasina ragmen bunun tek
hedef olup olmadigi heniiz kesin degildir. ADMA’nIn potansiyel hedeflerinden biri
de arjinin-glisin amidino transferazdir ki bu enzim ADMA’yI metabolize eden
DDAH’a benzer yapiya sahiptir. ADMA bu enzimin zayif bir inhibitort dur (18).

1.2.3. ADMA’nin indirgenmesi: Dimetilarjinin Dimetil Aminohidrolazlar

Metilarjininler bobrekler aracihigiyla vicuttan atilmaktadir. SDMA’nIn
(NOS’u inhibe etmeyen metilarjinin) tamamina yakini degismeksizin bobreklerden
idrarla atilmaktayken ADMA ve L-NMMA biyuk oranda metabolize edilmektedir.
Baslica metabolik yol ise DDAH enzimlerinin katalizledigi bir reaksiyonla sitrilin ve
dimetilamin olusumu seklindedir.

Hem ADMA hem de SDMA bobrekler tarafindan temizlenir ve bobrek
yetmezliginde her ikisi de artar. ADMA ayni zamanda DDAH tarafindan metabolize
olarak da uzaklastiriimaktadir. DDAH aktivitesindeki bozukluk selektif olarak
dolasimdaki ADMA miktarinin artmasina yol acarken, SDMA ise degismemis olarak
kalir (Sekil 4) (18).

Bu reaksiyon muhtemelen enzimin tersiyer yapisinda aktive durumda bulunan
sistein tarafindan ADMA molekuluniin guanidino pargasina yapilan niikleofilik bir
atagl icermektedir. Bunun sistein olduguna stiphe yoktur c¢unkd bunu bir serin
rezidisuyle degistirmek enzimi inaktif hale cevirmektedir. Bu sistein NO tarafindan
duzenlenmeye ve oksidasyona duyarhdir (18).

DDAH’lar acik bir subselliler lokalizasyonu olmayan predominant sitozolik
enzimlerdir. Aktiviteleri belirli divalent katyonlar tarafindan inhibe edilmekle

beraber bunlar igin agik bir kofaktor ihtiyaci tanimlanmamistir.
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SITRULIN SDMA

&

BOBREKLERDEN
ATILIM

Sekil 4. DDAH Disfonksiyonu ve Dolasimdaki ADMA

insanlari da iceren yiiksek organizmalarda DDAH’In 2 izoformu

tanimlanmistir: DDAH-1 birinci kromozomda ve DDAH-2 altinci kromozomda
lokalize genler tarafindan kodlanmaktadir. Bu iki izoform farkli dokularda
gosterilmis olmakla beraber benzer aktivitelere sahiptir. DDAH-1 ile néronal NOS
ve DDAH-2 ile endotelyal NOS ekspresyonlari arasinda bir értiisme vardir (22).

1.2.4. Hucresel ADMA

ADMA hicrelerin iginde olusur ve hiicresel duzeylerinin patofizyolojik
duruma gore degistigine dair kanitlar mevcuttur. Endoteliyal hiicreler PRMT’lerin ve
DDAH’larin her ikisini de eksprese ederler ve DDAH’In inhibisyonu énemli 6l¢iide
ADMA birikimine yol agar (18).

1.2.5. Dolasimdaki ADMA

Bobrekler metilarjininlerin temizlenmesinde bir yol olusturduklari igin
ADMA ve SDMA konsantrasyonlarinin bobrek yetmezlikli hastalarda artmasi
sasirtict degildir. SDMA, kreatininle ayni oranda yikselir vee ADMA’dan daha
yiksek degerlere ulasir. Bu durum sasirtici degildir cinkiit ADMA; DDAH tarafindan
metabolize edilirken, SDMA metabolize edilmemektedir.

Bobreklerden atilim yoluyla ve DDAH aktivitesiyle elimine edilen
dolasimdaki ADMA orani tlrler arasinda farklilik gostermektedir. Ratlarda
ADMA’nIn biyltk ¢ogunlugu (yaklasik %90’1) metabolize edilirken yalnizca ¢ok
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kiiclik bir miktari idrarla degismeden atilir (18). insanlarda ADMA infiizyonunun
dimetilamin Uretiminde artisa yol acmasi DDAH aktivitesinin  bulundugunu
go6stermektedir. Her gin 260 pmol ADMA’nin metabolize oldugu ve 60 pmol’ln
ekskrete oldugu hesaplanmistir. ADMA eliminasyonunun tam yetmezliginde plazma
ADMA konsantrasyonlarinda giinde 5 pmol/L artis olmasi beklenir (23). Bu bulgular
Isiginda  ADMA degerlerinde kisa zaman periyodunda anlamli bir degisme
beklenmez. Ancak anlamli miktardaki proteoliz veya dokudan plazmaya ani ADMA
salinimi olmasi durumunda ADMA diizeylerinde kisa surede degisim olabilir.

1.2.6. KBY ve ADMA

KBY’de ADMA’nin potansiyel roli Zoccali C. ve arkadaslar tarafindan
detaylariyla arastirilmistir. Bu yazarlarin teorilerine gére; KBY’de ADMA’nIn
birikimini aciklayacak en azindan dort muhtemel mekanizma mevcuttur. Bunlar: (i)
proteinlerin artmis metilasyonu; (ii) artmis protein yikimi; (iii) DDAH tarafindan
azalmis metabolizma (iv) bobreklerden azalmis atilim (24).

ADMA bir dremik toksin sayilmasi ic¢in birgok kritere sahiptir: bobrek
yetmezligi gelistikge viicutta biriken bir guanidino bilesigi olup ayni zamanda da ,
protein metabolizmasinin bir Grinuadir. NOS’lar (zerinden etki gosterir, kronik
bobrek yetmezlikli hastalarda bozulmus olan birgok biyolojik fonksiyona etki etme
potansiyeline sahiptir. Bu etkiler kardiyovaskiler sistem, kemikler ve enfeksiyonlara
karsi defans sistemi Gzerinedir (21).

Bobrek yetmezlikli hastalarda ADMA plazmada birikir. Degisken DDAH
aktivitesine, bobrek DDAH’1nin kendisinin tim ADMA eliminasyonuna katkisina ve
cesitli bobrek patolojilerinin bobrek DDAH ekspresyonu uzerine farkli etkiler
yapmasina bagh olarak ADMA’da degisken artislar gorilmektedir (21).

ADMA’ nin plazma duzeyleriyle endotel disfonksiyonunun derecesi arasinda
iliski mevcuttur (25). Hemodiyalize giren bir hasta grubunda yapilan calisma
sonucunda; ADMA duzeylerinin, bu hastalarda gelecekte olusabilecek
kardiyovaskdler risklerin ve bu hastalardaki mortalite oranlarinin tahmin edilmesinde
faydali olabileceqi ileri surilmusttr (26). L-arjinin ilavesinin ADMA’ nin etkilerini
tersine cevirmesi gerektigi distnilmesine ragmen, boébrek hastaliklarinda arjininin

etkileriyle ilgili bilgiler tutarsizdir. Soyle ki bazi calismalar renal yetmezlikli
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hastalarda arjinin verilmesinin endotel fonksiyonunu gelistirdigini gosterirken bazi
calismalar bu bilgiye katilmaz (25,27).

Dimetilarjininler idrarla atildigindan dolayi, bobreklerden yetersiz atil im
KBY’li hastalarda ADMA duzeylerinin artisina katkida bulunabilir. Bununla beraber
son zamanlarda bu gorise karsi olan kanitlar artmaktadir. Oncelikle, SDMA ve
ADMA gibi dimetilarjininler ratlara intravendz olarak enjekte edildiginde; enjekte
edilen SDMA’nin %66’s! idrarla atilirken ADMA’nin ise yalnizca %5’i idrarla
atilmaktadir  (28). ikinci olarak, plazma ADMA diizeyleri normal bdbrek
fonksiyonuna sahip olan yeni baslangicli bdbrek hastalarinda bile artmis olarak
bulunmaktadir (29). Bu bulgular yalnizca ¢ok az miktarlarda ADMA’nin idrarla
atildigint ve  ADMA’nin  bobrekler aracigiyla temizlenmesinin dolagimdaki
dizeylerine ¢ok az katki sagladigini gostermektedir. Bunu destekleyecek sekilde,
SDBY’li hastalarda ADMA’nin plazma dizeyleri SDMA’ninkinden belirgin olarak
daha dusuktur (30).

Okubo ve arkadaslari bobrek yetmezlikli deneysel hayvan modelinde
PRMT’nin inhibisyonunun plazma ADM A diizeylerini disurdugini gostermislerdir
(31). KBY’de PRMT’nin upregtlasyonunun ve/veya DDAH’In downregiilasyonunun
molekiler mekanizmalari tam olarak agiklana mamis olmasina ragmen burada
siralanacak olan kanitlar DDAH ve PRMT’nin bozulmus dizenlenmesinde oksidatif
stresin etkili olabilece@ini gostermektedir: (i) endotel hiicre kiltrinde okside LDL
tarafindan tip I PRMT’nin gen ekspresyonu artirilmistir (32); (ii) yuksek glukoz
konsantrasyonlari olan ortamda damar hicrelerinde DDAH aktivitesi azalmaktadir
(33); ve (iii) KBY’li hastalarda oksidatif stres olusumunun arttigi ¢ok iyi
bilinmektedir (34).

1.2.6.1. Hemodiyaliz Sirasinda ADMA Konsantrasyonundaki Gegici
Degisiklikler

ADMA’nin plazma konsantrasyonlarinin hemodiyaliz ile kreatinin gibi
efektif sekilde azalmasi beklenir. Bu beklenti SDBY’de ADMA’nin plazma
konsantrasyonunun asirt  artis  gostermesiyle  dest eklenmektedir. SDBY’de
bébreklerin ADMA ve SDMA’yi temizleme yetenegi kaybolmustur (35).

MacAllister ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, devam eden hemodiyaliz

sirasinda incelenen ADMA degerlerinde kucik bir azalma, diyalizin bitisinden sonra
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ise kigik bir artis bulunmustur. Hemodiyalizden 8 saat sonra ADMA diizeylerinde
acik bir azalma tespit edilmemistir. ADMA/kreatinin orani hemodiyaliz sirasinda
belirgin bir artis gostermis ve hemodiyalizin bitiminden 8 saat sonra diyaliz 6ncesi
degerlerine yaklasmis olarak bulunmustur. Bu bulgular ADMA’nin hemodiyaliz
sirasinda kreatininden ¢ok daha az efek tif olarak temizlendigini gostermektedir (35).

Kielstein ve arkadaslari yaptiklart bir calismada hemodiyaliz sirasinda
ADMA degerlerinde kiiglik bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Hemodiyalizden 6
saat sonra ise plazma ADMA degerlerinde kiicik bir azalma tespit etmisler dir. Bu
durum plazma ve periferik doku kompartimanlari arasinda ADMA ve sivi
hacimlerinin ‘redistribstiyon fenomeni’ ile agiklanmistir (36).

1.2.6.2. ADMA’nin Diyaliz ile Az Temizlenmesinin Sebebi Ne O labilir?

Bir hipoteze gére ADMA’nin diyaliz ile az temizlenmesinin sebebi plazmada
proteinlere baglanmasi olabilir. Bu hipotezi arastirmak icin ayni hastanin plazmasi
once proteinler c¢oktlrilmeden calisiimis ve daha sonra ayni plazma %5
trikloroasetikasitle muamele edilip proteinler ¢okturulerek calisilmis tir. Proteinler
coktardldukten sonra ADMA degerlerinin 1.25 pmol’den 0.67 pumol’e ve SDMA’nIn
0.71 pmol’den 0.39 pmol’e indigi tespit edilmistir. Bu bulg ular proteine
baglanmanin ADMA icin %45 ve SDMA icin %65 oraninda oldugunu
gostermektedir (37).

Genel populasyonla kiyaslaninca diyaliz hastalarinda kardiyovaskiiler
mortalite  olduk¢a yuksektir. Endotel disfonksiyonu diyaliz hastalarinda
kardiyovaskdler hastaliklari agiklamada major patofizyolojik fenomenlerdendir. Bu
durum NOS aktivitesinin azalmasina yol agan artmis ADMA plazma duzeyleriyle
iliskili olabilir. Bu nedenle ADMA; SDBY’li hastalarda artmis mortalite ve
morbiditeyi aciklayabilir.

Kielstein ve arkadaslari (36) calismalarinda kardiyovaskiler hastaligi olan
diyaliz hastalarinda ADMA duzeylerinin kardiyovaskiler hastaligi bulunmayan
diyaliz hastalarindan daha yiksek oldugunu tespit etmis lerdir.

Uzun sureli yapilan calismalar plazma ADMA dizeyinde 2 pmol/L’lik bir
artis fatal ve non-fatal kardiyovaskiler olaylar igin %37’lik bir risk artisina yol
actigini gostermistir. Ayni calismada yiksek ADMA dizeylerine sahip hastalarin

daha diisuk ADMA duzeyine sahip olan hastalara oranla yasam beklentisinin daha
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kisa oldugu gosterilmistir (26). Bu bulgular diyaliz hastalarinda  ADMA’nin
kardiyovaskdler risk faktori oldugunu agikga gostermektedir.

1.2.6.3. KBY’de Kardiyovaskuler Hastaliklar ve ADMA

Bobrek hastaliklarindaki durum ADMA’daki yikselisin kardiyovaskdler
risklere de eslik etme ihtimali Uzerine spekilasyonlar yapilmasina neden olmustur.
Cesitli kardiyovaskiler risk durumlarinda ADMA diizeylerinde yikselme tespit
edilmistir (38). Bu durumlar hiperkolesterolemi (38), hipertansiyon (39), diyabet
(40), hiperhomosisteinemi ve aterosklerotik hastaliklardir (41). Bu hastaliklardaki
ADMA duzeyleri bobrek yetmezligindeki ADMA duzeyleri kadar bulunmamistir.

KBY’li hastalarda plazma ADMA diizeylerinin IMK (42), sol ventrikiil
hipertrofisi (42), kardiyovaskiiler komplikasyonlar ve mortalite (26) ile glclu olarak
iliskili oldugu rapor edilmistir.

Hemodiyaliz tarafindan dolasimdaki ADMA’nin kisa sireli azalmasinin
SDBY’li hastalarin endoteliyal fonksiyonlarinda gelisme sagladigi gdsterilmistir
(43). Plazma ADMA duzeyleri ve dolasimdaki endoteliyal progenitor hiicreler
arasinda zit korelasyon oldugu rapor edilmistir (44). Bu bulgular SDBY’li hastalarda
ADMA’nIn aterosklerozun ilerlemesi ve gelismesine aktif olarak katki sagladigini
gostermektedir.

1.2.6.4. KBY’de Hipertansiyon ve ADMA

Hipertansiyon KBY’li hastalardaki en sik komplikasyondur. Hipertansiyon
yalnizca kardiyovaskiiler mortaliteye yol agmakla kalmaz ayni zamanda bobrek
hastahginin ilerlemesinde bagimsiz bir faktordir (45). KBY’de biriken ADMA
hipertansiyon gelisimiyle iliskili olarak gortlmektedir. Subnefrektomili ratlarda
plazma ADMA duzeylerinin kan basinci dlzeyleriyle gucli olarak korele oldugu
gosterilmistir (46). Yine ayni modelde DDAH’In asiri ekspresyonunun plazma
ADMA duzeylerini dustrdigi ve boylece kan basinci artisini dnledigi gosterilmistir
(46). Bu bulgular KBY’li hastalarda artan plazma ADMA diizeylerinin hipe rtansiyon
gelisimindeki patolojik 6nemini gostermektedir.

1.2.7. Proteinuri ve ADMA

Proteinuri ve mikroalbumindri, diyabet veya hipertansiyonu olan veya
olmayan Kisiler arasinda kardiyovaskiler hastaliklarin gicli ve bagimsiz bir

belirtecidir (45,47). Proteintri ile endoteliyal disfonksiyon arasinda baglanti
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olduguna dair bircok kanit mevcuttur (48,49). Bozulmus NO dretimi endoteliyal
disfonksiyonun karakteristik gostergesidir. KBY’li hastalar ve bir hayvan modelinde
ADMA duzeyleri endoteliyal disfonksiyon ile iliskili bulunmustur (31,43). Bu
nedenle KBY’de endojen biriken ADMA’nin proteinlri gelisiminde rol
oynayabilecedi mantikli gortlmektedir. Gercekten KBY’li hastalarda proteindri ve
ADMA arasinda pozitif bir korelasyon tespit edilmistir (30,50). Bunlara ek olarak,
subtotal nefrektomili ratlarda DDAH asiri ekspresyonu sonucunda azalan ADMA
diizeylerinin proteindriyi anlamli olarak azaltti§i tespit edilmistir (46). Proteindri
kendiliginden ADMA dizeylerini etkileyebilir. Filtre olan proteinlerin blyuk
cogunlugu proksimal tlbuler hicreler tarafindan reabsorbe edilmekte ve burada
lizozomlar tarafindan indirgenmektedir, bu da bize prot eindrinin artmis protein
yikiminin bir sonucu oldugunu gdstermektedir. Serb est dimetil arjininlerin salinisinin
yiksek protein yikimi durumlarinda arttigi gosterilmistir  (51). Bu bulgular
proteindrinin kendisinin ADMA (retimini artirabilecegini gostermektedir. Ek olarak
DDAH tibuler hicrelerde bol miktarda eksprese edilmektedir (52). Bu nedenle,
DDAH tibiler hiicrelerde proteiniiri kaynakli ADMA’nin indirgenmesinde rol
oynayabilir.

1.2.8. Diyabet ve ADMA

Tip 2 diyabetli hastalarda ya da ins ulin direnci olan kisilerde ve Tipl ve Tip 2
diyabetli hayvan modellerinde yikselmis ADMA degerleri ile (40,53) ADMA
degerleri ve insllin direnci arasinda gucli bir korelasyon tespit edilmistir (54).

Lin ve arkadagslarinin yaptiklari bir calismada, Diabetes Mellitus (DM)’da
bozulan nitrik oksit sentaz yolu incelenmistir. Streptozotosinle indiiklenen diyabetik
ratlarda, plazma ADMA, diyabetik olmayan ratlardan daha ylksek bulunmustur.
Yiksek glukoza maruz birakilmis hiicre kilturlerinde diyabetik ratlardaki DDAH
aktivitesinin normalden daha ylksek oldugu vaskdler diiz kas ve insan endoteliyal
hicrelerinde; DDAH aktivitesinin ~ bozuldugu ve ADMA birikimi oldugu
gosterilmistir.  Insan endoteliyal hiicrelerinde polietilen glikol ile  kombine
stiperoksid dismutaz (SOD) eklendiginde DDAH aktivitesi nin dizeldigi ve ADMA
birikiminin azaldi§i gosterilmistir. Glukoz kendisi DDAH aktivitesini suprese
edebilir ve ADMA duzeylerini artirabilir ancak diyabet veya insilin direnci nin hangi

mekanizmayla ADMA duzeylerini artirdigi ise halen agikhk kazanmamistir (33).
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Tarnow ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada; Tip 1 DM’ de erken
diyabetik nefropatide kardiyovaskuler morbiditen in belirteci olarak artmis ADMA
degerlendirilmis ve 1993 yilindan bu yana takip edilen belirgin diyabetik nefropatisi
olan 408 hasta ve 192 normoalbuminirik Tip 1 DM "u olan kisler kontrol grubu olarak
calismaya alinmistir. Takip edilen DM hastalarinin ardisik olarak alinan 24 saatlik
idrarlarinda 300 mg/24 saatin lzerinde kalici makroalbumindri si olanlar diyabetik
nefropati olarak kabul edilmistir. Sonug¢ olarak nefropatililerde plazma ADMA
diizeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede yiksek bulunmustur (p<0.001).
Diyabetik retinopatide ise anlamli degisiklik saptanmamistir. ACE inhibitori alan ve
almayanlarla, sigara icen ve i¢cmeyenler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.
Plazma arjinin ve SDMA konsantrasyonu ve L-Arjinin/ADMA orani diyabetik
nefropatililerde kontrollere gore degismemis olarak bulunmustur. Miyokard
enfarktlsi ve inme gelisen 44 hastada, kontrol grubuna gére plazma ADMA’nin
arttig1 gosterilmistir (p<0.005). Bu calismada ayrica, erken diyabetik nefropatide
morbidite ve mortalitenin fazla oldugu gosterilmistir (55).

1.2.9. Periferal Arteriyel Hastalik ve ADMA

Periferal arteriyel hastaligi bulunan kronik hiperhomosisteinemili hastalarda
endotel disfonksiyonu gelisiminde ADMA’nin potansiyel rollinin arastirildigi bir
calismada; 76 hastanin plazma total homosistein, ADMA, total kolesterol, DM,
sigara, sistolik kan basinci arasinda iliski bulunmustur. Bu calismada ayrica ACE
inhibitorleri ve Anjiyotensinl reseptor blokirlerinin ADMA ve Arjininf/ADMA
oranini azalttigi gosterilmistir (56).

1.2.10. Obezite ve ADMA

Krzyzanowska K. ve arkadaslari morbid obez kadinlarda yaptiklari bir
calismada, gastroplastik cerrahi sonrasi kilo kaybeden kadinlarda plazma ADMA
diizeylerinde cerrahi oncesine goére anlamli bir dists oldugunu gdstermislerdir.
Bunun donucunda kilo kaybinin dolasimdaki AD MA duzeylerini azalttigini ileri
strmislerdir (57).

Eid ve arkadaslarinin yaptiklari calismada; obezite, sigara ve ADMA iliskisi
incelenmistir. Yas ortalamasi 70 olan 563 yuksek riskli hastanin, ADMA dlzeyi ve
L-ArjininfADMA oraninin ciddi metabolik risk faktorleriyle korelasyonunun anlamh

oldugu gosterilmistir (58).
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1.2.11. Preeklampsi ve ADMA

Normal hamilelikte ADMA dizeyleri disme gosterirken (59) preeklampsili
hamilelerde ise ADMA duzeylerinde artis gozlenir (60). ADMA dizeyleri
preeklampsi gelismeden ©Once yukselir. Bu bilgi ADMA’nin hamileliginde
preeklampsi gelisme ihtimali olan bayanlari tespit etmekte yeni bir risk faktori
olabilecegini gosterir. ADMA fetls tarafindan Uretilir ve fetal plazma ve idrarda
yiksek miktarlarda mevcuttur (61). Ayrica, plasentanin yiksek DDAH -2 diizeyleri
eksprese ettigi gosterilmistir  (22). Tim bu bilgiler isiginda artmis ADMA
diizeylerinin tek basina yeterliligi olmadigi soylenebilir ancak bazi kisiler artmig
ADMA duzeylerine daha duyarlidir ve bu Kisiler komplikasyon gelistirmekte daha
blyuk risk altindadirlar (18).

1.2.12. Pulmoner Hipertansiyon ve ADMA

Pulmoner hipertansiyonlu ¢ocuklarda (62) ve deneysel pulmoner
hipertansiyon modellerinde ADMA dizeyleri artmistir ve DDAH ise defektiftir (63,
64). Domuzlarda yapilan hipoksi aracilikli pulmoner hipertansiyonda DDAH
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (63). Pulmoner dolasim NOS inhibitorlerine
cok duyarlidir ve L-NMMA pulmoner arter basincinda strekli yukselme yapar (65).
Deneysel pulmoner hipertansiyon modelinde gorilen belirgin olarak azalmis DDAH
ekspresyonu, NOS inhibisyonunun artisi i¢in bir mekanizma olusturmaktadir fakat
hipoksinin direk olarak DDAH ekspresyonunu azaltip azaltmadigi bilinmemektedir
(18).

1.2.13. Tedavi Icin Hedefler

Kardiyovaskiler patoloji igin, en onemli tedavi hedefi artmis ADMA
etkilerini tersine cevirmek ya da ADMA degerlerini dusir mek olmahdir. Teorik
olarak arjinin ADMA’nin yerine gecmeli ve NOS aktivitesini eski durumuna
getirmelidir.  Arjininin hiperkolesterolemili hastalarda endotel fonksiyonunu
gelistirdigi ve periferik damar hastaligi olan hastalarda yirime mesafesini artirdigi
gosterilmistir (66) bununla beraber giinimize kadar yapilmis olan calismalar
goreceli olarak kucuktir ve arjininin potansiyel tedavi edici etkileri yeterince
gosterilmemistir.

Alternatif bir yaklasim ise DDAH aktivitesini veya ekspresyonunu artirmak

olabilir. Tiazolidindionlar ve metforminin ADMA diizeylerini dusirdigunt gosteren
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ilgi ¢ekici bulgular daha ileri galismalari gerektirmektedir. Bu ilaclarin DDAH
Uzerindeki etkilerinin mi ADMA duzeylerinin azalmasina katkida bulundugu yoksa
ADMA dizeylerinin azalmasina farkli bir metabolik yolla mi katki sagladiklari agiga
cikartimalidir.

DDAH ekspresyonunun ayarlanmasi mevcut ilaglarla  mdmkandar.
Ostrojenler ve retinoik asitin deneysel modellerde DDAH ekspresyonunu artirdigi ve
ADMA dizeylerini azalttigi tespit edilmistir (67,68). Bu asamada ADMA ve
DDAH’In  biyolojisini derinlemesine arastirmak icin DDAH ekspresyonunu
degistiren ajanlar faydali deneysel araclar olacak gibi gorulmekle beraber DDAH
aktivitesini artirmanin potansiyel olarak faydali tedavi hedefi olup olmadigini bilmek
henliz zordur. TUmor anjiyogenezini inhibe etme veya akut inflamatuvar durumlarda
artmis NO (retimini azaltmak gibi belirli durumlarda DDAH’In kisa sureli
inhibisyonunun faydali olabilecegi gosterilmistir  (69). Bununla beraber bu
durumlarda artmis ADMA Uretiminin protein yikiminin artmasina bagh olarak ta
olusabilece@i unutulmamahdir.

ADMA dizeylerini azaltmak igin tedavi stratejileri Tablo 4’de maddeler
halinde sunulmustur (18).

Tablo 4. NO Uretimini DDAH/ADMA/NO Y olaginin Modulasyonu Araciligiyla
Degistirmek Icin Tedavi Stratejileri

NO Uretimini artirmak NO Uretimini sinirlamak

Arjinin/sitrilin verilmesi DDAH’n kiiglik molekdl inhibitorleri
DDAH’In transkripsiyonel upregiilasyonu

DDAH’In kii¢iik molekiil aktivatorleri

DDAH duzeylerini artirmak icin gen tedavisi

DDAMH aktivitesini artirmak icin antioksidan verilmesi

ADMA  proteinlerin  arjinin  rezidulerinin  metilasyonu tarafindan
homosisteinle ayni metiyonin bagimli (MS=Metiyonin sentaz) reaksiyon ile olusur.
Serbest ADMA proteinlerin yikimi ile salinir ve eNOS’u yarismali inhibisyonla
modile eder. Homosisteinin  ADMA  duzeylerini  artirmadaki ~m uhtemel
mekanizmalari; PRMT Tip 1’in artmis ekspresyonu veya aktivitesi, artmis proteoliz
veya azalmis DDAH aktivitesi olabilir (Sekil 5) (70).
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Sekil 5. ADMA Metabolizmasina Toplu B akis (70).

1.3. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), siklik guanozin monofosfat (cGMP) uzerinden etki
gOsteren potent bir periferik vaskiler diz kas gevsetici olarak 1979°da
tanimlanmustir (71). NO, hem hiicre ici hem de hiicre disinda dlzenleyici islev goren
kiglk, reaktif bir serbest radikal molektldr.

Molekil agirhgr cok disuk olup gaz 6zelligindedir. Yari émri, 2-5 saniye
olup parakrin ve otokoid olarak fonksiyon gérmek (izere hiicre zarindan serbestce
gecen bir norotransmitterdir. Birgok hiicresel islem; endotel, trombosit, vaskiler diiz
kas hicreleri, noronlar ve diger NO dreten hicrelerden salinan NO tarafindan
diizenlenmektedir. Bagisiklik sisteminin dlzenlenmesine katki saglar ve bu etki

bircok onemli sistemik ve lokal olaydaki gibi patojen ve timoral hiicrelere karsi
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sitotoksisite ile olur. NO’nun bu direkt etkilerinin yaninda, diiz kas hicrelerinin
proliferasyonunu ve kollajen sentezini engelledigi de gosterilmistir (72,73). Ozellikle
dolasim sistemi agisindan NO’nun vazodilatator etki goste rdigi, bolgesel kan akimini
ve sistemik kan basincini dizenledigi, endotele yonelik olarak da aterosklerozu
onleyici etki yaptigi bilinmektedir (74,75).

Vicutta birgok dokuda NO sentezlenmektedir. NO, endojen L -arjininden
nitrik oksit sentaz (NOS) enzim sistemi tarafindan sentezlenir. Arjininin NOS
araciligiyla parcalanmasi sonucunda NO ve sitrilin  olusumu  Sekil 6’da

gosterilmistir.

NHy O
CHp —NH—C. CHp —NH—C/

NH» Nitrik NH2
CH2 Oksit CH2

205 NO

CH-NH3 » CH-NHZ
COO~ COO~
Arjinin NADPH  NADP'  Sitriilin

Sekil 6. Arjininin NOS Aracihgiyla Parcalanmasi

Islev sonrasinda NO hizli ve kararli bir sekilde okside edilerek inaktif
bilesikler olan nitrit ve nitrat gibi son Grtinlere donasur.

1.3.1. NO Nasil ve Nereden U retilmektedir?

NO cesitli mekanizmalarla tretilmektedir (76).

1. NO sentezi damarlarda bagslica “shear stres” ile tetiklenir. Bu fenomen,
kalbin her sistolde kani damarlara gondermesi sonucu damar endoteli yuzeyinde
olusturdugu mekanik etki (surtiinme) olarak ifade edilebilir. Endotel hiicreleri bu
mekanik etki ile sekil degisikligine zorlanirken hicre iskeleti aracthgi ile hiicre igine
sinyaller gonderir. Bunun sonucunda Protein kinaz B aktive edilerek endoteliyal
nitrik oksit sentazi (eNOS) fosforile eder. Fosforilasyon, bu enzimin aktivasyonuna
neden olur. Sonucta, endotel hicresinden mitemadiyen NO dretilip saliverilir.

Damar endotelinden NO dretimine neden olan en 6 nemli fizyolojik stimulus bu
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fenomendir (“shear stres”). ilging olarak bu sekilde NO dretimi icin Ca*?’a gerek
yoktur, eNOS’un fosforile edilerek aktive edilmesi yeterlidir.

2. Dider taraftan hiicre ici Ca*? diizeylerini artiran bilesikler de (asetilkolin,
histamin, bradikinin, trombin, glutamat, P maddesi, serotonin, noradrenalin,
tromboksan A2, endotelin-1, ATP, anjiotensin-Il, vb.) vaskiler endotelyumda
kalsiyuma bagimli bir enzim olan eNOS enzimini aktive eder.

Asetilkolin, endotel hiicre yiizeyinde bulunan G-reseptériine baglandiginda
G-reseptoriinde yapisal degisiklik meydana gelir ve fosfolipaz C aktiflenir.
Aktiflenen fosfolipaz-C, fosfatidilinozitolbifosfati (PIP2) inozitoltrifosfata (IP3)
donlsturdr. Sitoplazmada I1P3 seviyesinin artisi endoplazmik retik ulumda depolanan
Ca*®un sitoplazmaya gecisini tetikler. Sitozolde olusan Ca **/kalmodulin
kompleksinin NOS’u aktiflemesi sonucu L-arjinin ve Oj’den, sitrilin ve NO
sentezlenir (Sekil 7) (77-79).

Asetil kolin
|

Asetil Kolin Fosfolipaz C
GPCR
iRy

i

Endotel Hicresi

"
L]

Diiz kas hiicresi
gevser

1 DU kas hticresi |

Sekil 7. NO Sentezi ve Etki Mekanizmasi
Endotel hiicresinden salinan NO, diiz kas hicrelerine difiizyon ile gecer. Kas
hicresi icerisinde artan NO konsantrasyonu, cGMP artisini tetikleyerek protein kinaz

G’yi aktive eder, hiicre ici Ca*? seviyesi azalir ve kas hiicresi gevser (77,79).
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3. NO, nitrerjik ndronlarda, epitel hiicrelerinde ve ¢izgili kaslarda kalsiyuma
bagimh bir sekilde néronal NOS’tan Uretilip sahverilir.

4. NO, ayrica immiinolojik olaylar sonucu Ca **’dan bagimsiz olarak immiin
sistem hicreleri tarafindan da Uretilir ve bu hicrelerin selektif olmayan sitot oksik
etkilerine aracilik eder.

5. Agizdaki bakteriyel flora tiikriikte bulunan nitrati nitrite ve daha sonra
nitrik okside donustlrebilir. Diger taraftan tikrikteki nitritin yutularak mi deye
gecmesi sonucu midenin asit ortaminin etkisiyle NO acifa ¢ikar. Ay rica iskemik ve
hipoksik sartlarda hiicre i¢i pH’nin aside dogru kaymasi yine nitriti NO’ya
cevirebilir.

6. Nitrik oksit, non-enzimatik olarak ultraviyole isigin etkisiyle hicre ici
depolarindan da saliverilebilir. Bunun fizyolojik énemi heniiz bilinmemekted ir.

1.3.2. Nitrik Oksit Sentaz Enzimleri

ilk olarak 1989 yilinda tanimlanmalarini takiben, 1991 -1994 yillarinda major
izoformlari ve 1998-1999 yillarinda ise NOS kristal yapilari belirlenmistir.

NOS enzimi, L-arjinin amino asidinden guanido grubunun hidr oksilasyonu
ile NO ve L- sitrilin sentezini katalizlemektedir. Reaksiyonda 5,6,7,8 -tetrahidro-
biopterin (BH,4), FAD, FMN ve demir protoporfirin 1X (hem) kofaktér olarak
kullaniimakta ve sonugta NO, L-sitrllin ve NADP olusmaktadir (Sekil 8) (80).

NADPH
NADP+ Ainin
H+
Sitralin
NO (or NO-)

Sekil 8. NOS’un Kofaktorleri ve Katalizledigi R eaksiyonlar.
NADPH tarafindan ortama verilen elektronlar redoks tasiyicilari FAD ve

FMN tarafindan oksijenaz bolgesine tasinmakta ve burada Fe ve BH 4 ile etkilesime
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girerek L-arjinin ve oksijenden NO ve sitriilin olusturan reaksiyonu katalizlemektedir
(80).

NOS enzimleri aktif halde iken 134 kd*‘luk iki monomerden olusan dimerik
yapidadir. N-terminal oksijenaz bélgesinde (oxygenase domain) hem, BH 4 ve L-
arjinin baglanma bolgeleri bulunmakta, C terminal rediiktaz bolgesinde (reductase
domain) ise FAD, FMN ve NADPH icin baglanma bolgeleri bulunmaktadir. Bu iki
bolge Ca*?/kalmodulin taninma sahasi ile birbirine baglanmistir (80).

Katalitik bolge iceren N-terminal oksijenaz bolgesi, L-arjinin, BH4 ve ‘hem’
icin baglanma bolgeleri icerir. Redlktaz bolgesi, flavinlerden oksijenaz bolgesine
bagh ‘hem’ grubuna elektron transfer eder. Enzimin dimerik hale gelmesi hem
molekilinin baglanmasi ile baslar; ‘hem’in yoklugunda enzim monomer halde kalir.
Dimerik halde enzime BH, baglanabilir ve dimeri kararli hale getirir, kararl hale
gecis ayni zamanda ¢inko iyonlari ile de saglanir. eNOS dimerinin fonksiyonel
aktivitesi  tetrahidrobiyopterin  molekdllerinin  baglanma sayisina  baghdir.
Tetrahidrobiyopterin baglanmamis bir eNOS dimeri Oy Uretmeye egilimlidir,
tetrahidrobiyopterin (BH ;) molekilunin birinin baglanmasi, eNOS dimerinin NO ve
O2’nin her ikisini tretme egilimi ile sonuclanir. Yiksek seviyede BH 4 varligi ise
doymus bir dimer olusturarak yalnizca NO sentezleyen bir e nzim olusmasini saglar
(81).

Hiicre ici artan Ca*? seviyeleri kalsiyum/kalmodulin kompleksinin olusumuna
yol acar ve bu kompleks kaveolinle yer degistirerek, NOS enzimindeki kalmodulin
bdlgesine baglanir ve enzimi aktiflestirir (81).

Vicutta yaygin olarak bulunan ve cesitli fonksiyonlarda gorev alan NOS
enzimlerinin, U¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar farkli genler
tarafindan kodlanmakta ve her bir izoformun lokalizasyonlari, dizenlenmeleri,
katalitik o6zellikleri ve inhibitor duyarhil iklari farkhdir. insandaki NOS enzimleri
arasinda %51-57 oraninda degisen bir homoloji vardir.

3 farkli NOS formu vardir;

a. Noronal NOS (nNOS veya NOS-1): ilk bulunan formdur. 160 kDa’lik bir
polipeptiddir ve sitokrom P450 ile %36 benzerlik gostermektedi r. NADPH, FAD,
FMN ve kalmodulin i¢in baglanma bolgesi icermektedir (82,83).
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Noronal NOS basta beyin, spinal kord, sempatik gangliyon gibi sinir
sisteminde bulunmakla beraber, adrenal bez, uterusun epitelyal hicreleri, akciger ve
mide gibi baska dokularda da tespit edilmistir (84).

Merkezi sinir sisteminde néromodulatér olarak gorev alir, ayrica koku alma,
g6rme, agriy1 algilama ve hafiza olusmasi gibi islevlerde de roll vardir.

Periferik sinir sisteminde ise nonadrenerjik nonkolinerjik sistemde
norotransmitter olarak gorev alir. Solunum fonksiyonlarinda, gastointestinal sistem
motilitesinde, tim dokularin kan basin¢larinin ve akis hizinin diizenlenmesinde rol
oynar (85).

b. indiiklenebilir NOS (iNOS veya NOS-2): 130 kDa’luk sitozolik bir
enzimdir (86). Makrofaj, endotel hicresi, nétrofil ve diz kas hicresi gibi pek ¢ok
hlcre tipinde sitokinler, endotoksin ve lipopolisakkarit gibi bakteriyel Grlnlere
maruziyet sonrasi indiklenir (87,88). eNOS ve nNOS gibi aktivasyon icin eksojen
kalsiyum ve kalmoduline bagimh olmadi§i icin aktivitesi uzun slrer ve fazla
miktarlarda NO dretimine yol acar (86,87). Enzim induklendiginde NO Uretimi
saatlerce hatta ginlerce strer (84). iINOS’un kalsiyumdan bagimsiz olmasi
kalmoduline sikica baglanmasi sebebiyledir (87). iINOS aracihigiyla tretilen NO,
bakteri, parazit ve timor hicreleri Uzerine sitotoksik etki yapar ve bazi DNA ve
RNA virlslerinin yayilmasini dnler. Bu etkilerini de, bazi enzimlerde bulunan demir
gruplarini baglayarak, cogalmayi saglayan ana metabolik yoll ar baskilayarak ve
oksijenle birlesip hidrojen radikali ve antioksidanlari ortaya ¢ikararak saglar (85).

Makrofajlardan salinan NO, yabanci mikroor ganizmalara karsi spesifik
olmayan bir savunma yapar. Bunun yanisira artmis NO’nun doku tahribati yaparak
damar gegirgenligini artirdigi ve septik soktaki vazodilatasyona katkida bulundugu
disunilmektedir. NO sentezinin tamamen bozulmasi da inflamasyonu
hizlandirmaktadir (83,89).

c¢. Endotelyal NOS (eNOS veya NOS-3): ilk olarak vaskiller endotelyal
hiicrelerde tanimlanmistir. eNOS kardiyovaskul er sistemde vaskiler diiz kas
gevsemesi, damar tonusu, trombosit agregasyonunun inhibe edilmesi gibi fizyolojik
olaylarda gorev almaktadir (80). NOS enzimlerini kodlayan genler ve 6zellikleri
Tablo 5’de 6zetlenmistir (90).
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Tablo 5. NOS izoformlarini Kodlayan Genler ve O zellikleri

NOS izoformlari Gen yapisi Kromozomal yerlesim aminoasit sayisi
ve biylkligu protein buyUkIligu

nNOS 29 ekson 12g24.2 1434 aa
28 intron 12924.3 161 kDa
>200 kb

iNOS 26 ekson 17cen-ql1.2 1153 aa
25 intron 131 kDa
37 kb

eNOS 26 ekson 7935-7936 1203 aa
25 intron 133 kDa
21-22 kb

eNOS ve nNOS; asetilkolin ve bradikinin gibi hicre ici kalsiyum
konsantrasyonunu artiran ajanlarca aktiflenir. Makrofajlar ve dider bagisikhk
hlcrelerinde bulunan INOS ise sitokinlerce uyarihr, kal siyum ve kalmoduline
bagimh degildir ve yeni protein sentezine ihtiya¢ duyar. NOS’un tzerinde NADPH,
FAD, FMN ve tetrahidrobiyopterin gibi kofaktorleri ve prostetik gruplari baglamak
icin bircok diizenleyici bolumi vardir. Hicrede eNOS esas olarak hlicre me mbranina
bagl bulunurken nNOS sitozolde bulunur. NOS, N -metil-L-arjinin, N-nitro-L-arjinin
ve N-amino-L-arjinin gibi L-arjinin analoglarinca inhibe edilebilir (91,92).

Vicutta NO konsantrasyonu diizenli olarak disuk seviyelerde dalgalanmalar
gosterir ve eNOS ile nNOS tarafindan kontrol edilir. Bu iki enzimin sentezi
posttranskripsiyonel seviyede kontrol edilirken, iINOS uygun uyari veya nikleer
faktor Kappa B (NF-kB) gibi transkripsiyonel faktorlere cevap olarak sentezlenir
(93). Bu sentezi temelde tetikleyen, NF-kB’ye cevap veren elemanlarin iNOS
promotor gen bolgesini aktive etmesidir. iINOS, kalsiyum ve uyarici ajanlardan
bagimsiz calistigi icin, aktivitesi daha uzundur. Bunlara bagh olarak, iNOS’un
urettigi NO seviyesi, fizyolojik sinirlarin oldukca Ustiindedir. Bu durum, hiicresel
slperoksit anyon (O,-) varhdinda ileri derecede toksik olan peroksinitrit
molekilindn olusmasina neden olur. Bunun sonucunda da lipit peroksidasyonu,
DNA fragmantasyonu, plazma antioksidanlarinin az almasi, protein hasari ve
endotelyal diiz kas gevsemesinin engellenmesi gibi nedenlerle hiicresel hasar
olusabilir. Peroksinitrit olusumu; stiperoksit ile stiperoksit dismutaz (SOD) uretimi
ve NO (dretimi/harcanmasi arasindaki dengeye baglidir. Sonuc olarak, di sik
konsantrasyondaki NO, hucresel fonksiyonlari pozitif olarak dizenlerken, yuksek

konsantrasyonlarda hiicre izerinde toksik etkiler yaratabilir (93). inflamatuvar uyari
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ile Uretim disinda akciger epiteli ve bobregin distal tibtlleri gibi yerlerde de surekli
bir INOS aktivitesi vardir.

1.4. eNOS: Yapi, Fonksiyon ve Aktivasyonu

eNOS; 134 kD’luk iki benzer monomerden olusan bir dimerdir ve
fonksiyonel olabilmesi i¢in dimerik formda olmasi gerekir. Monomerleri kodlayan
gen 7g35-7936 kromozomu tzerinde bulunur ve 21 kb’ lik 26 ekson tasir (92). (Sekil
9) eNOS geninin kodladigi mRNA 4052 nikleotid icerir ve haploid genomda tek
kopya olarak bulunur. Endotelyal nitrik oksit sentaz geninde intron-ekson
sinirlarinda donor-akseptor kuralina uygun olarak intronlarin 5 ucunda GT, 3'
ucunda ise AG baz ciftleri (bg) bulunmaktadir. Eksonlar, 5' ve 3' uglarinda ayni tip
yapiskan uglar tasimalari sarti ile intronik rekombinasyon yolu ile yerlestirilebilir,

cikarilabilir ve duplike olabilirler (92).
eNOS genine ait ayrintih bilgiler Sekil 9 ve Tablo 6’da gortlmektedir.
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Sekil 9. eNOS Genine Ait Kromozomal Y erlesim (92)

-  7q35-7936

- e - .
L B

28



Tablo 6. eNOS Geninde intron/Ekson Yerlesimleri ve U zunluklari (92)

Ekson Boyut Aminoasit intron Boyut
be be
1 180 53 5’- UTR, asetilasyon 1 1235
2 112 37 2 300
3 149 50 3 1200
4 163 54 4 1400
5 92 31 5 90
6 142 47 6 265
7 140 47 7 104
8 175 58 8 500
9 102 34 9 700
10 195 65 10 115
11 74 25 Kalsiyum 11 203
12 145 48 Kalmodulin 12 234
13 105 35 13 4300
14 68 23 14 391
15 117 39 15 96
16 175 58 FMN baglanma 16 1700
17 133 44 17 125
18 79 27 18 130
19 188 62 19 530
20 173 58 FAD baglanma 20 309
21 211 70 21 91
22 88 30 22 1200
23 122 40 23 758
24 149 50 {NADPH baglanma 24 337
25 195 65 25 89
26 580 53 3’-UTR

Monomerlerin fonksiyonel olarak farkli olan iki kismi vardir; Kkatalitik
bolumi ihtiva eden N-terminal oksijenaz (aminoasit 1-491) ve NAPDH, FAD ve
FMN baglanma bolimlerinin bulundugu reduktazdir (aminoasit 492-1205). Enzimin
hiicre icindeki yeri net olarak belirsizdir. Gol gi cisimcigi, plazma membrani ve en
cok da plazmalemmal kaveolada bulundugu tespit edilmistir. Kaveolada kaveolin
adh kaplayici proteinle sarili olan eNOS inaktif haldedir. Hiicre igi serbest
kalsiyumun artmasi ile enzim bu proteinden siyrilir ve aktif hal e gelir ve serbest
kalsiyum dlzeyi disene kadar aktif kalir. Aktive olmus enzim orta mdaki L-arjinin,
oksijen ve NADPH’dan oldukca fazla NO dretimi yapar. Her ne kadar eNOS enzimi
bazal bir diizeyde uretilse de hipoksi, dstrojen gibi hormonlar, yikseltgenmis dusuk
dansiteli lipoproteinler (LDL) ve mekanik gii¢ gibi faktorler ekspresyonu artirabilir
(81,94,95).

NO sentazlarin {i¢ izoformunun 6zellikleri Tablo 7°de topluca verilmistir.
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Tablo 7. NO Sentazin Ug izoformunun O zellikleri (96)

Ozellik Endotelyal NOS Noronal NOS Induiklenebilir NOS
(eNOS) (nNNOS) (iINOS)
Molekiler agirhk 135 155 130
(kDa)
NO’nun Anti-agregan, Norotransmitter,  Non-spesifik,
fonksiyonu EDRF noéromodulator konakg! defansi
Kofaktor bagimh bagimh bagimh
Ca*?/kalmodulin
Diger kofaktorler bagimh bagimli bagimli
NADPH,FAD,
FMN, BH4
Stimilanlar Asetilkolin, Noro eksitatuvar Proinflamatuvar
bradikinin, aminoasitler sitokinler
serotonin,ATP
Diizenleme (+)Ca*¥/kalmodulin ~ (+)Ca*¥ (+)dimerizasyon
mekanizmasi protein  etkilesimi, kalmodulin (+) fosforilasyon
(+), aktivasyon; (+)HSP9O0, protein
(), inhibisyon (+)dimerizasyon etkilesimi,
(-) fosforilasyon (+)dimerizasyon
(%) fosforilasyon
Gen (+) shear stress (+) 6strojenler (+) IL-1B, (+) INFy
ekspresyonunun (+) proliferasyon (+) TNFa, (-) TGFp

Duzenlenmesi

(+), aktivasyon;
(-), inhibisyon
Diizenlenme
mekanizmasi
Kromozom (insan)
Subselluler bolge
NO salinimi

(-) TNFa
(x) Ostrojenler

Transkripsiyonel,
MRNA stabilitesi
7
Membran>>sitozol
Dusuk (pM)

1.4.1. eNOS Gen Polimorfizmleri

Bir gen veya DNA dizisinin alternatif formlarindan (allel) birinin toplumda

transkripsiyonel

12
sitozol
Distk (pM)

(+)CAMP,(+)cGMP
(+) NFkB, (-) NO
(-)glukokortikoidler
Transkripsiyonel,
mMRNA stabilitesi
17
Sitozol>>membran
Yuksek (UM)

%21’den fazla bulundugu durumlar polimorfizm olarak adla ndiriimaktadir. eNOS

geninde bugtline kadar tanimlanmis olan yaklasik 161 tek nukleotid polimorfizmi

(SNP) bulunmasina ragmen fonksiyonel énemi olan polimorfizmler sunlardir (90):
e intron 4, 27 bazciftlik variable number tandem repeat (VNTR) (4b/4a)

e Ekson 7, missense GIu298Asp

e intron 13, CA repeat
e intron 18, Ala27Cys (A-C niikleotid degisimi, SNP)
e intron 23, Gly10Thr (G-T niikleotid degisimi, SNP)
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e Promotor bolgesinde tg¢ tane SNP tanimlanmistir. Thr786Cys, Ala922Gly,

Thr1468Ala (90).

Bunlarin sonucunda normal fonksiyonel bir enzim olussa da polimorfizmler
transkripsiyon islev ve hizlarinda degisime sebep olabilmektedir. Ornegin intron
13’de polimorfizmi olan bireylerde artmis koroner arter hastaligi riski oldugu, intron
4’de polimorfizmi olan bireylerde ise artmis diyabetik nefropati riski oldugu
saptanmistir (97,98).

Promotor bdlgede 3 tek nukleotid degisimi saptanmistir; Thr786Cys,
Ala922Gly ve Thrl468Ala. Bu polimorfizmlerin, transkripsiyonu ve dolayisiyla
enzim seviyelerini degistirebildigi gosterilmistir. Thr786Cys polimorfizmi miyokard
enfarktisl ve diyabet ile iliskili bulu nmustur (98).

Bulunan son polimorfizm ise ekson 7’nin acik o kuma boliminde Glu298Asp
degisimi olarak saptanmistir. Bu polimorfizmin sonucunda proteinin primer
yapisinda ve fonksiyonunda degisim olur. Bazi ¢alismalarda, bu polimorfizmin
hipertansiyon, koroner arter hastaligi ile iliskili oldugu belirtilmektedir. Bu
polimorfizm protein dizisinde degisiklik yapan tek polimorfizmdir. Proteinin primer
yapisini bozarak, enzimde fonksiyonel degisiklikler olusturmaktadir. eNOS geni 7.
eksonunda Guanin (G) nukleotidinin Timin (T) ile yer degistirmesi enzim yapisinda
298 numaral glutamat’in (Glu) aspartat’a (Asp) doniismesine neden olmaktadir. Bu
polimorfizm ile eNOS geninde 100 kDa ve 35 kDa Uriinler ve sonucta parcalanmaya
egilimli protein Urunleri olusmaktadir. Yani bu polimorfizm eNOS proteininde
fonksiyonel etkiler yapmaktadir (99).

1.4.2. eNOS Gen Polimorfizmleri ve B 6brek Hastaliklari

eNOS gen polimorfizmleri ile gesitli hastaliklar arasinda ilis ki olup olmadigi
farkli hasta gruplarinda ¢ahsiimistir. Bobrek hastaliklarinda ise 6zellikle Tip 1 veya
Tip 2 diyabetik veya non diyabetik son donem bdbrek yetmezligi hastalarinda
(SDBY) eNOS geni intron 4a/b polimorfizmi ve Glu298Asp polimorfizmi cesitli
gruplar tarafindan cahsiimistir.  Kronik glomeriulonefrit (KGN), diyabet,
hipertansiyon, polikistik bodbrek hastaligi, lupus nefriti, vaskalit, reflt, obstriktif
nefropati, otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi (ADPKD) ve interstisyel
nefrit gibi bobrek hastaliklari sonucu SDBY gelisen ve hemodiyalize giren hastalarda

Glu298Asp mutasyonu kontrollere gore belirgin olarak yiksek bulunmustur. Bu

31



calismalarla diyabet ve nefropatisi olan hastalar i¢in Glu298Asp polimorfizminin
kot prognoz ve SDBY’ye gidis icin bir risk olusturdugu (100,101), benzer sekilde,
eNOS intron 4 VNTR polimorfizmi a allelinin diyabetik ve non diyabetik hastalar,
kronik glomerulonefrit, membrandz nefropati ve lupus nefriti gibi bobrek
patolojilerinde hastaligin prognozu ve SDBY’ye gidis icin olasi bir prognostik faktor
oldugu gosterilmistir (102-104).

1.5. SDBY, intima Medya Kalinligi ve Ateroskleroz

Arter duvarn (¢ tabakadan olusmaktadir; bunlar intima, medya ve adventisya
tabakalaridir. Ateroskleroz cocukluk doneminde yagh cizgilenmelerin gelismesiyle
baslamaktadir. Aterosklerozun histolojik olarak gosterilen ilk fazi diiz kas hucreleri
ve ekstraselliler matriksteki artisla birlikte intimanin fokal olarak kalinlasmasidir.
Hastaligin ilerlemesi sirasinda, arteriyel damar duvarindaki degisiklikler intima ve
medya tabakalarindaki kalinlasmayla kara kterizedir.

Karotis arter gibi yizeysel bir arterin duvarinin B-mod ultrasonografi ile
direkt gorintiilenmesi sayesinde arter duvarindaki kalinlasma olgiilebilir. intima
medya kalinhgr (IMK); intimal limen ve medya-adventisya arayiizii arasindaki
kalinlik olarak tammlanir. Aksiyal ¢6zlnarligun yetersizliginden dolayi
ultrasonografi gorlntilemesiyle intima ve medya tabakalari birbirinden ayirt
edilemez. Bununla beraber artmis IMK, ateroskleroz nedeniyle intima tabakasinin
artan kalinlasmasini veya hipertansiyonda oldugu gibi v askiler hipertrofiye bagli
artmis medya tabakasi kalinligini géstermektedir. Bu nedenlerle bazi arastirmacilar
plak olmayan bolgeden 6lciim yapildijinda IMK’nin aterosklerozdan ziyade erken
arteriyel duvar degisikliklerinin bir belirteci oldugunu savunmakta dirlar (105).

1.5.1. Normal IMK Degeri Nedir?

IMK, damar duvarindaki erken aterosklerotik degisikliklerin sensitif bir
gostergesi oldugundan asemptomatik hastalarin tespit edilebilmesi icin IMK’nin
normal degerlerinin belirlenmesi 6nemlidir. Saghkl populasyonda iIMK’nin norm al
degerleri yas ve cinsiyet goz oniine alinarak tanimlanmistir (106,107). IMK yasla
artmaktadir ve erkeklerdeki degeri kadinlardakinden daha yiiksektir. IMK degerinin
irklara gore farklilk gosterdigi rapor edilmistir. IMK degerleri siyah irkta en yiiksek,

beyaz irkta ortalama degerlerde ve esmerlerde en dusik tespit edilmistir (108-110).
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Epidemiyolojik calismalar IMK degerinin 1 mm veya iizerinde oldugu durumlarin
artmis kronik kalp hastaligi riskiyle iliskili oldugunu gostermektedir (106).

Ateroskleroz klinik belirtileri ortaya ¢ikmasindan ¢ok daha Once baslayan
difuz, sistemik bir hastallk durumudur. Birgok kardiyovaskiler risk faktoriinin
birlikte etki etmesi ateroskleroz gelisimine katkida bulunur. Yapisal arter duva r
degisikliklerinin bir belirteci olarak IMK bilinen kardiyovaskiler risk faktorleriyle
iliskisinden dolayi aterosklerotik ge lisimi yansitmaktadir. Bu iliski IMK’nin erken,
preklinik aterosklerozun invazif olmayan bir belirteci olarak kullaniimasini
saglamaktadir. (111).

Karotis arterdeki aterosklerotik degisikliklerin genel aterosklerozun aynasi
oldugu kabul edilmektedir. Genel populasyonu ve SDBY’li has talari iceren
calismalar karotis arterlerde plak olusumu ve intima medya k alinliginin élgtlmesinin

karotis aterosklerozun belirteci olarak kullanilabilecegini gostermistir (112,113).
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2. GEREC VE YONTEMLER

Hasta ve Kontrol Gruplari igin Birey Secimi

Bu calismaya Eyliil 2007 ve Eylul 2008 tarihleri arasinda Firat Universitesi
Hastanesi Hemodiyaliz Unitesinde ve 6zel bir hemodiyaliz merkezinde kronik
hemodiyaliz programinda olan 59 erkek, 71 kadin toplam 130 ha sta ve ayrica strekli
ayaktan periton diyalizi tedavisinde olan 37 erkek, 27 kadin toplam 64 hasta dahil
edilmistir. Kontrol grubu normal muayene icin poliklinige basvuran herhangi bir
kronik hastaligi (hipertansiyon, diyabet vs.) bulunmayan 4 5 erkek, 47 kadin toplam
92 kisiden olusmaktadir. Hemodiyaliz tedavisi goren hastalarin yas ortalamasi
53.76+17.04, SAPD tedavisi alan hastalarin yas ortalamasi 48.17+14.93 ve saglikli
kontrol grubunun yas ortalamasi 64.03+10. 06 seklindeydi. Hemodiyaliz grubundaki
hastalar haftada U¢ gun, dort saat hemodiyalize girmekteydiler. SAPD tedavisi alan
hastalar gun ve gece degisimlerinde glukoz igeren soltsyon kullaniyorlardi.

Tum hastalar kan sayimi ve demir parametrelerine gore oral veya parenteral
demir preparatlari ile eritropoetin; kalsiyum ve fosfor dengelerine gore kalsiyum
karbonat, kalsiyum asetat ve aktif D3 vitamini; lipid parametrelerine gore statin;
tansiyon ve kilo takiplerine gore antihipertansif ve didretik kullaniyorlardi. Hastalar
antihipertansif olarak kalsiyum kanal blokeri, ACE inhibitorleri, ARB (Anjiyotensin
reseptor blokeri) ve daha az olarak da intrinsik semp atomimetik aktivitesi olmayan 3 -
blokerler kullanmaktaydilar.

Orneklerin Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol gruplarindan 12 saatlik acliktan sonra sabah oturur halde
vendz kan ornekleri alindi. Ventz kan drnekleri hemodiyaliz ve periton diyalizi hasta
grubundan tedaviye girmeden ¢énce alindi. DNA izolasyonu yapmak ve plazma elde
etmek igin ayri ayri olmak tzere K3EDTA iceren tuplere 2’ser ml kan alindi. Elde
edilen plazma NO 6l¢iminde kullanildi. ADMA, glukoz, HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol, trigliserid, kolesterol ve serum elektrolitleri 6lcimlerinde kullan 1lmak
uzere jelli duz biyokimya tuptine 5 ml kan alindi. Plazma ve serum elde etmek igin
tipler 3500 rpm hizda 10 dakika santriflij edildi (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo
Laboratory Products, Osterode -Germany). Elde edilen serumlar ve plazmalar kiiguk
porsiyonlar halinde polipropilen tlplere konuldu ve bekletilmeden -20°C’de

donduruldu ve ¢alisma ginine kadar bu sicaklikta saklandi. DNA izolasyonu igin

34



K:EDTA’lI tipe alinan kan da bekletilmeden -20°C’de donduruldu ve calisma
ginilne kadar bu sicaklikta saklandi.

IMK Olgtimii

B Mod Renkli Dopler Ultrasonografi (Toshiba Applio, Japonya; SSA
770A/80)

B mod ultrasonografi kullanilarak hastalar ve kontrollerde karotis arterlerde
IMK 6lciimii yapildi. Ancak bazi hasta ve kontrollerin IMK 6l¢iimleri yapilamadi.

DNA izolasyonu ve Genotiplendirme

DNA izolasyonu

Lokosit orneklerinden ticari bir DNA izolasyon kiti (EZ -10 Spin Column
Blood Genomic DNA Minipreps Kit, Bio Basic Inc., (rln -product code- kodu:
BS484, Canada) kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen 200 pl DNA’nin 1
pl’si PCR karisiminda kalip DNA olarak kullanildi.

eNOS geni GIu298Asp Polimorfizmi Igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ve PZR Urunlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimi

Primerler: Integrated DNA Technologies,

TagDNA Polimeraz, 10X PCR buffer, MgCl,, Tris (Hydroxymethyl)
Aminomethane (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD)

dNTP’ler (Larova GmbH, Teltow, Almanya)

Thermocycler (Bio-Rad Laboratories, ABD; Model: PTC-200 rev:D:A)

Ultraviyole Transilluminatér (Bio-Rad Laboratories, ABD; Molecular
Imager Gel Doc XR System)

Borik asit, EDTA.2H,0 (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ethidium bromide (10mg/ml) (Dr.Zeydanh Hayat Bilimleri, Ankara,
Turkiye)

100 bp+1.5 kb DNA ladder, Agaroz (Bioron GmbH, Ludwigshafen,
Almanya)

Ban 11 (New England Biolabs, Cambridge, ingiltere)

1 X TBE Tamponu: 21.8 gr Tris, 11.2 gr borik asit ve 1.66 gr EDTA.2H ,0

2 L distile suda ¢0zilerek hazirlandi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi ilgili bdolgenin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile c¢ogaltilmasi igin kullanilan primer dizileri: F -5’
AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA 3’ ve R-5" CCCAGTCAATCCCTTTGGTG
CTCA 3’dir (114). PZR reaksiyon karisimi yaklasik 100 ng kalip DNA, her
primerden 0.4 pM, 4 dNTP’den 200 uM, 1 U Tag DNA polimeraz, 2.0 mM MgCI »,,
2.5 pl 10X PZR tamponu igerecek sekilde 50 pl olarak hazirlandi ve thermocyclerda
amplifikasyona birakildi. Amplifikasyonda 9 4°C’de 4 dakikalik 6n denatirasyondan
sonra denatiirasyon icin 94°C’de 30 s, baglanma sicakhginda 30 s, sentez icin
72°C’de 30 s olacak sekilde 35 dongu gerceklestirildi. Reaksiyon sonucu olusan PZR
UrinG 1X TBE tamponu igerisinde hazirlanmis % 3’lik agaroz jelde elektroforeze
tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk streyle boyandi ve
Ultraviyole (UV) transilluminatérde incelenerek sonuglar gdézlemlendi. Olusan
bantlarin molekiler agirhgini saptamak amaciyla 100 b ¢’lik DNA ladder kullanildi
(114).

Banll Endontikleaz ile Kesim R eaksiyonu

Glu298Asp polimorfizmi igin 248 baz ciftlik PZR Urinlndn restriksiyon
endoniikleaz (RE) kesimini gerceklestirmek amaciyla 25 pl PZR drind, 8 U Ban Il
enzimi, 5 pl 10X PZR tamponu, steril distile su ile 50 pl’ye tamamlanarak iyice
karistirthip 3-5 sn santrifiljlenerek 37 °C’de 16 saatlik inkubasyona birakildi. Banll
enzimi igin kesim bdlgesi iceren homo zigot bireylerde (Glu/Glu)163 ve 85 baz-
ciftlik iki ayri bant gozlendi. Heterozigot bireylerde ise (Glu/ASp) 248, 163 ve 85
baz ¢ift uzunlugunda 3 bant gozlendi. Banll enzimi icin kesim bdlgesi icermeyen
bireylerde (Asp/Asp) sadece 248 baz cift uzunlugunda bant gozlendi.

Banll endontikleaz ile kesim islemine maruz birakilan drtinler % 3’1tk agaroz
jelde yukarida bahsedildigi sekilde elektroforeze tabi tutulduktan sonra boyanip
gorintilendi.

Serum Total Nitrik oksit (NOx) Duzeylerinin Olgtilmesi

Nitrik oksit (NO), biyolojik sistemlerde Uretildikten sonra, 2 -30 sn gibi ¢ok
kisa strelerde nitrit (NO,) ve ardindan nitrat'a (NO3) oksitlenir. Bu nedenle NO, ve

NOg seviyeleri 6lgllerek, nitrik oksit diizeyleri hakkinda yaklasimda bulunulmustur.
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Nitrit ve nitrat 6lciimleri, Cortas ve arkadaslarinin (115) modifiye metoduna
gore spektrofotometrik yéntemle dl¢uldi.

NO* + 1/20; ____, NO*+1/20, ___, NO3

Nitrik oksit Nitrit Nitrat

Ayiraclar

Glisin, Sulfanilamid, N-Naftiletilen diamin (NNDA), Sodyum hidroksit
(NaOH), Bakir sulfat (CuSOy4), Cinko sulfat (ZnSO,), sodyum nitrit (NaNO>),
potasyum nitrat (KNO3): Merck, Darmstadt, Almanya

Cozeltilerin Hazirlanmasi

1) Glisin-NaOH Tamponu:

*---7.5 gr glisin 100 ml distile suda ¢ozuldi. 3.2 gr NaOH ise 40 ml distile
suda ¢6zildi. Hazirlanan bu NaOH solusyonu ile glisin tamponunun pH’1 9.7’ye
ayarlandi. Daha sonra ¢ozelti 500 ml’ye tamamlandi.

2) Sulfanilamid Cozeltisi:

*---66.2 ml 3M HCI alinip bir meziir icerisinde hacmi 250 ml’ye tamamlandi.
Bu ¢ozelti icine 2.5 gr sulfanilamid eklendi. Sulfanilamid HCI iginde iyice ¢ozuldu.

3) N-Naftiletilen diamin (NNDA) Cozeltisi:

*---50 mg NNDA tartildi, 250 ml distile suda ¢ozuldi.

4) Sodyum hidroksit (NaOH) Cozeltisi:

*---55 mmol/L’lik NaOH c¢ozeltisi (1.1 gr NaOH 500 ml distile su)

5) Bakir sulfat (CuSO,) Cozeltisi:

*---5 mmol/L’lik CuSO, ¢ozeltisi (250 mg CuSO4 200 ml distile su)

6) Cinko sulfat (ZnSO,) Cozeltisi:

*---75 mmol/L’lik ZnSO, ¢ozeltisi (10.8 gr ZnSO, 500 ml distile su)

7) Standart Sodyum Nitrit (NaNO,) Cozeltileri:

*--1 mM’luk stok NaNO, cozeltisinden 100, 50, 25, 10, 5 pmol
konsantrasyonlarinda nitrit standartlari hazirlandi. Nitrit standart lari hazirlanirken
¢ozici olarak konsantrasyonu 10 mmol/L olan Na ,B40- ¢ozeltisi kullanildi.

8) Standart Potasyum Nitrat (KNO3) Cozeltileri:

*--1 mM’luk stok KNOj3 ¢0zeltisi kullanilarak 100, 50, 25, 10, 5 pmol
konsantrasyonlarinda nitrat standartlari ha zirlandi. Nitrat standartlari hazirlanirken

¢ozici olarak konsantrasyonu 10 mmol/L olan Na ,B40- ¢ozeltisi kullanildi.
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9) Kadmiyum Granillerinin Hazirlanmasi:

*-- 20-40 mg’hk kadmiyum grandlleri, 810 pl H,SO4 alinip 150 ml distile
suya tamamlanarak hazirlanan 0.1 mol/L’lik H,SO4 ¢ozeltisi iginde muhafaza edildi.

Nitrik Oksit Deneyinin Yapilsi

Numunelerin Deneye Hazirlanmasi: Derin dondurucudan ¢ikarilan
numuneler oda sicakhginda bekletilerek ¢oziinmesi saglandi.

Deproteinizasyon: Co6zilen numuneler deproteinizasyon islemine tabii
tutuldu. Bu islem i¢in her bir numuneden 0.5 ml alinip Gzerine 2 ml ZnSO 4 ¢ozeltisi
ve 2.5 ml NaOH c¢ozeltisi eklendi. Karisim vortekslenip iyice karismasi saglandi. 10
dakika oda sicakliginda bekletildi, 3500 rpm’de 10 dakika santrif(ij edildi. Proteinler
cokturulerek, slpernatant kismi ayrildi. Bu slpernatantlar deneyin bir sonraki
asamasinda numune olarak kullanildi.

Nitrit Deneyinin Yapilmasi ve Nitrit Standartlari C alismasi: Numuneler
ve standart ¢ozeltiler olarak hazirladigimiz 5 pmol, 10 ymol, 25 ymol, 50 pymol ve
100 pmol‘luk nitrit ¢ozeltileri (S1, S2, S3, S4, S5) Tablo 8’deki sekilde tiiplere (ml
hacimde) pipetlendi.

Tablo 8. Nitrit Calismasi Semasi

Kor Numune S1 S2 S3 S4 S5
tlpu tipu 5 umol 10 umol 25 pmol 50 umol 100 pumol

Numune - 2 - - - - -
NNDA 1 1 1 1 1 1 1
Sulfanilamid 1 1 1 1 1 1 1
Distile su 25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Nitrit cozelt. - - 2 2 2 2 2

Pipetlemeden sonra tipler vortekslendi ve 45 dakika oda sicakhginda
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonda siilfanilamid, NNDA ve nitritle pembe renkli
kompleks olustu. Bu renkli kompleksin nitrit konsantrasyonunun artmasiyla
koyulugu fazlalasti. Tiplerin optik dansiteleri spektrofotometrede 545 nm’de kore

karsi okundu.
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Hesaplama:

Standart konsantrasyonlari, 545 nm deki absorbanslarina bélinerek faktér (F)
hesaplanir. Numunenin absorbansi bu faktorle carpilarak numunedeki mevcut nitrit
miktarlari hesaplanir veya nitrit standart konsantrasyon grafigi (Sekil 10)

hazirlanarak, numunelerin konsantrasyonlari bu grafikt en hesaplanir.

Numunenin Konsantrasyonu Standartin Konsantrasyon
) = = Faktor (F)
Numunenin absorbansi Standartin absorbansi

Numunenin konsantrasyonu = F x Numunenin absorbansi

0,140 -
y =0,0012x + 0,0056
0,120 +
0,100

0,080 -

Absorbans

0,060 -
0,040 -

0,020 - ¢

0,000

0 26 46 sb ab 160 12|o
Konsantrasyon[umol/L]

Sekil 10. Nitrit standart konsantrasyon grafigi

Kadmiyum Grandullerinin Deneye H azirlanmasi: Kadmiyum grantllerinin
aktivasyonu igin 12 saat siireyle 0.1 mol/L’lik H,SO, iginde muhafaza edilen
kadmiyum grandlleri rejenere edildi. Asitten c¢ikarip deiyonize su ile 3 kere
yikanarak asidi uzaklastirildi. Uzerine 2 ml CuSO, cozeltisi konulup 2 dakika
bekletildi. Glisin-NaOH tamponu ile 3 kere durulandi. Kurutma kagidi kullanilarak
kurutuldu. Nitrat deneyinde kullanmaya hazir duruma getirildi.

Nitrat Calismasi: Numuneler ve standart ¢ozeltiler olarak hazirladigimiz 5
pmol, 10 pmol, 25 pmol, 50 ymol ve 100 pymol‘lik nitrat ¢ozeltileri (S'1, S'2, S°3,
S'4, S'5) Tablo 9’daki sekilde tiiplere pipetlendi.
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Tablo 9. Nitrat Calismasi Semasi

Kor Numune S1 S2 S3 S4 S5

tlpd tapd 5 umol 10 umol 25 pmol 50 umol 100umol
Numune (ml) - 1 - - - - -
Glisin-NaOH (ml) 1 1 1 1 1 1 1
H20 (ml) 3 2 1 1 1 1 1
Nitrat ¢ozelt.(ml) . - 2 2 2 2 2
Kadmiyum gr 25-3 253 253 253 253 253 253

90 dakika oda sicakliginda bekletildi, nitratlar nitrite donisti; de neye devam edildi.

H,O (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Silfanilamid (ml) 1 1 1 1 1 1 1
NNDA ¢ozelt. (ml) 1 1 1 1 1 1 1

Bakir kapli kadmiyum grandlleri nitratlari nitrite dontstirdu:

Kadmiyum
NO3 > NOZ

Tupler vortekslendi, 45 dakika oda sicakliginda bekletildi, 545 nm’de Kkor

tlpune karsi optik dansiteleri okundu. Nitrit deneyinde oldugu gibi standartlarin

konsantrasyonu bilindiginden absorbans degerleri kullanilarak faktor hesaplandi,

sonuglar pmol/L cinsinden verildi.

0,350 -
0,300 A y = 0,0029x - 0,002
0,250 1
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -

0,000 T T T v v 1
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon [umol/L]

Absorbans

Sekil 11. Nitrat standart konsantrasyon grafigi
NO3z formu, NO tlrevlerinin en Kkararli yapisidir. Bu ylizden numunede
bulunan NO3't NO, formuna indirgenerek ortamda bulunan toplam NO, formu

olculir. Toplam NO, ilk dlctlen NO, degeri ile NO3 degerinin toplamidir.
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ADMA Olciimii

L-Arjinin, SDMA VE ADMA o6lcumleri HPLC (high performance liquid
chromatography) cihazinda EUREKA (Head Quarter: Via E. Fermi 25 60033
Chiaravalle (AN) ITALY ) kiti kullanilarak floresans detektoriiyle kromotogramlar
analiz edilmistir.
Tablo 10. ADMA Kit Bilesenleri

ADMA KIT BILESENLERI: Tum kit bilesenleri kullanima hazir
olup 2 — 8 °C de 3 yil dayaniklidir.

A Ayiraci — Sartlandirma solusyonu 1; 1x100 ml
B Ayiraci — Sartlandirma soliisyonu 2; 1 x 100 ml
C Ayiraci — Sartlandirma soliisyonu 3; 1 x 100 ml
D Ayiraci — Diliisyon solisyonu; 1 x 100 ml

E Ayiract — Yikama sollisyonu 1; 1 x 100 ml

F Ayiraci— Yikama soltisyonu 2; 1 x 100 ml

G Ayiraci — Yikama soliisyonu 3; 1 x 100 ml

I Ayiraci — Eluting soliisyonu; 1 x 100 ml

H Ayiract — Test soliisyonu; 1 x 5 ml

J Ayiracl — Baslangi¢ Sollsyonu; 1x 3 ml

L Ayiraci — Tlrevlendirme soliisyonu; 1 x 3 ml

N Ayiracl — Tampon soliisyonu 1; 1 x 20 ml

O Ayiraci — Tampon soliisyonu 2; 1 x 20 ml

M Ayiraci — Mobil faz; 8 x 500 ml

P Ayiraci — Kimyasal standart kalibrator; 1 x 5 ml
Q Ayiraci — Stabilizasyon soliisyonu; 1 x 10 ml

Temizleme kolonlari — 100 pcs

Basamak 1:Turevlendirme
1.5 mI’lik cam veya plastik bir tiipe

200 yl H Ayiraci — Test Soliisyonu

200 pl O Ayiraci — Tampon Soliisyonu 2

30 pl J Ayiraci — Baslangi¢ Soliisyonu

30 pl L Ayiraci — Tirevlendirme soliisyonu konularak 5 saniye karistirilir.
Basamak 2: 20 °C’ de (oda 1sisinda) 20 dk bekletilir.
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Basamak 3: Q Ayiraci — Stabilizasyon sollisyonundan 100ul eklenir ve bu
sollisyondan standartlarin kromatogramdaki yerlerinin belirlenmesi i¢in 100 pl
alinarak HPLC cihazina enjekte ettirilir.
Standartlarin Hazirlanmasi:  Standartlarin g¢lini birlikte tek kromatogramda
gormek igin;
100 pl ADMA,100 pl Arjinin, 100 pl SDMA standartlarindan alinir ve 700 p | distile
su eklenerek karistirilir. Her bir standardin konsantrasyonu 5 pmol/l dir.
Orneklerin Hazirlanmasi :
1- On kolonlarin aktivasyonu
Kolonlardan sirasiyla 1 er ml A,B,C ayiraci gegirilir.

A Ayiracl — Sartlandirma Solisyonu 1
B Ayiraci — Sartlandirma Solusyonu 2
C Ayiraci — Sartlandirma Soliisyonu 3
Eluent’ler atilarak 6n kolonlar aktive edil ir.
Orneklerin Diltisyonu: Orneklerden (numune veya standart) 400 pl alinir, diliisyon
solusyonundan (D Ayiraci) da 1000 pl alinarak karistir ihir.
Orneklerin On kolonlara Aplikasyonu: Diliisyon yapilan 6érneklerden 1 ml
alinarak 6n kolondan gegirilir ve elient atilir.
On kolonlarin Yikanmasi: On kolonlardan sirasiyla 1 er ml E,F,G solusyonlari
gecirilir.
1.0 ml E Ayiraci —Yikama solisyonu 1
1.0 ml F Ayiraci — Yikama soliisyonu 2
1.0 ml G Ayiraci — Yikama soliisyonu 3
Daha sonra 6n kolonlar kurutulur. Toplanan 6n kolonlar temiz tiiplere yer lestirilir ve
on kolonlardan 1.0 ml I Ayiraci gegcirilir, elient toplanir ve 5 sn karistirilir.
Orneklerin Turevlendirilmesi:
1.5 mI’ lik cam veya plastik bir tiipe

200 ul eluent

200 ul N Ayiraci — Tampon sollsyonu 1

200 pl O Ayiraci — Tampon soliisyonu 2

30 pl J Ayiract — Baglangig soltsyonu

30 ul L Ayiraci — Tirevlendirme

42



Sollsyonlardan konularak 5 sn karistirilir ve 20 °C’ de (oda 1sisinda) 20 dk
bekletilir. Daha sonara Q Ayiraci— Stabilizasyon solisyonundan 100 pul eklenir ve 5

sn karistirilarak HPLC cihazinda 100 pl enjeksiyon yapilarak kromotogramlar
degerlendirilir.

2 g
257 z w
i 5 .
20 3
' z.
154 o &
3 < ,
: “ :
16 -

% Compound. Nam 5ﬁo§§'.ﬂ_
1 BRGININ il 560D,
2 SADMA o 5000
3 ADMA T 5.080.-
Totals:

: )

¥
1 ARRGIWTH
2 SAIMA
3 ADMA

fotals:

Sekil 13. Hasta numunesinde ADMA, Arjinin ve SDMA 06l¢uimiine ait kromatogram
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Biyokimyasal Olctimler

Ornekler ¢ozduruldiikten sonra serum glukoz, AST, ALT, ALP, GGT, total
kolesterol, HDL, LDL ve trigliserid dizeyleri Olympus AU 600 (Olympus Op tical
Co. Ltd, Tokyo-Japan) otoanalizériinde Olympus marka ticari Kitler kullanilarak
spektrofotometrik olarak olglldi. VLDL -Kolesterol dlzeyleri ise yine ayni
otoanalizorde hesaplama ile elde edildi.

Istatistik

Calismadan elde edilen sonuglarin biyoistatis tiksel degerlendirmesi i¢in SPSS
12.0 paket programi kullanildi. Biyokimyasal parametrelerin kontrol ve hasta
gruplan arasinda karsilastirtimasinda Student’s t testi kullaniimistir. Genotipler
arasindaki degiskenlerin degerlendirilmesi ise tek yonli varya ns analizi (ANOVA)
ile yapiimistir. eNOS genotipleri ile allellerinin gortilme sikliginin ve gruplar arasi
farkhiliklarinin  degerlendirilmesinde y? testi kullanilmistir. p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calismaya 194 SDBY hastasi ve 92 saglikli kontrol vakasi alinmistir. 194
SDBY hastasinin; 130 tanesi HD, 64 tanesi ise PD tedavisi almaktaydi. HD hasta
gurubu yas ortalamalarl 53.76+17.04 olan 59 erkek ve 71 kadindan, PD gurubu ise
yas ortalamalari 48.17+14.93 olan 37 erkek ve 27 kadindan olusmaktaydi. Kontrol
gurubu ise yas ortalamalari 64.03+10.06 olan 4 5 erkek ve 47 kadindan olusmaktaydi.

HD grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda; glukoz, trigliserid, albiimin,
ure, kreatinin, diyastolik kan basinci (DKB) (p<0.0001) ve sistolik kan basinci
(SKB) (p<0.01) HD grubunda anlamh olarak yiiksek; HDL (p<0.0001) ve kolesterol
(p<0.01) ise anlamli olarak distik bulundu (Tablo 11).

PD grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda; trigliserid, tre, krea tinin,
SKB, DKB (p<0.0001), LDL, glukoz (p<0.01) ve albiimin (p<0.05) anlamli olarak
yiksek; HDL (p<0.0001) ise anlamli olarak dustk bulundu. (Tablo 1 1)

HD grubu PD grubuyla karsilastirildiginda yalnizca tre (p<0.001) anlamli
olarak yiksek; kolesterol, SKB (p<0.05), kreatinin, DKB (p<0.0001) ve LDL
(p<0.005) ise anlamli olarak diistik bulundu (Tablo 11).

Tablo 11. Kontrol ve SDBY (HD+PD) Hasta Gruplarinin Klinik ve Biyokimyasal

Degerleri.

HD (n=130) PD (n=64) Kontrol (n=92)
Yas (yil) 53.76+17.04%° 48.17+14.93 64.03+10.06
Glukoz (mg/dl) 134.71+95.24° 113.57+58.93" 82.37£14.59
SKB (mmHg) 130.0+25.0°¢ 140.0+30.0° 120.0+10.0
DKB (mmHg) 80.0+15.0%9 90.0+20.0% 70.0£5.0
Kolesterol(mg/dl) 184.62+62.42"° 203.15+47.57 203.78+15.53
HDL (mg/dl) 40.49+11.44° 39.53+6.71° 60.43+7.08
LDL (mg/dl) 117.70+43.80° 134.50+37.10" 118.72+16.66
Trigliserid (mg/dl) ~ 188.25+125.87° 190.50+116.81°% 99.26+43.92
T.protein (g/dl) 6.90+0.86 7.02+0.69 6.90+0.44
Albumin (g/dI) 3.69+0.65° 3.69+0.50° 3.37+0.64
Ure (mg/dl) 155.94+61.15% 131.75+41.26° 36.13+6.74
Kreatinin (mg/dl) 7.98+2.54%9 9.49+2.88° 1.13+0.20
Urikasit (mg/dI) 6.57+1.95 6.05+1.14 6.31+1.59
NO (umol/l) 656.38+141.68¢ 557.41+141.68" 635.06+146.25
Arjinin (umol/l) 24.25+10.54° 32.98+12.10 30.62+14.96
SDMA (umol/l) 3.77+0.71%9 1.62+0.15' 1.43+0.15
ADMA (pmol/l) 2.97+1.03%9 1.66+0.48' 1.31+0.43
IMK (mm) 1.19+0.17% 1.10+0.15° 0.94+0.12
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9p<0.0001, kontrol ile karsilastirildiinda  'p<0.001, PD ile karsilastirildiginda
®p<0.01, kontrol ile karsilastirildiginda 90<0.0001, PD ile karsilastirildiginda
°p<0.05, PD ile karsilastiri Idiginda "p<0.001, kontrol ile karsilastirildiginda
9p<0.005, PD ile karsilastirildiginda 'p<0.05, kontrol ile karsilastirildiginda
®p<0.005, kontrol ile karsilastirildiinda  'p<0.01, PD ile karsilastirildiginda

NO duzeyleri HD hasta grubunda ortalama 656.38+141.68 pmol/l; PD hasta
grubunda ortalama 557.41+141.68 pmol/l ve saglikh Kisilerde ortalama
635.06+146.25 pmol/l seklindeydi. Bu degerler incelendiginde HD hasta grubunda
NO diizeyleri PD hasta grubuna gore anlamli olarak daha yiksekti (p<0.0001). PD
hasta grubunda NO dizeyleri saglikli grubuna goére anlamli olarak daha dusiktl
(p<0.001) (Tablo 11, Sekil 14).

Arjinin diizeyleri HD hasta grubunda ortalama 24.25+10.54 ymol/l; PD hasta
grubunda ortalama 32.98+12.1 pmol/l ve saglkl kisilerde ortalama 30.62+14.96
pmol/l seklindeydi. Bu degerler incelendiginde HD hasta grubunda arjinin diizeyleri
PD hasta grubuna gore anlamli olarak daha dustktl (p<0.05) . Bunun disinda hasta
gruplari ve saghkh Kisiler arasinda arjinin diizeyleri agisindan anlamli bir i liski tespit
edilemedi (Tablo 11, Sekil 14).

W Ahinin
Mo

11 - —
hemodiyaliz periton divaliz sadghkh kontrol

Sekil 14. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Arjinin ve NO Degerlerinin Grafik ile
Gosterilmesi (NO degerleri 10’a bolinmastir)

SDMA dizeyleri ise HD hasta grubunda ortalama 3.77+0.71 pmol/l; PD
hasta grubunda ortalama 1.62+0.15 pmol/l ve saghkli kisilerde ortalama 1.43+0.15
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pumol/l seklindeydi. Bu degerler incelendiginde hem HD (p<0.0001) hem de PD
(P<0.05) hasta grubu saglikh kisilerle karsilastirildiginda anlaml olarak daha yiiksek
SDMA diizeylerine sahipti. Ayrica HD ve PD hasta gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda HD grubunda SDMA dizeyleri PD grubuna gdre anlamli
olarak daha ytiksekti (p<0.0001) (Tablo 11, Sekil 15).

ADMA duzeyleri HD hasta grubunda ortalama 2.97+£1.03 pymol/l; 70 PD
hasta grubunda ortalama 1.66+0.48 pmol/l ve saglikh kisilerde ortalama 1.31+0.43
pumol/l seklindeydi. Bu degerler incelendiginde hem HD (p<0.0001) hem de PD
(P<0.05) hasta grubu saglikh kisilerle karsilastirildiginda anlaml olarak daha yiiksek
ADMA dizeylerine sahipti. Ayrica HD ve PD hasta gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda HD grubunda ADMA dizeyleri PD grubuna gore anlamli
olarak daha yuksekti (p<0.0001) (Tablo 11, Sekil 15).

IMK degerleri HD hasta grubunda ortalama 1.1940.17 mm; PD hasta
grubunda ortalama 1.10+£0.15 mm ve saglikli Kisilerde ortalama 0.94+0.12 mm
seklindeydi. Bu de@erler incelendiginde hem HD hem de PD hasta grubu saghkh
kisilerle karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek IMK degerlerine sahipti
(p<0.0001). Bunun disinda hasta gruplari ve saghkh kisiler arasinda iIMK degerleri
acisindan anlamli bir iliski tespit edilemedi (T ablo 11, Sekil 15).

M SOk,
[ AD ks,
ITIEC

4,00 -

3,00 —

1,00

0,00 T T T —
hemodiyaliz perton diyaliz sadhkh kontrol

Sekil 15. Hasta ve Kontrol Gruplarinda ADMA, SDMA ve iIMK Degerlerinin Grafik
ile Gosterilmesi (ADMA ve SDMA’nin birimleri pmol/Il, IMK’nin birimi ise mm

cinsindendir)
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve RFLP ile Genotiplendi rme
Bulgulari

Endotelyal nitrik oksit sentaz geni Glu298Asp genotiplerinin saptanmasi
amactyla 248 b¢ uzunlugundaki PZR drlinlerinin (Sekil 16) Ban Il enzimi ile kesimi
sonucunda olusan DNA parcalarinin uzunluklari Tablo 12° de verilmistir. Ban Il
enzimi kesim bolgesinin bulunmasi 163 bg ve 85 Dbg’ lik iki DNA pargasinin
olusmasina neden olurken, kesim bdlgesinin bulunmamasi 248 b¢’ lik tek parcanin

gozlenmesiyle sonuglanir. Kesim drtinleri %3’ lik agaroz jelde ethidium bromide ile

boyanarak Bio-Rad Laboratories, ABD; Molecular Imager Gel Doc XR System ile
gorintilendi (Sekil 16).

12 3 4 56 7 M

Sekil 16. 248 b¢’lik PZR Urinlerinin Ultraviyole Transilluminatérdeki G oriintisi
M: DNA ladder (100bp), 1-7. siralar: 248 bg’lik PZR Grtinleri.
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Tablo 12. Ban Il Enzimi ile Kesimden Sonra Ortaya Cikan DNA Pargalarinin

Uzunluklari
Homozigot Normal = Heterozigot Homozigot Mutant
(Glu/Glu) (Glu/Asp) (Asp/Asp)
163 bg — —

Her 6rnek igin kesim olup olmadigi, 100 b¢ DNA ladder molekiler agirlik
merdiveni standardina goére dederlendirildi. eNOS Glu298Asp genotipleri,
restriksiyon bdlgesinin her iki allelde de bulunmamasi mutant (Asp/Asp),
restriksiyon bdélgesinin her iki allelde de bulunmasi normal (Glu/Glu), restriksiyon
bolgesinin sadece bir allelde bulunmasi heterozigot (Glu/Asp) seklinde agiklanir
(Sekil 17, 18).

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

500 b
248&::_-; — — - P — LI ] zlgglt;g
163 b = I
100 b

Sekil 17. PZR Grunlerinin kesimi ile elde edilen GIu298A sp genotipleri

M: 100 b¢ DNA molekiler agirhik merdiveni; 1,4,6,8,12,13,14. kuyular

Glu/Asp genotipi; 11. kuyu Asp/Asp genotipi; 2,3,5,7,9,10. kuyular Glu/Glu
genotipi.
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Sekil 18. PZR rlnlerinin kesimi ile elde edilen Glu298Asp genotipleri
M: 100 b¢ DNA molekdler agirlik merdiveni; 1. ve 5. kuyular Glu/Asp genotipi; 3 ve
7. kuyular Asp/Asp genotipi; kuyular 2. 4. ve 6. kuyular Glu/Glu genotipi.

Glu298Asp Genotip Dagihmi ile Glu298Asp Allel Sikhginin Kontrol ve
PD, HD Gruplarindaki Dagilimlari

Kontrol grubu, HD ve PD gruplarinin Glu298Asp genotip dagihmi il e G ve A
allel sikhgr tablo 13’te gosterilmistir. Kontrol grubunda GG, GA ve AA genotip
sikhigi sirasi ile % 46.7, % 32.6 ve % 20.7; HD grubunda bu oranlar sirasi i le % 39.2,
% 40 ve % 20.8; PD grubunda ise sirasi ile % 39.1, % 34.4 ve % 26.6 olarak
bulundu. Hasta ve kontrol gruplari eNOS gen sikliklari agisindan karsilastirildiginda
genotip dagilimlarinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi saptandi
(x?=2.52, p=0.64).

Kontrol grubunda G alleli % 37.1, A alleli % 62.9 oranlarinda bulunurken HD
grubunda G alleli % 41.2, A alleli % 58.8 ve PD grubunda G alleli % 44.8, A alleli %
55.2 oraninda bulundu. Ug grupta da en sik bulunan allel A alleli olup A ve G allel
sikhgi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(x2=1.35, p=0.5) (Tablo 13).
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Tablo 13. Kontrol Grubu, HD ve PD Gruplarinin Glu298Asp Genotip Dagilimi ile G

ve A Allel Sikligi
Genotip Kontrol PD HD
n (%) n (%) n (%)
Glu/Glu 43 (46.7%) 25 (%39.1) 51 (%39.2) y% =252
Glu/Asp 30 (32.6%) 22 (34.4%) 52 (%40) P degeri = 0.64
Asp/Asp 19 (20.7%) 17 (%26.6) 27 (%20.8)
Allel Kontrol (%) PD (%) HD (%)
G 37.1 44.8 41.2 x?=1.35
A 62.9 55.2 58.8 P degeri = 0.5

Glu/Glu, homozigot normal; Glu/Asp, heterozigot; Asp/Asp, homozigot mutant.
Degerler sayl ve yuzde olarak verilmistir. Kontrol ve hasta gruplarinda eNOS
Glu298Asp genotip frekanslari X2 testi ile karsilastiriimistir ve istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (2= 2.52, p= 0.64).

Arjinin Duzeyleri

Plazma arjinin duzeyleri; HD, PD ve kontrol grubunda, eNOS GIlu298Asp
genotiplerine gore incelendiginde sirasi ile GG genotipinde 23.2+9.6, 33.1+12.8 ve
30.1+16.4 ymol/l; GA genotipinde 26.7+11.9, 35.8+10.7 ve 30.6+9.3 pmol/l, AA
genotipinde 21.2+8.2, 28.3+12.2 ve 31.2+13.2 pmol/l olarak bulundu. Bu sonuclar
incelendiginde HD grubunda GA genotipinde AA genotipine gore arjinin diizeyleri
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 14).
HD, PD grubu ve Kontrol grubunun eNOS GIlu298Asp ge notiplerine goére plazma
arjinin dizeyleri sekil 19’da verilmistir.

NO Duzeyleri

NO duzeyleri; HD, PD ve kontrol grubunda, eNOS GIu298Asp genotiplerine
gore incelendiginde sirasi ile GG genotipinde 624.1+123.6, 549.1+94.5 ve
635.6£130.2 ymol/l; GA genotipinde 664.2+140.9, 599.1+206.1 ve 622.5+175.0
pmol/l, AA genotipinde 702.1+159.3, 515.0+72.8 ve 653.5£147.9 pmol/l olarak
bulundu. Bu sonuclar incelendiginde HD grubunda GG genotipinde AA genotipine
gore NO diizeyleri anlamh olarak diistik bulunmustur (p<0.05) (Tablo 14).
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HD, PD grubu ve Kontrol grubunun eNOS GIu298Asp genotipl erine gore NO
dizeyleri sekil 20°de verilmistir.

SDMA Duzeyleri

SDMA dizeyleri; HD, PD ve kontrol grubunda, eNOS GIlu298Asp
genotiplerine gore incelendiginde sirasi ile GG genotipinde 3.8+0.7, 1.62+0.12 ve
1.45+0.09 pmol/l; GA genotipinde 3.8£0.8, 1.58+0.17 ve 1.40+0.09 pmol/l; AA
genotipinde 3.5+0.4, 1.68+0.16 ve 1.43+.09 pmol/l olarak bulundu. Bu sonu clar
incelendiginde PD grubunda GA genotipinde AA genotipine gére SDMA duzeyleri
anlaml olarak dustik bulunmustur (p<0.05) (Tablo 14).
HD, PD grubu ve kontrol grubunun eNOS GIlu298Asp genotipler ine gére SDMA
duzeyleri sekil 21°de verilmistir.

ADMA Duzeyleri

ADMA dizeyleri; HD, PD ve kontrol grubunda, eNOS GIlu298Asp
genotiplerine gore incelendiginde sirasi ile GG genotipinde 3.0+1.13, 1.57+0.49 ve
1.40+.74 pmol/l; GA genotipinde 3.2+1.0, 1.67+0.44 ve 1.23+.46 pmol/l; AA
genotipinde 2.6+0.7, 1.78+0.49 ve 1.23£1.02umol/l olarak bulundu. Bu sonu ¢lar
incelendiginde HD grubunda GA genotipinde AA genotipine gére ADMA diizeyleri
anlamli olarak yiksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 14).
HD, PD grubu ve kontrol grubunun eNOS GIu298Asp genotiplerine gére ADMA

diizeyleri sekil 22°de verilmistir.
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Tablo 14. Kontrol, HD ve PD Gruplarinin NO, Arjinin, SDMA, ADMA ve IMK Diizeylerinin eNOS Glu298Asp Genotiplerine Gore Dagilimi

HD PD Kontrol
GG GA AA GG GA AA GG GA AA
NO | 624.1£123.6" | 664.2£140.9 | 702.1£159.3 | 549.1+94.5 | 599.1+206.1 | 515.0+72.8 | 635.62130.2 | 622.52175.0 | 653.5+147.9
Arjinin | 232496 | 26.7£11.9° | 21.2482 | 33.1+12.8 | 35.8+10.7 | 28.3+12.2 |30.1+16.4 |30.6+9.3  |31.2+13.2
SDMA | 38+0.7 3.8+0.8 3.5+0.4 | 1.62+0.12 | 1.58+0.17° | 1.68+0.16 | 1.45+0.09 |1.40+0.09 | 1.43+.09
ADMA 30£1.13 | 3.2¢1.0° 26407 | 1.57+0.49 | 167+0.44 | 1.78+0.49 | 1.40+.74 | 123+.46 | 1.23+1.02
IMK 1.1640.17 | 1.21#0.11 | 1.21+020 | 1.07+0.10 | 1.09+0.17 | 1.16+0.13 |0.90£0.94° |0.95+0.13 | 0.97+0.07

8P<0.05, PD’'de AA ile kar silastirildiginda
®P<0.05, HD'de AA ile karsilastiriidiginda
°P<0.05, Kontrolde AA ile karsilagtiriidiginda
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hemodiyaliz periton diyaliz saflikh kontrol

G0 T 7 7
<) [}
a xm - A E
e
GG GA AA GG GA AA GG GA AA
Sekil 19. Gruplarin G/A 298 Genotiplerine Gére Serum Arjinin Diizeyleri ® P<0.05, AA ile karsilastirildiginda

hemodiyaliz periton diyaliz saghkh kontrol

e ae

GG GA AA GG GA A GG GA AN
Sekil 20. Gruplarin G/A 298 Genotiplerine Gére NO Degerleri ® P<0.05, AA ile karsilastirildiginda
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hemodiyaliz

peri‘tun diy‘aliz saghkh Kontrol
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GG GA AA GG GA AA GG GA AA

Sekil 21. Gruplarin G/A 298 Genotiplerine Gére SDMA Diizeyleri ¥P<0.05, AA ile karsilastirildiginda

hemodiyaliz periton diyaliz saflkh kontrol

[} - -

500

ADMA (umol/L)

GG GA AN GG GA AA GG GA AA

Sekil 22. Gruplarin G/A 298 Genotiplerine Gére ADMA Diizeyleri ®P<0.05, AA ile karsilastirildiginda
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IMK Degerleri

IMK degerleri; HD, PD ve kontrol grubunda, eNOS Glu298Asp genotiplerine
gore incelendiginde sirasi ile GG genotipinde 1.16+0.17, 1.07+£0.10 ve 0.9 0+0.94
mm; GA genotipinde 1.21+0.11, 1.09+£0.17 ve 0.95+0.13mm, AA genotipinde
1.21+020, 1.16+0.13 ve 0.97+0.07 mm olarak bulundu. Bu sonuglar incelendiginde
saglikli kisilerde GG genotipinde AA genotipine gore IMK degerleri anlaml olarak
distk bulunmustur (p<0.05) (Tablo 14).

HD, PD grubu ve Kontrol grubunun eNOS GIlu298Asp genotiple rine gore
IMK degerleri sekil 23°de verilmistir.

hemodiyaliz periton diyaliz saglikh kontrol

. - :

BEE 4 —

Gc GA M GG GA  AA 6 oA MA

Sekil 23. Gruplarin G/A 298 Genotiplerine Gore IMK Degerleri © P<0.05, saglikli
kontrollerde AA ile karsilastirildiginda
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SDBY’DE (HD+PD) IMK ile Risk Faktorleri Arasindaki Korelasyon
Hasta gruplari ve kontrol grubunda aterosklerotik risk faktorleri ile IMK
arasindaki korelasyon Tablo 15°te verilmistir.
Tablo 15. SDBY(HD+PD)’li Hastalarda iIMK ile Aterosklerotik Risk Faktorleri

Arasindaki Korelasyon

r P

Yas (yil) 0.55 0.000
Glukoz (mg/dl) 0.23 0.035
Kolesterol (mg/dl) 0.23 0.037
LDL (mg/dl) 0.25 0.022
HDL (mg/dl) -0.33 0.048
Kreatinin (mg/dl) 0.074 0.0.49
Urik asit (mg/dl) 0.159 0.177
Kalsiyum (mg/dl) 0.124 0.260
iFosfor (mg/dl) 0.072 0.528
NO (pmol/l) -0.048 0.661
Arjinin (umol/l) -0.147 0.173
SDMA (umol/l) 0.171 0.116
ADMA (umol/l) 0.213 0.047
SKB (mmHg) 0.142 0.199
DKB (mmHg) 0.140 0.140
eNOS gen polimorfizmi 0.136 0.21

Bu inceleme sonucunda IMK ile yas (r=0.55, p=0.000) (sekil 24), total
kolesterol (r=0.23, p=0.037) (sekil 25), LDL kolesterol (r=0.25, p=0.022) (sekil 26)
ve ADMA (r=0.21, p=0.047) (sekil 27) arasinda pozitif korelasyon; HDL kolesterol
ile (r=-0.33, p=0.048) negatif korelasyon saptandi. IMK ile sistolik ve diyastolik kan
basinglari, NO, SDMA ve eNOS Glu298Asp gen polimorfizmi arasinda ise anlamli
bir iliski tespit edilemedi.
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4. TARTISMA

Diinyada her yil 1 milyon kisiden 50-250si son dénem bdbrek yetmezligine
girmektedir. 2002 yilinda ABD’de 406.000 kisinin bobrek replasman tedavisi
(diyaliz veya transplantasyon) aldigi rapor edilmistir Kronik bobrek yetmezligi
(KBY), kronik seyirli bobrek hastaliklarinda, ilerleyici nefron kaybi sonucunda
bobrek fonksiyonlarinin giderek bozulmasi ile ortaya cikan, kalici glomertl
filtrasyon hizinin (GFH) azalmasi ile kendini gdsteren bir tablodur. Bdbrek
fonksiyon kaybi kritik bir diizeyi asinca altta yatan nedenin giderilmesi, ¢cogu kez
hastaligin ilerlemesini durduramamaktadir (116).

Kardiyovaskiler hastahiklar, kronik bobrek yetmezlikli hastalarda 6limun
major sebebidir (117). Bu hastalardaki artmis kardiyovaskdler hastalik ve mortalite
riski Ozellikle gen¢ hastalarda rolatif olarak daha yuksektir ve bu durum bdbrek
hastaliginin erken evrelerinde belirlenebilmektedir (9,118). Yas, cinsiyet, Irk ve
diyabet varhigi acisindan duzeltme yapildiktan sonra bile diyaliz hastalari arasinda
kardiyovaskiler mortalite oraninin saglikli populasy ondan 10-20 kat daha fazla
olmasi bobrek yetmezliginin kendisinin kardiyovaskuiler hastalik icin énemli bir risk
oldugunu gdstermektedir (9). Diyabet, hipertansiyon, dislipidemi ve ilerlemis yas
gibi geleneksel risk faktorleri KBY’li hastalar arasinda sik goriilmesine ragmen, bu
faktorler bu hastalar arasinda kardiyovaskuler hastaliklarin yiksek prevalansini
aciklamada yeterli degildir (119,120). Bu nedenle dremik kardiyovaskil er
hastaliklarin patogenezini agiklamak igin geleneksel olmayan risk faktorlerini
arastirmak oldukca 6nemli bir arastirma sahasi haline gelmistir.

Endotel disfonksiyonu; fibrinolizis, diiz kas huicre proliferasyonu, damarlarda
vazodilatasyonun kaybi, endotelin duzenli fonksiyonlarinin bozulmasinda ve
kardiyovaskiler hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (117,119).
KBY’de damar hasarina; klasik risk faktorleri (hipertansiyon, sigara kullanimi,
diyabet, dislipidemi) (121), hastahiga spesifik faktorler (anemi, hiperparatiroid izm)
(9) ve hiperhomosisteinemi (26), artmis CRP (122) ve ADMA gibi eNOS’un endojen
inhibitérundn birikimi katkida bulunmaktadir (26).

Yakin gecmise kadar aterosklerozun erken evreleri yalnizca postmortem
calismalarda tespit edilebilmekteydi. 1982 yilinda Zweibel buyik art er

duvarlarindaki intima ve media kompleksinden olusan cizgileri ultrasonografik
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gorintd olarak tanmimlayan ilk kisidir (123). Bu ultrasonografi teknigi, ylksek
¢cozundrlukli B mod ultrasonografinin - kullamimi, arter duvariyla ilgili bilgi
saglamada en ©nemli metotlardan birisidir. Bu metot la arterlerin subendotelyal
bolgesindeki erken aterosklerotik degisikliklerin incelenmesi invazif olmayan ,
guvenli, tekrar edilebilen, rolatif olarak da ucuz bir metottur. Bu metotla elde edilen
gorintuler “ultrasonik biyopsi” olarak da tanimlanabilir (124).

Karotis arterlerde ateroskleroz gelisimini belirlemek icin IMK &lgiimii genel
populasyonda ve SDBY’li hastalarda oldukga sik kullanilan bir metottur (125,126).

Bu calismada SDBY hastalarinda ateroskleroz varhigini arastirmak amaciyla
karotis arter IMK olgiimi yapildi. IMK degerleri HD hastalarinda ortalama
1.19+0.17 mm; PD hastalarinda ortalama 1.10+0.15 mm ve saglikh Kisilerde
ortalama 0.94+0.12 mm seklindeydi. Bu degerler incelend iginde hem HD hem de PD
hasta grubu saghkh kisilerle karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek
(p<0.0001) iIMK degerlerine sahipti. D aha sonra SDBY (HD+PD)’li hastalarda IMK
yiiksekliginin dolayisiyla ateroskleroz sebeplerini arastirmak icin IMK ile
aterosklerotik risk faktorleri arasindaki korelasyonu incelendi. Bu inceleme
sonucunda IMK ile yas (r=0.55, p=0.000), total kolesterol (r=0.2 3, p=0.037), LDL
kolesterol (r=0.25, p=0.022) ve ADMA (r=0.21, p=0.047) pozitif korelasyon; HDL
kolesterol ile (r=-0.33, p=0.048) negatif korelasyon saptadik. IMK ile sistolik ve
diyastolik kan basinglari arasinda ise an lamli bir iliski tespit edilemedi.

Hojs ve ark. 28 (16 erkek, 12 kadin) hemodiyaliz hastas! ve bunlarla yas ve
cinsiyet acisindan eslesmis 28 saglikli kontrolde yaptiklari calismada; saglikli
kontrollerle kiyaslandiginda HD hastalarinda karotis arter IMK degerlerini anlamli
olarak yiiksek bulmuslardir (112).

Karotis arter IMK genel populasyonda yasla anlamli olarak iliskili oldugunu
gosteren iki calisma (127,128) ile tutarli olarak bu calismada da SDBY hastalarinda
IMK ile yas arasinda anlamh pozitif korelasyon tespit edildi. Calismamizin
sonuglari, bu sonuglarla ve ultrasonografi kullanarak HD hastalarinda ateroskleroz
varligini arastiran Kawagishi T. ve ark. (129) ve London GM. ve ark. (126) Bevc S.

ve ark. (130) cahismalarinin sonuglariyla uyumlu bulunmaktadir.
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Bu cahismalardan farkli olarak Burdick ve ark. (131) diyaliz hastalarinda IMK
ve yas arasinda iliski bulamamislardir. Ancak bu calismaya katilan hasta sayisinin az
oldugu gézden kagmamalidir.

Saglikli populasyonda kanitlanmis bir kardiyovaskiler risk faktori olan
arteriyel hipertansiyon SDBY’li hastalar arasinda da oldukga yaygindir. HD
hastalarinda yapilan calismalar (112,126,129,131) kan basinci ve IMK arasinda iliski
tespit edememistir. Bu calismada da daha 6nceki ¢alismalarda oldugu gibi arteriyel
hipertansiyon ve IMK arasinda iliski bulunamadi. Bu durum hipertansif HD
hastalarinin cogunun uzun streli anti -hipertansif tedavi almalarina bagh olabilir. HD
hastalarinda kan basinci siklikla unstabil oldugundan, bu durum arteriyel
hipertansiyonun ateroskleroz agisindan risk faktori olmasini bu hasta gurubunda
engellemektedir (129).

Hiperkolesterolemi ve ylksek LDL dizeyleri ateroskler oz igin bilinen risk
faktorleridir (125,131). HD hastalarinda yapilan ¢alismalarda total ve LDL kolesterol
ile IMK arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir (130-132). Calismamizda ise
literatiirdeki diger calismalarla tutarli olarak IMK, total ve LDL kolesterol arasinda
pozitif korelasyon tespit edildi.

Sonug olarak ateroskleroza yol agan yas, artmis total ve LDL kolesterol
diizeyleri ile korelasyon gosteren artmis IMK dii zeyleri aterosklerozun erken
belirteci olarak kullanilabilir.

Endotel kaynakh nitrik oksit trombosit agregasyonu ve kan basincinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. NO; L -Arjinin aminoasidinin terminal
guanidino nitrojeninin  NOS enzimi sayesinde s tereospesifik oksidasyonuyla
sentezlenmektedir (91). NO’in sentezi L-Arjinin aminoasidinin guanidino nitrojen
atomunun metil-, nitro-, veya diger kimyasal gruplarla yer degistirmesiyle inhibe
edilmektedir (21).

ADMA; NO sentazin endojen inhibitéri olarak bilinmektedir (21).
Dimetilarjininler simetrik ve asimetrik molekiller olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bttin
dimetilarjininler bobrekler aracihigiyla elimine edilme ktedir. ADMA %20 oraninda
boébrekler araciligiyla elimine edilirken, %80 oraninda DDAH enzimi ile sitrilin ve
dimetilamine parcalanmaktadir (133,134). Kan damarlari, pankreas ve bdbrek
dokusunda DDAH varhg: tespit edilmistir (135).
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cGMP; NO’nun kardiyovaskiler sistemdeki etkilerine aracilik etmektedir
(91). Plazmada NOS aktivitesi ADMA ve arjinin aminoasiti arasindaki iliskiye
baghdir. Bobrek yetmezlikli hastalarin plazmasinda dimetilarjininler birikmektedir
ve arjinin/ADMA ve arjinin/SDMA oranlari bu hasta gurubunda azalmis olarak
tespit edilmektedir (29,134). Arjinin ve ADMA hicrelerin igine insan katyonik
aminoasit tastyicisi (hCAT-2B) aracihgiyla tasinmaktadir (136). Bu nedenle,
dimetilarjininler ve arjinin arasinda ‘yaris fenomeni’ olgusu tanimlanmistir  (137).
ADMA’nIn plazma duzeyleri ortalama arteriyel kan basinciyla koreledir ve bu
nedenle bobrek yetmezlikli hastalarda ADMA kan basincini yukseltebilmektedir
(41).

Malnutrisyon SDBY’li hastalar arasinda oldukca sik gorilen bir problemdir.
Malnutrisyon ve dustk aminoasit konsantrasyonlari SDBY’li hastalarin sag
kaliminda ¢ok gucli bir belirte¢ olarak gorulmektedir. Maln(tris yonda o6zellikle
hiicre i¢i arjinin konsantrasyonlari, arjinin ve ADMA arasindaki oran KBY’li
hastalarda azalmistir (138).

Calismamizda, SDBY hastalarinda ve saglikh kisilerde ADMA, SDMA,
arjinin, NO o6l¢cumu yapildi. ADMA degerleri HD hastalarinda ortalama 2.97+1.03
pmol/l; PD hastalarinda ortalama 1.66+0.48 pumol/l ve saglikli kisilerde ortalama
1.314£0.43 pmol/l seklindeydi. SDMA degerleri ise HD hasta grubunda ortalama
3.77£0.71 pmol/l; PD hasta grubunda ortalama 1.62+0.15 pmol/l ve saghkh kisilerde
ortalama 1.43+0.15 pmol/l seklindeydi. Bu degerler incelendiginde, hem HD
(p<0.0001) hem de PD (P<0.05) hasta grubu saglikli kisilerle karsilastirildiginda
anlamli olarak daha yiuksek ADMA ve SDMA degerlerine s ahipti. Hasta gruplari
kendi aralarinda Karsilastirildiklarinda HD grubunda hem ADMA hem de SDMA
degerleri PD grubuna gore anlamli olarak daha ytiksekti (p<0.0001).

Calismamizda arjinin degerleri ise HD hasta grubunda PD hasta grubuna gore
anlamli olarak daha disuktl (p<0.05). Hasta gruplari ve saglikli Kisiler arasinda
arjinin duzeyleri agisindan anlamh bir iliski tespit edilemedi. Yine HD hasta
grubunda NO duzeyleri PD hasta grubuna gore anlamli olarak daha yuksekti
(p<0.0001). PD hasta grubunda NO dizeyleri saglikli grubu ile karsilastirildiginda
anlamli olarak dusukti (p<0.001).
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Ayrica SDBY (HD+PD) gurubunda ADMA ve IMK arasinda pozitif
korelasyon tespit edildi (r=0.213, p=0.047).

Kielstein ve ark. (36) SDBY hastalarinda plazma ADMA, SDMA, arjinin
diizeylerini ve bu parametrelerin NO olusumuna etkilerini ayrica hemodiyaliz ve
periton diyalizi tedavilerinin bu parametreler tzerine etkilerini arastirmak igin 43
HD, 37 PD ve bhobrek fonksiyonlari normal olan 37 saghkh kiside calisma
yapmislardir. Calismalarinin sonucunda plazma ADMA ve SDMA dizey lerinin
saghkh gruba gore anlamh olarak yiksek oldugunu bulmuslardir. Bizim
calismamizdaki sonuclarda bu calismayla értismektedir.

Arjinin konsantrasyonlari agisindan ise sagliklilar ve HD grubu arasinda
anlaml bir fark tespit etmemislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari da Kielstein ve ark.
sonuclari ile ortismektedir. Ayni ¢alismada HD ve PD gruplari arasinda arjinin
konsantrasyonlari agisindan anlamli bir fark bulu nmazken, bu calismamizda HD
grubunda arjinin konsantrasyonlart PD grubuna goére anlamh olarak dlsuk
bulunmustur. Kielstein calismasinda SDBY hastalarini aterosklerozu bul unan ve
bulunmayan olarak iki gruba ayirip arjinin diizeylerini incelemistir. Bu inceleme
sonucunda aterosklerozu bulunan SDBY hastalarinda arjinin  diizeylerinin
aterosklerozu bulunmayan SDBY hastalarina gére daha yuksek oldugunu
bulmuglardir. Closs ve ark. hem ADMA hem de SDMA’nin hCAT -2B reseptorlerine
yuksek affinite gosterdiklerini ve boylece arjinin uptakini inhibe ederek hi crelerden
arjinin atitlimini artirdiklarini géstermislerdir (136). Fleck ve ark. KBY’li hastalarda
yaptiklari ¢alismada arjininin plazma konsantrasyonu bébrek yetmezliginin
derecesiyle de degisebildigini gdstermislerdir  (137). Sonug olarak arjinin
diizeylerindeki bu farklihiklar hastalarin kullandiklari periton diyaliz soltsyonlarina,
hastalardaki mevcut ateroskleroz durumuna, hastalardak i bébrek yetmezliginin
derecesine ve hastalarin diyetsel farkliliklarina bagli olabilir, ¢tinkii insanlarda arjinin
diizeyleri diyetle oldukca yakindan iliskilidir.

Kielstein ve ark. calismalarinda (36) PD gurubunda ADMA dizeyleri
acisindan saghkh grupla anlamli bir fark olmamasina ragmen HD grubunda ADMA
diizeyleri daha yiuksek bulmuslardir. Bu calismamizda ise PD grubunda ADMA
dizeyleri saghkli gruba gore anlamh olarak yiksek bulunmustur. Bu durumda
ADMA’nin ancak %20’sinin bobreklerden elimine edildigi ve %80’inin DDAH

63



enzimi aracthgiyla metabolize edildigi ve bu enzimin etkisinin kisisel ve etnik
farklihklar gosterebilecegi unutulmamahidir. Kielstein ve ark. calismasi ile bu
calismamizin ortak noktasi PD grubunda SDMA diizeylerinin kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmasidir.

Kielstein ve ark. (36) calismalarinda NO duzeylerini HD grubunda PD ve
saghkh gruba gore anlamli olarak disuk bulmuslardir. B u calismamizda ise
Kielstein’in ¢alismasinin tersine NO duzeyleri HD grubunda PD gruba gére anlamli
olarak yiksek; PD grubunda ise saglikh gruba gbre anlamh olarak duslk
bulunmustur. Schmidt ve ark. (139) yaptiklar calismada KBY’de NO (retiminin
azaldigini gostermislerdir. Nakamura ve ark. yaptiklar calismada deneysel bébrek
yetmezliginde NO saliniminin azaldigini gostermislerdir (140). Vallance ve ark.
KBY’de artmis dimetilarjininlerin NO sentezini inhibe ettigini ve bunun sonucunda
da hipertansiyon gelistigini gostermislerdir (21). Ayrica SDBY hastalarinda oksidatif
stres artmistir. Artmis oksidatif stres cesitli mekanizmalarla NO duzeylerini
diistirebilmektedir. Ornegin siiperoksit hizla NO ile reaksiyona girerek peroksinitr it
anyonunun olusmasina ve bu durum NO’nun biyoaktivitesinin kaybina yol
acabilmektedir (141). NO oldukga labil bir molekl ol up gercek diizeylerinin tespiti
oldukca zor olmaktadir. Literattirlerdeki farkli NO duzeylerinin tespiti altinda yatan
en 6énemli nedenlerden birisi de metodolojik farkhliklardir. Ayni zamanda hem artan
hem de azalan NO diizeylerinin her ikisinin de artmis hasara neden olabileceg i cesitli
calismalarda gosterilmistir.

Literatire daha genis olarak baktigimizda bircok arastirmaci Gremik
hastalarda dimetilarjininlerin  (ADMA, SDMA) konsantrasyonlarinin arttigini
gostermislerdir (21,29,35,36,134,139,142,143). Calismamizdaki ADMA ve SDMA
degerleri bu calismalardaki sonugclarla uyumludur.

Bu calismada, kontrol grubunda GG, GA ve AA genotip sikligi sirasi ile
%46.7, %32.6 ve %20.7; HD grubunda bu oranlar sirasi ile %39.2, %40 ve %20.8;
PD grubunda ise sirasi ile %39.1, %34.4 ve % 26.6 olarak bulundu. Hasta ve kontrol
gruplart eNOS gen sikliklari agisindan Karsilastiril diginda genotip dagilimlarinin
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi saptandi ( ?=2.52, p=0.64).

Kontrol grubunda G alleli %37.1, A alleli % 62.9 oranlarinda bulunurken HD
grubunda G alleli %41.2, A alleli %58.8 ve PD gurubunda G alleli %44.8, A alleli
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%55.2 oraninda bulundu. Ug grupta da en sik bulunan allel A alleli olup A ve G allel
sikhgr bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(x?=1.35, p=0.5).

Uremik cevre tarafindan olusturulan arteriyel hasari a rastirmak icin SDBYli
hastalarda ateroskleroz olusumuna ve ilerlemesine yol acan sebeplerle genetik
faktorler arasindaki iliskiyi incelemek oldukga 6nemlidir. Bu amagla bu ¢alismada
KBY (HD+PD)’li hastalarda ADMA, NO ve IMK’nin eNOS GIu298Asp gen
polimorfizmiyle olan iliskisi incelenerek bunlar saghkh kontrollerle kiyaslandi.

eNOS geni oldukga polimorfik bir gen olup bu gende cesitli polimorfizmler
tanimlanmistir. eNOS geninin ekson 7 bolgesinde 894. pozisyondaki guanin bazinin
timin bazina dénusmesi bu bélgede 298. kodonda glutamat aminoasiti yerine aspartat
aminoasitinin dretilmesine neden olmaktadir (92).

Japon populasyonunda eNOS GIlu298Asp gen polimorfizminin esansiyel
hipertansiyon, vazospastik angina, miyokard enfarktiisu ve nefro patili hastalarda
kotl prognozla iliskili oldugu gosterilmis (144-146) olmasina ragmen farkl
populasyonlarda yapilan bazi ¢alismalar bu bulgulari desteklememektedir (147-149).
Karvonen ve ark. yaptiklari calismalarinda genetik olarak homojen kabul
edilebilecegini  sdyledikleri Fin populasyonunda eNOS GIlu298Asp gen
polimorfizmiyle, kan basinci, sol ventrikil hacmi ve karotis arter aterosklerozu
arasinda anlamh bir iliski olmadigini gostermislerdir (150).

eNOS gen polimorfizmleriyle ilgili Turkiye’de yapilan calismalar
inceledigimizde; Afrasyap ve ark. (114) anjiyografik olarak tanisi konmus 250
koroner arter hastasinda eNOS Glu298Asp gen poli morfizmi ve NO diizeylerini 150
saghkl kontrolle Kkarsilastirarak incelemigsler dir. Calismalari sonucunda eNOS
Glu298Asp gen polimorfizminin genotip sikhgi, allel frekanslari ve NO dizeyleri
arasinda anlamli bir iliski bulamamislar dir. Glldiken ve ark. (151) 146 iskemik
inmeli hasta ve 133 saglikh kontrolle yaptiklari calismada eNOS GIu298Asp gen
polimorfizminin genotip sikhgi ve allel frekanslari agisindan iskemik inmeli hastalar
ve saglikli kontroller arasinda anlamh bir fark bulamamislar dir. Berdeli ve ark. (152)
115 prematiir koroner arter hastaligi olan kisi ve 83 saglikli kontrolle yaptiklari
calismada eNOS GIlu298Asp gen polimorfizminin Asp/Asp genotipinin prematur

koroner arter hastali§i olan kisilerde saglikli kontrollerden anlamli olarak sik
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gorildugini tespit etmislerdir. Yilmaz G. ve ark.106 KAH ve 89 saglikli kontrolle
yaptiklari ¢calismalarinda eNOS intron 4 VNTR gen polimorfizmi ve NO duzeyleri
arastiriimis ve eNOS intron 4 VNTR gen polimorfizmi nin genotip ve allel sikligi
acisindan KAH ile saghkli kontroller arasinda anlamh bir fark bulamamislardir
(153). Bayoglu B. ve ark. calismalarinda insuline badimli olmayan diabetes
mellitusta eNOS GIu298Asp gen polimorfizmi sikligini 115 tip 2 diyabet hastasini 68
saglikli kontrolle kiyaslayarak arastirmiglar dir. Sonu¢ olarak tip 2 diyabet hasta
grubu ve saglikh kontroller arasinda eNOS GIu298Asp gen polimorfizminin genotip
sikliklari ve allel frekanslari agisindan anlamli bir fark olmadigini tespit etmislerdir
(154).

Prado ve ark. 52 HD, 22 PD hastasi ve 93 saglikli kontrol arasinda yaptiklari
calismada diyaliz hastalari ve saglikli kontroller arasinda eNOS GIlu298Asp gen
polimorfizminin genotip sikliklari agisindan anlamli bir fark bulamamislardir (155).
Bu calismamizda eNOS GIlu298Asp gen polimorfizminin genotip sikliklari ve allel
frekanslari agisindan SDBY hastalari ve saglikl kontroller arasinda anlamli bir fark
gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica Turk toplumunda eNOS GIlu298Asp gen
polimorfizminin degisik hasta gruplarinda ve saglikh Kisilerde ¢ok sik gorilmedigi
yukarida 6zetlenen ¢alismalardan da anlagiimaktadir.

Testa ve ark. 261 SDBY hastasinda kardiyovaskiler mortaliteyi belirlemek
icin ADMA ile eNOS GIlu298Asp gen polimorfizmi arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. Hastalari ortalama 42 ay boyunca mortalite agisindan takip etmigler.
Calismanin baslangicinda Glu/Glu, Glu/Asp ve Asp/Asp genotipleri arasinda ADMA
acisindan anlamli bir fark bulmamiglardir (p>0.05). 42 aylik takip sonrasinda 81
tanesi kardiyovaskdiler sebeplerden olmak lzere toplam 138 hasta 6lmustir. Sonug
olarak ylksek ADMA dizeylerine sahip olan ve homozigot (Asp/Asp), heterozigot
(Glu/Asp) risk alleli tasiyan kisilerde kardiyovaskdler olaylar sebe biyle 6lim riskinin
bu risk faktorlerinden yalnizca birini tasiyanlara gére daha fazla oldugunu
gostermislerdir (156).

Bilgimiz dahilinde literatiirde eNOS Glu298Asp gen polimorfizminin ADMA
ve IMK ile iliskisini bir arada inceleyen arastirma oldukgca azdir. Spoto ve ark. (157)
131 SDBY (86 HD ve 45 PD) hastasinda eNOS GIlu298Asp gen polimorfizmi,
ADMA ve IMK duzeylerini incelemislerdir. Glu/Glu, Glu/Asp ve Asp/Asp
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genotipleri arasinda ADMA agisindan anlamli bir fark bulmamislardir (p>0.05).
Multiple lineer regresyon analiz model inde IMK’nin eNOS Glu298Asp genotipleri
(r=0.32, p<0.001) ve ADMA ile (r=0.19, p<0.03) anlamli olarak iliskili oldugunu
g6stermislerdir. Bu cahsmamizda IMK ile eNOS GIu298Asp genotipleri arasinda
anlamli bir iliski tespit edilememistir (r=0.14, p=0.21); IMK ile ADMA arasinda ise
anlamli bir korelasyon tespit edilmistir (r=0.22, p<0.05).

Sonug olarak gen polimorfizmi ¢calismalari calismanin yapildigi topluma 6zgi
olup bu tip galismalarda incelenen parametreleri yalnizca arastirilan polimorfizmin
tek basina etkilemedigine dikkat edilmelidir. Kisilerin icinde bulunduklari cevresel
faktorler, kullandiklari ilaglar, sigara, alkol vb. maddeler arastirilan polimorfizmin
etkiledigi enzimin fonksiyonlarinda degisiklikler yapabilmekte ve farkli sonuclarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir.
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