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1- OZET

Gelismis lilkelerde en basta gelen morbidite ve mortalite nedeni Miyokard Infarktiisii
(MI) ve Koroner Arter Hastaliklann (KAH)dir. MI ve KAH, eriskin populasyonun
neredeyse yandan fazlasim ilgilendiren, genetik ve c¢evresel faktorlerin bileskesinden
etkilenen, multifaktériyel hastaliklardandir. Son yillarda MI ve KAH olusumundan
sorumlu olabilecek bazi genetik risk faktorleri lizerinde galigmalar artmistir. Bunlarin
arasinda en popiiler olanlarindan biri ACE genindeki I/D polimorfizmi ile MI ve KAH
iligkisini aragtiran ¢aligmalardir.

Son zamanlarda iskemik miyokardiyal yaralanmalarda serbest radikallerin (SR) sorumlu
olabilecegini gosteren ¢ok sayida c¢ahgma vardir. Ozellikle hidroksil radikalinin
miyokardda yapisal degisikliklere yol agtig1 gésterilmistir. Miyokard iskemisi sirasinda
antioksidan savunma mekanizmalarinin kapasitesini agan diizeylerde SR iiretimi olur.
Oksidasyon yan {iriinii olan malondialdehid (MDA), TBA yontemi ile Slciilebilir bir
degerdir. MDA, membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu sonucu olugan bilesiklerden
olup, LP’nun bir gostergesi olarak kabul edilir.

Bizim ¢alisgmamizda, ACE I/D gen polimorfizminin kardiyovaskiiler hastalik riskinin
tahmininde ve yiiksek risk grubundaki kisilerin daha yakin takibi ile optimal tedavinin
daha erken dénemde baglamasina katkida bulunan yararl: bir genetik belirteg olabilecegi
distintilmektedir.

Bu ¢aligmanin amaci, Miyokard Infarktiisi (MI) gegirmis kisiler ile saglikh kisiler
arasindaki Angiotensin Converting Enzim (ACE) gen polimorfizmi dagihimim
karsilagtrmak ve ACE gen polimorfizmi ile MI’e baglh olarak olusan lipid
peroksidasyonunun (LP) markinn olan Malondialdehid (MDA) arasindaki iligkiyi
incelemektir. 104 MI gegirmis gesitli yaslarda hasta ve 100 normal kisiyi kapsayan
¢alismamizda, bu kisilerden elde edilen kanlarda sirastyla DNA izolasyonu, PCR,
agaroz jel elektroforezi ve ayrica bu gruplarin kan lipid peroksidasyonu markir olarak
Malondialdehid (MDA) 6lgiimlerini yaptik. Calismamizda hasta ve kontrol gruplarnin
ACE genotiplerinin kargilagtirilmas: istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. Hasta ve
kontrol gruplarinin MDA degerlerinin kargilagtirmas: ise istatistiksel olarak anlamli

bulundu. Bu sonuca gére ¢alismamizda ACE gen polimorfizmi ile MI arasinda anlamh

bir bagint1 bulunamamustir.



2- SUMMARY:

MI and CAD are the most important reasons of mortality and morbidity in developed
countries. MI and CAD, concerning more than half of the adult population, are of
multifactorial illnesses affected by the component of genetic and environmental factors.
It is detected that about half of the deaths, no matter what reason, in the USA is sourced
from ML In recent years, the number of scientific studies have increased on some
genetic risk factors responsibe from the formation of MI and CAD. One of the most
popular of these is the one searching for the relations between the I/D polymorphism in
the ACE gene and MI and CAD.

Nowadays there are various studies showing that the free radicals (FR) are responsible
from the iscemic miocardial wounds. Especially the hydroxy radical is shown to cause
some differences in the miocard. In the pathogenesis of ischemic tissue defect, the free
radicals are put forward to be effective. During the miocard ischemics, FR production is
seen more than that of the capacity of antioxidant defending mechanisms.
Malondialdehyde (MDA) which is a subproduct of oxidation, is a value measurable by
the TBA method. MDA, one of the compounds formed as a result of peroxidation of
membrane phospholipids, is accepted as an indicator of LP.

In this study, it is assumed that ACE VD gene polymorphism is a useful indicator in the
detection of the risk of cardiovascular disease, the better control of the people in high
risk group and the optimal cure to start at an earlier stage.

By the help of these studies the risk factors of genetic origin, using the genetic
indicators and new risk factors, and supporting the information by some easily
performed biochemical experiments would supply great easiness in diagnosis and cure
and save life.

The scope of this study is to compare the distribution of gene polymorphism between
people suffered from Miyocard Infarctus (MI) and healty people and to search the
relation between ACE gene Polymorphism and Malondialdehyde (MDA), the marker of
lipid peroksidasyonunun (LP) formed as a result of ML

Two groups were covered in our study, one consisting of 104 people of various ages
previously suffered from MI and the other consisting of 100 healthy people. Using the
blood samples taken from these two groups, data for the following variables was

obtained : DNA isolation, PCR, agarose gel elektroforesis and Malondialdehid (MDA)

as the marker of blood lipid peroxidation.



In the study, the comparison of ACE genotypes of ill and control groups are found
statistically non-sense. The comparison of MDA values of ill and control groups are
statistically meaningful. According to this result, in this study no meaningful relation

between ACE gene polymorphism and MI are found.



3- GIRIS VE AMAC

Miyokard Infarktiisi (MI) ve Koroner Arter Hastaliklan (KAH), eriskin
populasyonun hemen hemen yanidan fazlasimi ilgilendiren, genetik ve gevresel
faktorlerin bileskesinden etkilenen, multifaktoriyel hastaliklarindandir. MI ve KAH,
gelismis lilkelerde bagta gelen morbidite ve mortalite nedenidir. Bu hastaliklarin tedavi
ve Onlenmesi ¢alismalarinin getirdigi maliyet ise yilda yaklagik 50-100 milyar dolar
olup, ABD’de ve diger birgok gelismis iilkede tiim nedenlere bagh 6liimlerin yaklagik
yanisindan da MI sorumludur (121). Son zamanlarda MI ve KAH olusumundan sorumlu
olabilecek bazi genetik risk faktérleri iizerinde ¢alismalar artmugtir. Bunlarin en popiiler
olanlarindan biri ACE genindeki I/D polimorfizmi ile MI ve KAH iligkisini arastiran
¢aligmalardir. Son zamanlarda hipertansiyon, Diabetes mellitus (DM), sigara kullanimu,
hiperlipidemi, gibi klasik risk faktSrleri disinda, bu tip hastaliklara neden olan risk
faktérlerine yonelik ¢aligmalar sayesinde bu hastaliklara bagli oliimlerin oram da
giderek azalacaktir.

Genetik ve molekiiler biyoloji alamindaki ilerlemeler sayesinde, genetik orijinli
olabilecek risk faktorlerine yonelik galismalar giderek artmaktadir. Siirekli yenilenen bir
stniflandirmada yeni kardiyovaskiiler risk faktérlerini arastirmak ¢ok 6nemlidir. Teshis
zorlandign zaman genetik belirteglerin ve yeni bulunan genetik risk faktérlerinden
yararlanmanin hem tanida hem tedavide kolaylik saglayabilecegi diisiiniilmektedir(113).
MI ve KAH’na yol agan genetik belirteglerin saptanmasi, MI ve KAH’m &énleme ve
tedavi stratejilerinin saptanmasinda biiyitk fayda saglayacaktir. MI ve KAH’ nin klinik
belirtileri veya kardiyovaskiiler komplikasyonlar ortaya ¢ikmadan yiiksek risk
grubundaki kisiler belirlenebilecek, boylelikle bu kisiler erken dénemde takibe alinip,
en uygun tedavi rejimini almaya baglayacaklardir. Tiim bu gahismalar, ACE gen
polimorfizminin esansiyel hipertansiyon, hedef organ hasarlari, kardiyovaskiiler riskin
tahmini ve yiiksek risk gruplarindaki hastalara erken ve etkili tedavinin planlanmas,
tedavi sonrasinda ortaya gikabilecek komplikasyonlarin énceden belirlenebilmesinde
151k tutabilecegi diisiincesinden hareketle siirdiiriilmektedir.

Son yillarda hem iilkemizde, hem de Avrupa ve Amerika’da MI, KAH, Iskemik
kalp hastaliklari etiyopatogenezinde yer alan genetik faktorlerin aydinlatilmasina
yénelik c¢alismalarin sayisi artmustir. Bunlar arasinda Renin-Angiotensin Sisteminin

(RAS) bilesenlerini kodlayan genlerin molekiiler varyantlariyla yapilan galigmalar yer



tutmaktadir. ACE’i kodlayan genin 16.intronunda yer alan I/D polimorfizminin MIJ,
KAH, iskemik kalp hastaliklari, hipertansiyon, gelisiminde katkisi oldugu konusunda
gesitli sonuglar igeren literatiir bilgisi de hizla artmaktadir. Plazma ACE seviyesinin
gevresel, metabolik ve hormonal faktSrlerden bagimsiz olarak belirlendiginin
saptanmasi, ¢alismalarin ACE genine kaydinlmasinda etken olmustur. Baz1 ¢aligmalar,
ACE I/D gen polimorfizminin kardiyovaskiiler hastalik riskinin tahmininde ve yiiksek
risk grubundaki kisilerin daha yakin takibi ile optimal tedavinin daha erken dénemde

baslamasina katkida bulunan yararli bir genetik belirte olabilecegini gdstermistir.

Bu ¢alismanin amaci, Miyokard Infarktiisii (MI) gegirmis kisiler ile saglikh kisiler
arasindaki Angiotensin Converting Enzim (ACE) gen polimorfizmi dagilimint
kargilastirmak ve ACE gen polimorfizmi ile MI’e bagh olarak olusan lipid
peroksidasyonunun (LP) markin olan Malondialdehid (MDA) arasindaki iliskiyi
incelemektir. Son zamanlarda molekiiler biyolojide ve genetik teknolojisinde yasanan
¢ok hzh geligmeler sayesinde MI ve KAH patogenezinde yer alan genleri igeren
kromozom bélgeleriyle ilgili aragtirmalar yapmak miimkiin olmusgtur.

ACE UD gen polimorfizmi ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiyi
inceleyen tiim bu ¢alismalarin sonucunda, ACE I/D polimorfizminin koroner kalp
hastaliklarinda, hastaligin nedeni olmaktan ¢ok, cevresel veya diger genetik etkilerle
olusan hasarin ilerlemesini hizlandirarak etki gosterdigi disiiniilmektedir. MI ve
KAH'nin genetik yoniinii aragtiran bir ¢aligma yaparken MI ne KAH’nin poligenik
karakter tagidigy, etiyopatogenezinde genetik faktorler kadar gevresel faktorlerin (kilo,
beslenme ahigkanliklari, sosyoekonomik faktérler) de rol oynadig, genetik gegmisin ve
gevresel faktorlerin irka ve etnik gruba bagh olarak degisebilecegi bilinmektedir. ACE
gen polimorfizminin, gelecek de MI ve KAH’larin da faydali bir genetik belirteg olarak
kullamlip kullanilamayacagina karar verebilmek igin denek sayisi gok daha genis
kapsamli, deneklerin genetik gegmis ve gevresel faktorler agisindan olabildigince
homojenize edildigi prospektif ¢aligmalara ihtiyag vardir. Biz bu ¢alismamizda, MI
gegirmis hastalardaki ACE gen polimorfizmi ve MDA degerlerini kontrol gruplan ile
kargilagtirarak ACE gen polimorfizminin MI i¢in bagumsiz bir risk faktorii olup
olmadigim ve MI gegirmis kisilerin MDA degerlerinin normal populasyona gére
farkliligim ortaya ¢ikartmak istedik.



4- GENEL BIiLGILER:

4.1- GENETIK BILIMI:

Genetik bilimi, farkli organizmalardaki tiim genlerin yapilari ve islemleri ile
ilgilenir. Bagka bir deyisle biyolojik varyasyonlarm analizidir. Ozellikle son 5-10 yildir
yeni inceleme ySntemleri ve gézlemler genetigin biyoloji ve tibbin can damari olan bir
alan haline gelmesini saglamistir. 50 yil 6nce kardiyovaskiiler genetik alaninda higbir
bilinen yokken giiniimiizde kardiyovaskiiler genetik belli bir disiplinde, yiiksek
teknolojili laboratuarlarda incelenmektedir. Gelecek 50 yilda da insan genom projesi
dahilindeki boyle c¢alismalarin katlanarak artacagi kuskusuzdur (108, 145). Canl
organizmalarin hiicrelerinde hiicre béliinmesini, organ ve doku farklilagmasi ile
embriyonik gelisimi, besinlerden enerji iiretimini, kas kasilmasim, kemik ve diger
destek dokularm devamlihgm, sinir, beyin ve diger duyu organlarmn islevlerini,
immiin savunmayi, hormon yapimi ve regiilasyonu ile diger hiicre i¢i ve dist sinyalleri,
biyomolekiillerin sentez, transport ve yikimi ile birgok islemleri kontrol eden bir
program vardir. Bu program her hiicre bsliinmesinde yeni olusan hiicrelerin her ikisine
de aktarilir. Genetik olarak belirlenen bu devamlilik ve aktarim tam olmazsa, iglev.

bozukluklar ortaya ¢ikar (48, 128).
4.2- GENETIK VE INSAN ILISKILERI:

Genetik bizzat herkesle ilgili bir bilimdir. Insanlar geriye dogru uzun bir birlesme
silsilesinden gelmektedirler. Yine insanlar, birgok &zellik tezahiirii ile birbirlerinden
farkhilik gOsterirler ya da birbirlerine benzerler. Bazi genetik 6zellikler daha ¢ok
bilinmekte ve bunlara daha ¢ok 6nem verilmektedir. Bunlar arasinda sag¢ rengi, goz
rengi, kivircik ya da diiz sag, boy, zeka, kellik sayilabilir. Daha az bilinen ve daha az
Onem verilen diger genetik 6zellikler arasinda kulak memesinin bitisik veya ayri olusu,
kirmizi-yesil renk korliigii, hemofili hastaligi,gok parmaklilik, astigmatizm, kan
gruplari, goziin {ist kapaginin sarkik olmasi, yoklugunda diyabet olusturan insiilin
liretme yetenegi sayilabilir (52,125).

Fakat baz1 karakterler, fizyolojik ozellikte olup, disaridan gézlenemezler. Genetik

son yiizyllda gelisen bir bilim dali olmakla beraber insan ile iligkili bircok alanda



In our study, the comparison of ACE genotypes of the patients and control groups are found
statistically insignificant. On the other hand, the comparison of MDA values of the patients and
control groups are statistically meaningful. These results reveale that there is no meaningful

relation between ACE gene polymorphism and ML.



bunlart bir arada tutan sentromerden olusur. Sentromer, kromatidlerin herbirini iki
kromozom koluna aymr. Kromozomlarin her iki ucundaki bdlgeler telomerlerdir.
Mitotik igin, iplik¢iklerine tutunma noktasi kinetokordur. Kromozomlar hiicre

cekirdeginde genler ve DNA ile birlikte bulunur(122,128).

Kromatid
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, / Sap

Kisa kol (p)
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SEKIL 2- Insan Kromozomlari (91).
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Genlerin organizasyonunu saglayan kromozomlar, hiicre ¢ekirdeginin iginde genler ve
diger DNA parcalan ile sikistirilmis ve proteininin etrafina sarili olarak bulunurlar.
Bilim adamlar1 kromozomlan ayirt edebilmek icin, kromozomlarin boyutlari,boyama
paternleri ve bazi karakteristiklerini kullanirlar. Bitkilerde ve hayvanlarda her tiir
kendine 6zgii sabit sayida kromozom igerir. Kromozomlarin sayist mitoz boliinmedeki
diizenli ve keskin olaylarla sabit tutulur. Bircok bitki ve hayvanda kromozom saysi

esittir. Fakat kromozomlardaki kalitim faktorleri farkhidir (46,48).

SEKIL 4- Kromozom yaPISl(WWw.gogglelpubmed/NCBI.com).



4.4- DNA ve YAPITASLARI:

Hiicre ve dokularin gelisimleri ve 6zel islevleri i¢in gerekli bilgi genlerde saklanir.
Gen, genetik bilginin yap1 ve islevi tamamlanmis bir béliimiidiir. Genler, hiicrenin
¢ekirdeklerindeki kromozomlar {lizerinde yerlesiktir, Karmasik, uzun zincirli bir
molekiilden, deoksiriboniikleik asit (DNA)’dan olugsmuslardir. DNA, bir niikleik asittir.

Kimyasal &geleri, niikleotid bazlari, seker (deoksiriboz) ve fosfat gruplandir.
Bunlar DNA’nin 6nemli islevini yerine getirmesini saglayan ii¢ boyutlu yapisim
belirler. DNA niikleotid bazlar olarak piirin ve pirimidinleri igerir. Bunlar iki tip piirin,
Adenin (A) ve Guanin (G) ile iki tip pirimidin, Timin (T) ve Sitozin (C)’dir. Niikleotid
bazlari, DNA’nin alt birimi olan niikleotidin bir béliimiidiir. Niikleotid dért niikleotid
bazindan biri, bir seker (deoksiriboz) ve bir de fosfat grubundan olusur. Riboniikleik
asit (RNA), iki yonii ile DNA’dan farklidir. Deoksiriboz yerine, riboz ve timin yerine
Urasil (U) igerir. Niikleotid zinciri, bir niikleotid gekerinin bir hidroksil grubu ile diger
bir niikleotidin sekerine bagli fosfat grubunun baglanmas: ile olusur. Birbirlerine fosfat
gruplan ile baglanmis sekerler DNA’nin degismez bdliimiinii olugturur. Degisken kisim

A, T, C ve G niikleotid bazlarinin dizilim sirasidir.

SEKIL 5- Gen Yapis1 (www.genes.com).
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Yiiksek canllardaki her somatik hiicre (cinsiyet hiicreleri hari¢ tiim viicut
hiicreleri) bir takim annenin &zelliklerini tagiyan anasal (maternal) kromozom ve bir
takim da babanin Gzelliklerini tasiyan babasal (paternal) kromozoma sahiptir. Bu iki
takimdaki kromozomlarin sayisi diploid (2n) olarak adlandirilir. Cinsiyet hiicreleri ya da
gametler, viicut hiicrelerinde bulunan kromozom sayisiin yansimna sahiptir ve haploid
(n) olarak adlandinhir. Genom ise, bir tiiriin haploid kromozom takimidir. Her viicut
hiicresindeki kromozom sayis: o tiiriin biitiin organlarinda da aynidir. Ornegin; insan
viicut hiicreleri 46, tiitin bitkisi 48, kegi 60, bahge bezelyesi 14, meyve sineji 8
kromozoma sahiptir (21). Kromozom kollariu ikiye bélen ve sentromer adi verilen
yapiun yerlesim yerine gore kollarn uzunluklan degisir ve bu kollar iizerinde diigme
benzeri kromomerler bulunur. Kromatin materyalinin en ucundaki minicik terminal
olusuma da uydu (satellit) denir.

Genetik bilginin bagka higbir molekiil tarafindan degil sadece DNA tarafindan
tasindigina dair son kamit, 1952°de Hershey ve Chase tarafindan saglanmustir (128).
Bilinen canlilarin ¢ogunun kromozom sayilari 10-50 arasindadir. Yeryiiziinde su anda
bilinen bir milyon kadar hayvan tiiriinden birgogu aym kromozom sayisina sahiptir.
Kromozom sayisiun aym olmasma ragmen tiirler arasindaki farklan doguran
kromozom yapis1 yani DNA’nin diizenlenisidir (8, 48, 128). 1970’li yillarin sonuna
dogru, DNA’da ki baz dizilerinin saptanmasi igin yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemler oldukga basit ve hizlidir. Béylece DNA’min uzun béliimlerinin dahi dizi
analizi yapilabilir. Bu sekilde gen iiriinii hakkinda énceden bilgi sahibi olmaya gerek
duyulmadan, dogrudan genetik bilgiye ulagilabilir. DNA dizi analizi igin kimyasal
enzimatik olarak iki temel ySntem kullaniimaktadir (148).

4.5 - GENLER ve GENOM:

Hiicre ¢ekirdegindeki kromozomlarn yapisinda bulunan genler, canlilifin ve
saglikll yagamun stirdiirtilebilmesi igin gerekli olan gesitli kimyasal maddelerin tiretimi
ile ilgili bilgileri tagiyan aktif molekiillerdir. Genetik program, ayr1 ayri birimlerden,
genlerden olusur. Her gen belirli bir islevi kontrol eder. Genler, her hiicrenin
¢ekirdeginde, kromozomlar iizerinde bulunur. Genler, kromozom iizerine dogrudan
yerlesirler. Her gen belirli bir konuma ve yapiya sahiptir. Bir gende bulunan bilgi, bir

metindeki harfler gibi, 6zgiin dizinli niikleotid baz dizilerinden ibarettir.
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Metin sifrelidir ve metindeki bilgiye uygun molekiiliin (gen iiriinii) olusmasi igin
transkripsiyonu ve translasyonu gerekmektedir (128, 30). Genom organizmadaki tiim
DNA’dir. Insan genomunda 3 milyar baz ¢ifti bulunmaktadir. Genomda organizmanin
tiim yagamu igin gereken proteinlerin sentezi hakkinda bilgi tagiyan genler bulunur (46).
Genomun sadece %3’ genlerden olusur. Diger kismi daha gorevini bilmedigimiz ve
higbir proteini kodlamayan DNA’dir. Tiim canlilar birbirlerinden ¢ok farkli gériinmekle
birlikte DNA sayesinde hayret edilecek kadar benzerler. Tiim insanlarin DNA’sinin
%99’undan fazlasi aynidir. Ozellikleri belirleyen geri kalan %1 DNA’dir (2, 48, 128).
Genler, kromozomlarda bulunan ve bir tiirlin diger bir tiirden, bir bireyin diger bir
bireyden, viicudun bir yerinin difer bir yerinden farkli olmas: gibi karakterleri
belirleyen, canlilarin farkli fizyolojik potansiyellere sahip olmasina neden olan ve bu
karakterlerin yeni jenerasyonlara aktarilmasindan sorumlu olan kalitim birimleridir.
Genler, belli bir karakteri etkileyen, ortaya ¢ikisini saglayan genetik bilgi birimi olarak
diigtiniilebilir. Genler genetigin temelini olugturmaktadir. Her gen, belirli fiziksel ya da
fizyolojik karakterden sorumludur (21, 52).

Cogu kez allel terimi ve gen terimi birbirine kanstirilir. Her ikisi de belirli bir
ozelligin kalitsal faktoriinii ifade eder. Ama allel, 6zellikle belirli bir kromozomun bir
lokusunda iki yada daha fazla segenekli gen ¢esidini anlatmakta kullamlir. Gen
mutasyona ugrayan ve bununla fenotipte degisiklik meydana getirebilen kalitimin en
kii¢iik birtmidir. Dogada milyonlarca farklt canli tiirii bulunur. Bununla beraber canlilar
hiicre ve molekiil diizeyinde aragtirildiginda organizasyonda tek kalip plam bulundugu
ortaya ¢ikar. Buna gore molekiiler biyolojinin temel amaci canli formlarinda hiicre
yapisini olusturan molekiillerin yapisal ve islevsel analizini yapmaktir. Tiim
organizmalarda hiicreleri olusturan molekiillerin yap1, gesit ve oranlan yaklasik olarak
aymdir. Temelde her tiir igin ayn1 olan, karbon temelli kiigiik molekiillerin belirleyici ve
simirlayict serisinden olugurlar. Hepsinde gerceklestirilen biyokimyasal mekanizmalar
aymdir ve aym genetik sifreyi paylagirlar (183,185). Makromolekiiller arasinda 6zellikle
niikleik asitler ve proteinler hiicrenin ve dolayisiyla bireyin yapisal olusumu ve canlilik
islevleri agisindan gok 6nemli rol oynarlar. Niikleik asitler, canlhilik 6zelliklerini
ydnetmeleri agisindan en yiiksek biyolojik éneme sahip molekiillerdir. Niikleik asitlerin

temel rol, genetik bilginin saklanmasi ve délden déle gegisinin saglanmasidir.
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Niikleik asitlerden DNA canlilann tiimiine yakin kisminda, genetik bilginin ana
deposudur. Bu bilgi RNA molekiilleri bigiminde kopyalanir (trankripsiyon) ve daha
sonra protein bi¢imine ¢evrilir (translasyon). Protein sentezi, niikleotid dizisindeki

sifreye gore yapilir (169).
4.6- INSAN GENOM PROJESI:

Genom, bireyin bir hiicresinin tiim kromozomlarindaki DNA’da bulunan
niikleotidlerin tamamdir. insan genomu kirmiz: kan hiicreleri harig, insan viicudundaki
her hiicre iginde bulunan toplam DNA molekiillerini tanimlamak i¢in kullamlan bir
terimdir. Hemen hemen tiim genom gekirdekte bulunur. Bununla birlikte mitokondriler
de onemli genetik bilgileri tasir. Insan genomu 3 milyar DNA baz ¢iftinden olusur.
DNA, bir zigotun ergin insan haline geligebilmesi igin gereken tiim bilgiye sahiptir.
Bilgi, gen yapisi i¢indedir. Her gen bazi islevleri yapabilecek bir DNA uzunlugundadir
ve ¢opunlukla bir protein aminoasit dizisini belirler. Insan genomunun sasirtict bir
ozelligi, genlerinin toplam DNA’nin %3’iinii olugturmasidir. Geriye kalan biiyiik
cogunlugu sifre verici degildir. Fakat gen ifadesini diizenlemek ve tesvik etmek ya da
kromozom biiyiikliigiinde bir yapisal rol yapmak ile gekirdek boliinmesindeki
kromozom ayrilmasinda baz: iglevleri yapmak gibi 6devleri vardir (30, 183, 185).

Insan genomundaki 3 milyar baz ¢iftinin farkls yapisal elemanlart ok farkl: tipte
dizilerden olusur. Insan yapisal genlerinin sayismin 60.000 civarmda oldugu
sanilmaktadir. Bu kadar bilginin bulunmasi genetik bilginin analizinin gii¢liigiinii agtkca
ortaya koymaktadir (12, 99, 149). Haritalama ve dizi analizi acil tibbi éneme sahiptir.
Bu islemler, kromozomla iizerinde gen lokuslarimn konumlarinin belirlenmesi ve
niikleotid baz ¢iftlerinin diziliminin belirlenmesini kapsar. Insan Genom Projesi,
1989°da baglatilan 6&zellikle ABD, Ingiltere, Avustralya, Brezilya, Kanada, Cin,
Danimarka, Fransa, Almanya, Israil, italya, Japonya, Giiney Kore, Meksika, Hollanda,
Rusya ve Isvigre tarafindan desteklenen en biiyiik uluslar aras: girisimdir. Bu girigim,
2005 yilna kadar 3 milyar baz ¢iftlik insan genomunun tamaminin dizi analizini
hedeflemistir (2, 42, 128, 183, 185).
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Gen haritalamasimn (gen lokusunun kromozom iizerindeki yerinin belirlenmesi) baghica
iki amaci vardir.

A- Gen islevinin, gelisim, genetik hastaliklardaki fizyolojik islev, yaslanma
siireci, kanser baglangici, immiinolojik siiregler, davramis genetigi gibi
biyolojik olaylardaki 6neminin analizi i¢in gerekli temel bilginin saglanmasi,

B- Evrimsel iligkinin belirlenmesine yardimci olmak iizere, farkli organizmalann

genomlarinin ve homolog genlerinin kargilagtiriimasidir.

Yaklasik 30 memeli tiirii igin gen haritast mevecuttur. Haritalanmig 2800 gen lokusunun
yaklagik 800’iin de belli hastaliklara neden olan mutasyonlar bilinmektedir (42,128). Bir
DNA kiitliphanesi biitiiniiyle genomu, yani arastirilan belli bir gen ve geri kalan tiim
DNA’y1 temsil eden bir DNA fragmanlan kolleksiyonudur (150). Insan Genom
Projesinin amaglari, insan DNA’sindaki yaklagik 100.000 geni belirlemek, insan
DNA’sim olugturan yaklagik 3 milyar bazin dizilimini belirlemek, olusan bilgileri data
bankalarinda biriktirmek, gerekli bilgileri gelistirmek ve projeden olusabilecek etik,
hukuki ve sosyal problem ve sorularin yamtlarini bulmak olarak s6ylenebilir (42).
Genetik miihendisligi bazi kalitimsal hastaliklarin daha bebek dogmadan tedavi
edilebilmesi gibi olanaklar1 sunmakla birlikte, aym bilgiler gen terapisi ile ebeveynlerin
dogacak ¢ocuklarnm genlerini degistirerek teoride muhakeme etme, hatirlama ve
problem ¢o6zme, sportif faaliyetlerde daha bagarih olma, sanata yatkinhk gibi
yeteneklerinin déha kuvvetli olmasina sebep olabilirler (12, 112).

4.7 - HARDY-WEINBERG DENGE KANUNU:

1908 Yilinda Ingiliz matematik¢i G.H Hardy ile Alman doktor olan W. Weinberg
birbirinden habersiz olarak bir populayondaki genlerin frekanslart ile ilgili basit
matematiksel bir prensip gelistirmiglerdir. Kisaca populasyonlara ait dengeyi ifade eden
bu prensip “Hardy-Weinberg Denge Kanunu” olarak bilinir. Bu prensip populasyon
genetiginin temelini tegkil etmektedir (52,128). Bir allel homozigot durumda (veya
bazen heterozigot) siddeti nedeniyle ya da ortaya ¢ikis zamani nedeniyle bireyin
liremesini engelleyen bir hastaliga yol agarsa, bu birey igin segici bir olumsuzluk
olusturur. Byle mutant bir allelin, sonunda populasyonun yok olacag: tahmin edilirse

de durum bdyle degildir.
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Homozigot durumda siddetli bir hastahga sebep olan bir allel (burada a alleli
olarak gdsterilmistir) populasyonda, genellikle saptanamayan heterozigot durumda
bulunur. Hastalik nedeniyle sadece homozigotlar (aa) dikkat ceker. Heterozigotlar (Aa)
taninmadan kalirlar ve homozigot (AA)’lardan fenotip olarak ayirt edilemezler. Hasta
bireylerin siklig1 (homozigot aa) a allelinin sikhigi (q) ile saptamr. Ug genotipin
sikliklari, binominal esitlikten (p+q)2=1 hesaplanir. Burada p, A allelinin ve q’da a
allelinin sikhigim belirtir. Bir jenerasyonda hastahk sonucu yok olan homozigot
allellerin (aa) yerini yeni mutasyonlar ahr. Hastalikla eliminasyon ve mutasyon siklig1
arasinda bir dengeye ulagilir. Ilgili allelin frekansindaki degisiklik, mutasyon
frekansindaki degismeye eslik eder. Bununla beraber, herhangi bir délde tekrar dengeye
ulagilacaktir (21, 52, 128). Bir populasyonda, Hardy-Weinberg denge kanunu ile
tanimlanan genetik denge, gen frekansim degistiren bazi faktérler ve etki sekilleri de
vardir. Bunlar; gé¢, mutasyon, sans, tam ve kismi seleksiyon, seleksiyon-mutasyon-sans

ve goelin ortak etkileri olarak kendini gosterebilirler (52).

4.8 - FENOTIP — GENOTIP:

Genotip, organizmamn délden déle gecen karakterler toplulugudur.Baska bir
deyisle bir canlinin genetik terkibidir. Genotip, fertlerin morfolojik, fizyolojik,
davranimsal ve ekolojik iligkilerinin biitiin ySnlerini tanimlamaktadir. Fenotip ise, bir
organizmanin renk, sekil, bityiikliik, davranim, kimyasal kompozisyon ve yap1 gibi i¢ ve
dig, makro ve mikro diizeyde olmak iizere tiim karakterleri bakimindan gériiniigiinii
ifade eder. Diger bir deyisle, gozlenen 6zellige fenotip denir (30, 52). Bu bir hastalik,
bir kan gurubu, bir protein varyant: ya da gézlem ile belirlenebilen herhangi bir nitelik
olabilir. Fenotip biiyilk 6lgiide gézlem yontemine ve dogruluguna baglidir. Genotip
terimi, fenotipin temelindeki genetik bilgiyi tanimlar. Genotip ve fenotip tanimlan,
belirli bir gen lokusundaki genetik bilgiye iliskindir. Gen lokusu, kromozom iizerinde
belirli bir karaktere ait genetik bilginin yer aldig1 bolgedir. Bir gen lokusundaki genetik
bilginin farkli formlan, allel olarak adlandirlir.

Diploid organizmalarda Srnegin; tiim hayvanlarda ve bitkilerin ¢ogunda, herhangi
bir lokusda iki allel bulunmasi durumunda ii¢ genotip olasilig1 vardir (30, 128). Bir
allel igin homozigotluk, iki farkli allel igin heterozigotluk, diger allel i¢in homozigotluk

seklindedir. Alleller, heterozigot durumunda goriilebilmelerine veya homozigot
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durumunda gozlenebilmelerine gore ayirt edilirler. Alleller heterozigot durumunda fark
edilebiliyorlarsa dominant, eger homozigot durumunda goriilebiliyorlarsa resesif olarak
nitelendirilirler. Heterozigot durumda iki allel de gériilebiliyorsa, bunlara ko-dominant
denir (128).

4.9- FENOTIP-GENOTIP ILiSKiSININ BIlYOKIMYASAL TEMELI:

1- Bir organizmanin karakteristik 6zelliklerini onu olugturan kisimlarin fenotipleri
olusturur.

2- Bir kismin (herhangi bir organ) fenotipi, o kistmdaki dokulann fenotipleri
tarafindan tayin edilir.

3- Bir dokunun fenotipi, o dokuyu olugturan hiicrelerin fenotipleri tarafindan
belirlenir.

4- Bir hiicrenin fenotipide onun igindeki molekiiller ve biyokimyasal reaksiyonlar
tarafindan tayin edilir. Her hiicre igerisinde enzimler tarafindan metabolik
reaksiyonlarin kataliz edildigi bir reaksiyon kabidir. Buna gore enzimler hiicrenin yap:
ve islevini kontrol ederler.

5- Hiicrelerdeki enzimler ve diger proteinler o hiicrenin genotipi tarafindan tayin
edilir (170).

4.10 - POLIMORFIZM:

Polimorfizm, fertlerin kendi aralarinda giftlestigi bir populasyonda iki veya daha
fazla farkhh genetik simflarm bulunmasidir (52). Dogada aym tiirde organizmalar
genellikle bazi goriintimleri ile farkhidirlar. Bu farkhihiklar genetik olarak belirlenmigtir
ve polimorfizm olarak adlandirilir. Birgok gen lokusunda iki ya da daha fazla allel yer
alabilir ve buna genetik polimorfizm ad verilir. Genetik polimorfizm, bir populasyonda
farkli allelere baglh olarak, genetik olarak belirlenmis iki veya daha ¢ok alternatif
fenotipin gériilmesidir. Burada en diigik siklikta goriilen allel yalmzca tekrarlayan
mutasyonlarda korunamaz. Bir gen lokusu, nadir alleller en az %] frekansma sahip
olduklann ve sonugta bu aleller igin heterozigotlar en az %2 oraminda gériildiikleri
taktirde polimorfik olarak tanimlanabilir. Polimorfizm, tiim birey diizeyinde (fenotip)
proteinlerin ve kan grubu bilegiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal

polimorfizm), kromozomlarin morfolojik &zelliklerinde (kromozomal polimorfizm)
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veya DNA diizeyinde niikleotid farkliliklari (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir
(128).

FENOTIP POLIMORFIZMI: Eger belli bir allelin varlifi ya da yoklugu
herhangi bir avantaj ya da dezavantaj saglamiyorsa, polimorfizm dogal olarak kabul
edilir. Bir polimorfizm populasyon igin yarar belirtebilir. Polimorfik bir populasyonda,
genetik tek tip bir populasyona kiyasla, belirli ¢evre sartlarina ve degisikliklere daha iyi
hazirlanmis bireylerin bulunma gans1 vardir (128).

BIYOKIMYASAL POLIMORFIiZM: Genellikle polimorfizm fenotipten
anlagilmaz. Daha ¢ok laboratuar yontemleri ile saptamr. DNA’nin niikleotid baz
dizilerindeki bireysel farklilik belirlenebilir. Eger dizideki bir degisiklik kodonda da bir
degisiklige neden oluyorsa ilgili bolgeye farkli bir aminoasit katilacaktir. Bu gen liriinii
incelenmesi ile gosterilebilir (128).

DENGELI POLIMORFIiZM: Polimorfizm kimi zaman gegici olur, fakat kimi
zaman da segenekli fenotipler kusaklar boyu aym sikligi siirdiiriirler ki bu -durum
dengeli polimorfizmdir. Ayrica dengeli polimorfizmde heterozigot istiinliigii de soz
konusudur (21).

ALLEL: Genlerdeki dizim degigiklizgi aymi genin iki degisik formunun
olugmasina sebep olur ve buna allel denir. Insanlar her gen igin, ayni ya da farkl: allel
tagiyabilirler. DNA dizilimindeki bazi degisiklikler normal olmakla birlikte bazilan
hastaliklara sebep olabilirler. Bu tip mutasyonlar ana-babadan da gegebilir veya yasam
sirasinda kendiliginden olugabilir. Hastaliklarin gogu boyledir (128).

Tibbi genetikteki en biiyik devrim, DNA’daki dizi farklihginin dogrudan belirlenmesini
saglayan teknigin bulunmasidir. Bir toplumu olugturan bireylerin DNA dizilerinde
goriilen farklilklar polimorfizm olarak adlandinlmaktadir (75). Diger bir deyisle

polimorfizm, bir populasyonda ortaya gikan genin iki ya da daha fazla farkli formudur.

4.11 - RENIN-ANGIOTENSIN SISTEMIi (RAS):

Bir glikoprotein olan 340 aminoasitli renin, molekiil agirhg1 38 kDa olan bir
aspartil proteazdir ve afferent renal arteriyollerin jukstaglomeruler hiicrelerinden 6ncii
bir protein (prorenin) olarak salgilamr. Birgok dokuda hiicre i¢i kalsiyumun artmast,
salgisal aktivitede artis meydana getirir ancak jukstaglomeruler apparatus (JGA) da tam
olarak bunun tersi dogrudur. JGA’da, hiicre i¢i kalsiyumda artma renin salgisi izerinde

inhibitér etkisi olugturur.
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Jukstaglomeruler hiicrede renin geni 45 kDa agirhifinda bir protein olan
preprorenini transkribe eder. Daha sonra sinyal goérevi yapan peptid pargalanir ve
protein prorenine glikozillenir. Glikolize prorenin, golgi apparatusuna geger. Burada
prosegment ortadan kaldinlir ve aktif renin ortaya ¢ikar. Renin daha sonra, ekzositoz ile
ekstraseliiler bosluga transport edilir. Bugiin reninin bobrek disinda bircok dokuda da
sentez edildifi ortaya ¢ikarilmustir. Bu dokular, karaciger, beyin, adrenal bezler, aorta,
kalp ve testisler olarak siralanabilirler. Bu lokal sistemler, angiotensin-I olusturabilirler
ve bazi dokularda dolasimdaki renin seviyesi diigiik dahi olsa vazokonstrikiyona sebep
olabilirler (93). RAS arter basincinin regiilasyonunun saflanmasinda  dakikalart
kapsayan zaman dilimi iginde etki gosterir. RAS, kan basincinin, sivi ve elektrolit
dengesinin major diizenleyicilerinden biridir (130). Bu sistem baslica su elemanlardan
olusur,

1- Angiotensinogen (Agt veya Ao)

2- Renin

3- Angiotensin Converting Enzim (ACE)

4- Angiotensin-II (Ang-II)

5- Angiotensin-II reseptérleri

6- ACE Inhibitorleri

Birbirini takip eden reaksiyon serisinin sonunda son {irtin olan Ang-II’nin reseptdriine
baglanmas: ile ‘vazokonstriksiyon, aldosteron ve katekolamin salimmi, prolaktin ve
adrenokortikotropik hormonun sekresyonu ve glukojenoliz gergeklesir (19,25,68).
Onceleri bu hormonal sistemin farkh organlardan kaynaklanan gesitli elemanlar igerdigi
ve dolagim sistemi iginde aktivite kazanan ve/veya yol gésteren bir yapida oldugu
diigiiniilityordu. Daha sonralari, yapilan galismalarda farkli regiilasyon mekanizmalarina
sahip lokal RAS’nin varliga gésterilmistir. Lokal RAS nin varlig1 kalp, damar, beyin ve
bobrekde gosterilmistir (67,97). Reninin dolagimdaki 6mrii yaklagik 20-30 dakikadir,
Bu siire iginde, baslica karacigerde sentezlenen ve sentezi glukokortikoidler ve Gstrojen
tarafindan arttirilan Angiotensinogen (Agt) iizerine etki ederek Angiotensin-I
dekapeptidinin olugumunu saglar. Bu ayn1 zamanda RAS nin hiz simrlayic: basamagim
olusturur. Angiotensin-I (Ang-I), orta dereceli vazokonstriktor 6zellige sahip olmakla
beraber dolagimda tek bagina anlamh degisiklikler yapmak i¢in yeterli degildir (172).
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Ang-I’in bilyiik ¢ogunlugu akcigerlerde kiiciik damarlarin endotelinde bulunan
ACE tarafindan karboksil terminalindeki iki aminoaitin (histidin-16sin) koparilmasi ile
gli¢li bir vazokonstriiktr olan Ang-'ye déniisiir. Dolasim hizi g6z 6niine alinirsa
Ang-T'in yapimindan birkag saniye sonra Ang-II’ye doniistiigi goriilir. Ang-II
dolagimda 1-2 dakika kalir ve gesitli dokularda ve kanda bulunan “angiotensinaz”lar
tarafindan yikilr. Yani Ang-I'in, Ang-II’ye doniisiimiiniin major mekanizmasi
Angiotensin Converting Enzim (ACE)dir (114,130,147). Dolasimda olan ve endokrin
diye adlandinlan RAS’nin insan dolagiminda homeostatik bir rolii vardir. Kalp
biiyiimesi ve kalp fonksiyonunda 6nem tasiyan aday genler RAS nin pargalardir (158).
Lokal olarak iiretilen Ang-Il, vaskiiler tonus, kardiyak kiitle, bsbrek hemodinamisi gibi
lokal doku fonksiyonunu ve yapiy etkiler.

ACE  inhibitorlerinin, plazmadaki ACE inhibisyonundan bagimsiz olarak
proliferasyonu énleyici ve kalbi koruyucu etkileri oldugunu gésteren calismalar vardir
(6,179). Kardiyovaskiiler fonksiyonun diizenlenmesinde renin-angiotensin sisgeminin
parakrin ve otokrin yéniiniin dnemli oldugu kabul edilmektedir. Lokal olarak iiretilen
Ang-Il  vaskiiler tonus, kardiyak kontraktilite, kardiyak kiitle gibi lokal doku
fonksiyonunu ve yapiyr etkiler. Bu durum ACE inhibitorlerinin antihipertansif
etkilerinin yaninda plazmadaki ACE inhibisyonundan bagimiz olarak proliferasyonu

Onleyici ve kalbi koruyucu oldugunu ggsteren calismalarda  belirtilmigtir
(93,114,120,160,179).

| ANJIYOTENSINOJEN | RENIN [ ANJIYOTENSIN |

ACE

- : RESEPTOR . - %
[ HUCRESEL ETKILER }«¢——— | ANJIYOTENSINT |

*

SEKIL 9- Renin-Angiotensin Sisteminin Bilesenlerinin Sematik Gosterimi(92).
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4.12- RENIN ANGIOTENSIN SISTEMININ BASLICA ELEMANLARI:

4.12.1- ANGIOTENSINOGEN (Agt veya Ao):
Reninin yegane substratidir. Serin proteaz inhibitérleri (serpinler) familyasina ait
globuler bir glikoproteindir. Molekiiler agirligs 55-65 kDa ve izoelektrik noktas: (pD
glikozilasyon derecesine gore 4.3-4.9 arasindadir. Ortalama karbonhidrat igerigi %13-
14 kadardir (68). Angiotensinogen (Agt), baslica hepatik hiicrelerde sentezlenir ve bu
plazma angitensinogeninin majér kaynagim olusturur. Agt, 452 aminoasitlik prekiirsor
bir protein olarak sentezlenir ve dolasimda renin tarafindan angiotensinogenden 10

aminoasitlik bir dekapeptid olan Angiotensin-I (Ang-I) olusturulur (68).

4.12.2- RENIN:

RAS’nin son iiriinii olan Angiotensin-II’nin olusumunda ilk ve hiz simrlayici basamagi
olusturan renin, glikoproteolitik bir enzimdir. Molekiil agirhg1 37-40 kDa ve izoelektrik
noktast (pI) 5.2-5.8 olan bir aspartil proteazdir. Bu sinifin diger proteazlarimin aksine
renin, substrat1 olan angiotensinogene oldukga spesifiktir. Renin baghica bobreklerde
sentezlenmekle beraber, diger bazi dokularda da renin gen ekspresyonu izlenmistir. Bu
dokular renin ekspresyonu miktarina gore, adrenal, testis, karaciger, beyin, dalak,
akcigerler ve timus seklinde siralanabilir. Renin bobreklerde, jukstaglomeruler
hiicrelerde preprorenin olarak sentezlenir (92, 97, 114, 147).

Preprorenin sentezinin ardindan bu enzim, endoplazmik retikulumda sinyal Oncii
peptidinden arindinilir ve glikolizasyona ugratdir. Olusan prorenin, golgi apareyinde
graniillere paketlenir. Proreninin 43 aminoasitlik segmentinin kaldirilarak, renine
déniigiimii bu graniillerde olur ve sistemik dolagima renin ve prorenin seklinde sekrete
edilir. Bununla beraber, sistemik dolagimda prorenin formu daha g¢ok bulunur.
Bobreklerde &zellikle epitoloidler ve nétrofillerde tripsin benzeri bir etkiyle proreninin
aktivasyonunu saglayan enzimlerin varligindan séz edilmektedir. Dolagimda 20-30
dakika kalan renin, substrati olan 452 aminoasitlik Agt iizerine enzimatik olarak etkir ve

10 aminoasitlik Angiotenin-I’in serbestlenmesini saglar (111,114,147,165).

Preprorenin  — Prorenin —  Renin
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4.123- ANGIOTENSIN CONVERTING ENZIM (ACE):
ACE, Ang-I’den karboksiterminaldeki dipeptidi (histidin-16sin) koparmak suretiyle
Ang-II olusumunu saglayan bir dipeptidil karboksipeptidazdir. Aym zamanda ACE,
vazodilatér bradikinini de inaktive eder (101,133). Bu sekilde vazokonstriksiyonda gift
yonlii bir rol oynar. Molekiil agirhgi somatik dokularda 140-160 kDa, testikiiler
dokularda 80-100 kDa’dur. Izoelektrik noktasi (pI) karbonhidrat igerigine bagli olarak
4.3-5.2 arasinda degisir. Karbonhidrat igerigi dolastmdaki ACE formlarinda en yiiksek
seviyededir. ACE iki aktif bglge igermesine ragmen bunlardan sadece birinin
fonkstyonel oldugu anlasilmustir (35,68). ACE’nin varlig: ilk defa 1950 yihinda atlarn
plazmasinda Skeegs tarafindan gosterilmistir. Bunu takiben Young ve Erdds, 1967
yilinda insan plazmasindan ACE izole etmislerdir. ACE, Kininaz-II veya Peptidil
dippeptidaz-A olarak da bilinir. ACE, bagta akcigerler olmak iizere dokularda,
plazmada, semende, epididimal hiicrelerde, néronal hiicrelerde, renal proksimal tubular
hiicrelerde, alveolar makrofajlarda, biyolojik sivilarda, beyin, testis, kan damatlar ve

16kositler gibi birqék farkl hiicre tiplerinde mevcuttur.

Somatik promdtfr k - Germinal promottr

| | | |

\

SEKIL 10- insan Angiotensin Converting Enzim (ACE) Genin Yapis1 ve 26
Eksonun Yeri (92).

ACE vaskiiler endotel hiicrelerinin plazma membraninda bulunmasinin yamstra,
her dokuda bulunan bir enzimdir. Yiiksek miktarda ACE bulunan bir bagka bolge ise
koroid damar agidir (25,132,164). Vaskiiler endotel hiicrelerinde membrana bagli olarak

bulunan bir ektoenzim yapisindadir. ACE endotelyal, epitelyal ve noronal hiicrelerin
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yiizeyinde bulunan renin, angiotensin, kallikrein kinin sistemlerinin ektoenzimidir (35,
91). ACE yapisinda fruktoz, galaktoz, mannoz ve sialik asit bulunur. RAS’nin bir
pargas1 olan ACE kan basincinin kontroliinde 6nemli roller Gistlenir. ACE, 2 adet ¢inko
grubu igeren, dolayisiyla metalloproteinaz enzim ailesi grubunda yer alan bir enzimdir.

ACE, Ang-Iin giigli bir vazokonstriikktér olan Ang-II’ye hzla dondstimiing
saplar. Son iiriin olan Ang-II etkisi bradikinin tarafindan kaldinlir (96). Bir dipeptidil
karbokipeptidaz olan ACE bradikinini degrade ederken (kirarken) Ang-II sentezindeki
son aktivasyon asamasim katalizler. ACE, Ang-I'in karboksil ucundan bir dipeptidi
uzaklagtirarak bir vazopressér hormon olan Ang-II olugumunu saglar. Aym sekilde bir
vazodepresér hormon olan bradikininden arka arkaya iki tane karboksil ug peptidini
ayrigtirarak bu hormonun etkisini kaybetmesini saglar (1, 173). Ang-I'in fizyolojik bir
rolii yoktur. Ang-Il ise arterioller iizerinde direkt etkisi olan Kkuvvetli bir
vazokonstriiktérdiir (147). Ang-Il olusumunda ACE diginda da bagka yollarn
olabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda ACE’den bagimsiz olarak Ang-II sentezini
saglayan doku RAS’nin varlign gosterilmistir (180). Doku RAS, miyokardda, vaskiiler
yatakta, akciger, beyin, testis ve bébreklerde saptanmigtir. Doku RAS normal kosullarda
kardiyovaskiiler sistemin homeostazisinde rol oynarken, patolojik durumlarda kalp ve
vaskiiler yataktaki yeniden sekillenmeden sorumlu olabilir (73,180).

Urata ve arkadaglari, yaptiklari invitro bir ¢alismada insan kalbinde Ang-II
olusumu igin dual bir yol oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢alismada Ang-II sentezinin
yaklagik %80’inden daha énceden bilinmeyen ve ACE’den bagimsiz bir serin proteazin
sorumlu oldugu belirtilmigtir. Bu enzim daha sonra saflagtirilmis ve kimaz ailesi
grubunda incelenmis ve kardiyak kimaz olarak adlandinlmigtir. ACE ve kimaz diginda
tripsin, kimotripin, Kkallikrein gibi enzimler de Ang-I’den Ang-Il olusumunu
saglayabilmektedirler. Ancak bu etki sadece invitro sartlarda gosterilmis ve invivo
sartlarda kardiyovaskiiler sisteme olan etkileri heniiz ortaya konamamugtir (83,180).
Kalp kaslan iizerinde yapict bir etkisi bulunmasindan ve arteryel kontriiksiyona sebep
olup kan basmcim da etkilemesinden dolayr Ang-Il hormonu kardiyovaskiiler sistem
igin ¢ok 6nemlidir (121,125,147). Kalp dokusundaki ACE aktivitesinin daha fazla
olmasi, daha yiiksek Ang-Il seviyesine sebep olur ve bdylelikle koroner arter
hastaliklanina daha fazla yol agar (142,171).
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4.12.4- ACE GENI:

Tek bir genin iiriinti olan ACE, akcigerler, bobrek, beyin, testis, lenfositler olmak
tizere pek ¢ok organda eksprese edilir (35). ACE geni polimorfiktir. Genetik
arastirmalar, insanda ACE kodlayan genin 17. kromozomun uzun kolunda (17923) yer
almakta ve 16. intronda bulunan 287 baz ¢iftinin tekrar bélgesinde Insersiyon/Delesyon
(/D) polimorfizmi gostermektedir (37,39,84,106,144,155,173). Yapilan ¢aligmalarda
ACE kodlayan genin 16. Intronda yer alan 287 bp’nin varlign “Insersiyon”, yoklugu
“Delesyon” seklinde iki farkli allele yol agmakta ve bu da bir ¢ift allel olarak
belirtilmektedir. Buna gére ACE kodlayan genler, insanda II (Insersiyon/Inersiyon), ID
(Inersiyon/Delesyon), ve DD (Delesyon/Delesyon) genotipi seklinde ortaya
¢tkmaktadir. DD genotipine sahip kisilerde plazma ACE seviyesi en yiiksek
bulunurken, II genotipine sahip kisilerde en diisiik oranda saptanmistir. Rigat’a gore
kisiler aras1 plazma ACE seviyesindeki degisikligin biiyiik ¢ogunlugundan ACE geni
sorumlu olup, ACE geninin etkisi ko-dominantdir (144). Farkh bireyler‘dé ACE
diizeyinin farkli olmasi bu enzimin, aym genin farkli genotipleri tarafindan
olusturuldugunu, yani  polimorfizm  gosterdigi  diisiincesini  dogurmustur

(3,22,36,39,96,155).

Alu tekrarlayici dizini
(287 bp)
17q23 Varhi Yoklugu
17. kromozom 1, l
I alleli (Insertion) D alleli (Deletion)

SEKIL 11- ACE Geninin Yapis1 (91).
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DD genotipine sahip kisilerde sistemik ve doku seviyesindeki Ang-II'nin etkileri
diger fenotiplere oranla daha belirgindir. DD genotipi ve D alleline sahip kisilerde
dolasimdaki ve dokudaki ACE seviyesi, dolayisiyla Ang-II seviyesi difer genotip ve
allelere kiyasla daha yiiksek olacagindan DD genotipi ve D alleli kardiyovaskiiler hasan
artirmada bir genetik risk faktorii olabilir. ACE seviyesi yiiksekliginin genetik bir
varyasyonla iligkili oldugu ve bu varyasyonu tagiyan kisilerde ACE seviyelerinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikilarak bu konuda ¢ahgmalar
baglatilmigtir(37,84,96,155,173). Gegmis yillarda, kardiyovaskiiler hastaliklar ve onlarin
risk faktorleri olabilecek aday genlérin polimorfizmleri arasindaki iligkiler
arastinlmistir. ACE geni de bunlardan biridir. Multigenetik risk faktérlii hastaliklardan
olan kardiyovaskiiler hastaliklarin bazi genetik faktérlerle iligkisi ise gelecekte de

aragtirnlmaya devam edecektir (38).

4.12.4- ACE GEN POLIMORFIZMI:
ACE geni polimorfiktir. Rigat ACE I/D polimorfizmi ve plazma ACE seviyesi
arasindaki iligkiyi inceleyen galismasinda plazma ACE seviyesinin kuvvetli bir sekilde
genetik polimorfizm ile iliskisi oldugunu ortaya koymustur(144). ACE gen
polimorfizminin koroner kalp hastalii, Miyokard Infarktiisti, Idiopatik dilate
kardiyomiyopati, Hipertrofik kardiyomiyopati ve ani 6liim, sol ventrikiil hipertrofisi
gelisiminde o6nemli bir genetik belirteg olabilecegine dair ¢alismalar vardir
(37,78,103,119,131,142). ACE geni ile ilgili 6nemli bir konu ACE I/D gen
polimorfizminin hangi yolla plazma ve doku ACE seviyesini etkiledigidir. Ciinkii ACE
I/D gen polimorfizmi insanda 17.kromozomun, 16.intronunda bulunmaktadir.
Proteinleri kodlamak iizere sifrelenmis olan yapisal genler “ekson” ve “intron” diye iki
béliimden olugmaktadir. Aminoasit kodlamak tizere sifrelenmis niikleotid segmentlerine
“ekson”, aminoasitleri kodlamak iizere sifrelenmemis niikleotid segmentlerine ise
“intron” adi verilmektedir (173). ACE geninin 17. Kromozomun ¢23 bandinda
bulundugu gosterilmistir. Ayrica ACE geninde bulunan intronlardan 16.sinda Alu
tekrarlanan dizisi bulundugu ve bunun 287 bp’lik bir Insersiyon/Delesyon polimorfizmi
olusturdugu belirlenmistir (144). ACE geni delesyon agisindan homozigot olan bireyler
DD genotipine sahiptir. Delesyon agisindan homozigot olan bu bireylerin her iki

allelinin 16.intronunda Alu tekran bulunmamakta ve bu bolge 190 bp igermektedir.
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ACE geni insersiyon agisindan homozigot olan bireyler ise II genotipine
sahiptirler. Bu bireylerin ACE genlerinin 16.intronunda Alu tekrarlanan dizisi
bulunmakta ve bunun sonucunda da genin bu bolgesi 490 bp’den
olusmaktadir(87,144,164,167). ID genotipine sahip heterozigot bireylerin bir allelinin
16.intronunda Alu tekran bulunmazken diger allelinde ise Alu tekrarlanan dizisi
bulunmaktadir. Dolaysiyla bu bireylerin D alleli 190 bp, I alleli ise 490 bp’den
olusmaktadir. Insan ACE geninin 16.intronunda bulunan bu genetik ¢esitlilik plazma ve
bilyiik bir olasilikla dokudaki ACE aktivitesinin belirlenmesine baglanmaktadir. Ciinkii
ACE DD genotipine sahip bireylerin plazma ACE aktivitesi, II genotipine sahip
olanlardan iki kat kadar daha yiiksek olabiimektedir
(29,36,39,82,144,153,154,155,164,173). insan ACE geninin insersiyon allelinde
bulunan fazladan 287 bp’lik fragman doku ve dolasim sisteminde bulunan ACE
aktivitesinin daha diisik olmasma sebep olur (167). ACE ID polimorfizmi ACE
aktivitesi ile yakindan iligkilidir. ACE D alleli hem geng hem de yash populasyonda
yiiksek ACE aktivitesinden sorumlu tutulur (62). Otopside yapilan bir ¢alismada ACE
gen polimorfizminin kalp kiitlesinin yapisinda da rol oynayabilecegi seklinde yeni
kamtlar sunulmugtur. Ancak bu galismani gelistirilmesi gerektigi vurgulanmstir (118).
I/D ve D/D polimorfizm genotipleri kardiyovaskiiler hastalign olan hasta gruplan ile
yapilan ¢alismalarda daha sik goriilmiis ve bu hastalarin ACE diizeyleri de II genotipi
tagtyan hastalara oranla daha yiiksek bulunmustur (96,155,182). ACE DD genotipi
tagtyan kisiler kalp dokusu, plazma ve lenfositlerde ACE II genotipini tastyan kisilere
oranla daha fazla ACE aktivitesi gostermektedirler (110).

Delesyon allelinden dolayn ACE aktivitesinin daha fazla olmas: daha yiiksek Ang-
II seviyesine ve bdylelikle koroner arter hastaliklarina yol agmaktadir (5,125). Tam bir
kesinlik kazanmamakla birlikte bir ¢ok galisma ACE DD genotipinin kalp krizi, kalp
yetmezligi, kalp kasmin kalmlasmasi gibi bir ¢ok patolojik sonuglara sebep
olabilecegini isaret etmektedir (110,115,116,142,171). ACE D polimorfizminin bazi
genetik  biyokimyasal mekanizmalardaki pozitif iligkisi tespit edildikten sonra,
kardiyovaskiiler hastaliklarin tan1 ve tedavisinde yeni hedefler konulmasi gerekmektedir
(156). ACE I/D gen polimorfizmi iizerine yapilan ¢ok sayida olan arasturmalardaki bazi
farkli sonuglarda genetik gegmisin farklilip disinda, gevresel faktdrlerin (sosyokiiltiirel
ve ekonomik nedenler, zararl aliskanliklar vb.) biiyiik farkliliklar gostermesi, olgularin

¢aligmaya alinma kriterleri arasindaki farklar, bazi calismalarda yas ve cinsiyet
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kisitlamasinin uygulanmasi, ¢aligmaya ahinan denek sayisindaki farkliliklar ve son
olarak ACE I/D gen polimorfizminin saptanmasinda kullanilan metodolojideki hatalar
olabilir. Metodolojideki en biiyilkk hata “mistyping” yanls tiplendirme denilen ID
genotipinin yanlislikla DD genotipi olarak degerlendirilmesi sonucu DD genotipinin
oldugundan fazla tahmin edilmesidir. DD genotipi olarak tespit edilenlerde % 4-5
oraninda “mistyping” denilen ID’nin DD olarak belirlendiginin s6z konusu oldugu
bilinmektedir. I/D heterozigot genotipinin yanhs tiplendirilmesini engellemek igin ya
final reaksiyon karigmmina %5°lik dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmekte veya DD
genotipi olarak tiplendirilen 6rnekler “insersiyon spesifik primerler” kullanilarak tekrar
¢alisiimaktadir (60,96).

4.12.6- ANGIOTENSIN-II (Ang-I0):;

Angiotensin-I'in karboksiterminalindeki iki aminoasitin ACE tarafindan koparilmasi
suretiyle meydana gelen sekiz aminoasitlik Ang-II, RAS’nin son iiriiniidiir. Kan basinct
ve elektrolit homeostazi iizerine etkili olan Ang-Il, bu fonksiyonlarm
vazokonstriikksiyon, renal tiibiiler sodyum reabsorbsiyon ve aldosteron biyosentezi
yoluyla gerceklestirir (114). Ang-IU'nin en izl etkisi periferal arteriyoller ve prekapiler
vazokonstriiksiyondur (32). Ang-II, glomeriiler filtrasyonu azaltirken renal kan akimim
diistirtir, diger taraftan sodyum reabsorbsiyonunu arttirir. Yari émrii 1-3 dakika olan
Ang-II, dokularda ve kanda nonspesifik peptidazlar tarafindan yikilir. Ang-Il'yi etkisiz

hale getiren enzim, Angiotensinaz enzimidir ve plazma ve eritrositlerde bulunur (89).

Ang-II, ayrica bilinen bir bitylime faktérii olup D alleli fazlahg lif boyunun bitylimesine
sebep olur (166). Ang-II hormonunun yapiminda ve fonksiyonunda gorev alan genler
arasinda ACE’ni kodlayan ACE geni iki hiicre yiizeyi reseptorleri yani Angiotensin tip1
ve Angiotensin tip2 reseptorlerini kodlayan AT1 ve AT2 genleri yer alirlar. Gittikge
artan kamtlar angiotensin sisteminin miyokard, yag dokusu, iskelet kasi gibi bazi
dokularda lokal olarak bulundugunu ve metabolik bir rol iistlendigini belirtmektedir. Bu

genler kardiyovaskiiler sistemde de eksprese edilirler (144,146).
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4.12.7- ANGIOTENSIN-II RESEPTORLERI:

fyi tammlanms iki tip Ang-II reseptoriiniin varlifi s6z konusudur. Ang-II tipl
reseptorii (AT1), vaskiiler dokularda, bébreklerde, siirrenal bez, kalp ve karacigerde
yopun olarak bulunur ve yetigskinlerde Ang-I’nin hemen hemen tiim etkilerinden
sorumludur. Ang-II tip2 reseptorii (AT2) ise, daha gok fetal dokularda bulunur. Bu tip
reseptoriin etki mekanizmasi tam olarak agikliga kavusturulamamigtir.
Ang-TI tarafindan, AT1’in stimiilasyonu ile bir G protein aktiflenir, bu da fosfolipaz
C’nin aktiflenmesini saglar. Bu enzim, bir membran fosfolipidi olan fosfatidilinozitol
bifosfat: hidrolizleyerek iki énemli hiicre igi haberci molekiil olusturur. Bunlar inositol
1,4,5-trifosfat (IP3) ve diagilgliseroldiir (DAG). IP3 hiicre igi sarkoplazmik
retikulumdaki spesifik reseptorlere baglanarak hiicre i¢i depolardan kalsiyum salinimuini
saglar. DAG, protein kinaz C’yi aktive ederek Na'/H' degisimine ve diiz kas
kontraksiyonuna neden olur (68,114,147).

4.12.8- ACE INHIBITORLERI:
ACE inhibitérlerinin, plazmadaki ACE inhibisyonundan bagimsiz olarak proliferasyonu
onleyici ve kalbi koruyucu etkileri oldugunu gésteren galigmalar vardir (6,136,179).

4.13 - LIPID PEROKSIDASYONU (LP):

Serbest radikaller (SR), hemen hemen tiim biyokimyasal maddelerle (aminoasit,
niikleik asit, organik asit, seker, fosfolipid) kolaylikla reaksiyona girer. Bu reaksiyonlar
da diger organik maddelerin olusmasina yol agarlar. Reaksiyonlar i¢inde en Onemlisi
hidroksil radikalinin (.OH) membran fosfolipidleri ile reaksiyona girerek Lipid
Peroksidasyonunu (LP) baglatmasidir. Genel tammu ile LP, membran fosfolipidlerinin
oksidatif degisim siirecidir. SR’lerin neden olugu hasarin varhgiu gostermek igin
kullamlan y6ntem bu reaksiyona baghdir. Membran lipidleri hiicre 6liimiinden sonra
peroksidasyona daha hassas olurlar. O nedenle peroksidasyon, hiicre 6liimiiniin igareti
olmaktan ¢ok mekanizmasidir (11,188). Hiicre zarlan oksidasyona duyarli ve doymamus
yag asitlerince zengin olan fosfolipidleri igerirler. SR’ler oksijen varliginda doymams

yag asitlerinin ¢ift baglarim kiran zincirleme bir reaksiyon meydana getirirler ve tim
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yeni olugsmus kimyasal radikaller tiikkenene dek bu reaksiyon devam eder. Doymamis
yag asidi oksidasyonunun yan iiriinii olan Malondialdehid (MDA), proteinleri ve
fosfolipidleri ¢apraz baglayarak, membranda polimerizasyona, iyon transportunun ve
enzim aktivitelerinin bozulmasma neden olur. Genel tanimu ile LP, membran
fosfolipidlerinin oksidatif degisim siirecidir. SR’lerin neden olugu hasann varhigm
gostermek igin kullanilan ySntem bu reaksiyona baglidir. Membran lipidleri hiicre
oliimiinden sonra peroksidasyona daha hassas olurlar. O nedenle peroksidasyon, hiicre
6liimiiniin isareti olmaktan g¢ok mekanizmasidir (11,188). Hiicre zarlan oksidasyona
duyarli ve doymamis yag asitlerince zengin olan fosfolipidleri igerirler. SR’ler oksijen
varhginda doymamis yag asitlerinin ¢ift baglanim kiran zincirleme bir reaksiyon
meydana getirirler ve tiim yeni olugmus kimyasal radikaller tiikenene dek bu reaksiyon
devam eder.

Doymamis ya§ asidi oksidasyonunun yan iiriinii olan Malondialdehid (MDA),
proteinleri ve fosfolipidleri ¢apraz baglayarak, membranda polimerizasyona, iyon
transportunun ve enzim aktivitelerinin bozulmasmna neden olur. Hiicre membran
stabilizasyonu bozulur, permeabilitesi etkilenir, membran potansiyeli olugturabilme
yetene§i zarar goriir. Hiicre iginde asirt kalsiyum birikir ve hiicre 6liimii olur (43).
Oksidasyon yan {iriinii olan MDA olusumu ayrintilariyla incelenmis ve Tiyobarbiitirik
asit (TBA) yontemi ile l¢iimiiniin miimkiin oldugu gésterilmistir (156). Viicutta olugan
SR’ler lipid perpksidasyonu, endotel hiicre hasarina neden olmakta, protein ve niikleik
asitlere zarar vermektedir. Hiicre ve dokular, viicutta dogal olarak bulunan

antioksidanlar sayesinde LP’nun etkilerinden korunurlar.

Lipid Peroksidasyonu 3 asamada gergeklesen bir otooksidasyondur.
1- Lipid Peroksidasyonunun baslamasi: Bir serbest radikal doymamis bir yag
asidinin metilen karbonuna bagli bir hidrojen atomunu yerinden cikanr ve lipid alkil

radikal olugur.

LH+Re —» RH + Le (LH:Yag asidi, Le:Lipid alkil radikal)

2- Lipid Peroksidasyonunun yayilmasi: Olusan karbon merkezli lipid radikal
bliyik bir hizla molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek lipid peroksiradikalini

olugturur.

Le +0;— LOOe (LOOe: Lipid peroksiradikal)
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Le + O; —> LOOe ( LOOe: Lipid peroksiradikal)
LOOe bir bagka yag asidi ile reaksiyona girer ve kendisi lipid hidroperoksite
indirgenirken bu yag asidini de lipid alkil radikaline doniistiiriir.

LOQOe + LH — Le + LOOH (LOOH: Lipid hidroperoksit)

Lipid hidroperoksitler, transizyon metallerinin varliginda kolayca tekrar radikal
haline déniiserek lipid alkoksil radikallerini olustururlar.

( LOOH+Fe? - Fe+OH +LOe (LOe: Lipid alkoksil radikal)

2- Lipid Peroksidasyonunun sonlanmas:: Bu agamada ya iki radikal birleserek inaktif,
radikal olmayan bir iiriin olustururlar ya da bir antioksidan tarafindan ortadan

kaldirilirlar,

«0,CCl HO,CCl, - N

07}
LH ‘;7%——. L. ——p Loz. LOZH
Lipid membranda Karbon merkezli Lipid ‘ ; Lipid

yag asidi yan zincii «OH  H;O lipid alkil radikali peroksi- LH Le hidroperoksit

. radikal
BASLANGIC 1 I
YAYILMA
' Transisyon
metal
kompleksleri

Hidrokarbon gazlar
Sitotoksik aldehitler
iLERI YAYILMA Radikaller
LOz', LOO

SEKIL 12 : Lipid Peroksidasyonunun Zincir Reaksiybnu P.

4.14- MALONDIALDEHID (MDA) : OKSIDATIF HASARIN INDEKSI
Malondialdehid (MDA), membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu sonucu olusan

bilesiklerden biri olup lipid peroksidasyonunun bir géstergesi olarak kabul edilir. Akut
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Serbest radikal aktivitesi, hem plazmada hemde hiicrede o&lgiilebilir {iriinlerin
olusumuna neden olur. Bunlar konjuge dienler olup (bir alkenin iki ¢ift bag1 arasinda bir
tane tekli bag varsa buna konjuge dien denir) peroksidasyon reaksiyonunu gésterirler.
Peroksit iiriinlerinin plazma seviyeleri Reaktif Oksijen Tiirii (ROT) aktivitesinin indeksi
olarak kabul edilir. ROT ile lipidlerin peroksidasyonu ile olugan MDA, poliansatiire yag
asitlerinden bir ¢ift bagin yeniden diizenlenmesiyle elde edilir. Peroksidasyon iiriinleri,
tiyobarbiitirik asit (TBA) reaksiyonu ile &lgiiliir. TBA reaksiyonu oksidatif hasarin bir
indeksidir (7,188). SR’ler, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olugtuklar1 zaman organizmada gesitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin tiim
biiyiik simflan SR’ler tarafindan etkilenirler, fakat lipidler en hassas olanlandir.

LP son derece zararh bir zincir reaksiyondur. Direkt olarak membran yapisina,
indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece
bir gok hastaliga ve doku hasarina neden olur (77). Peroksidasyonla olusan MDA,
membran komponentlerinin gapraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA’in nigin
mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar. SR’ler boyle etkilerinden
dolayr g¢ok gesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar. Diabet ve diabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaliklari, hipertansiyon, Romatoid artrit,
Behget hastalifs, gesitli deri, kas ve goz hastaliklan, kanser ve yashhik gibi bir ok
hastalikta SR {iretiminin arttifi ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz
oldugu gosterilmistir. Ancak bu hastaliklann ¢ogunda SR’lerin hastahfin sebebi mi
yoksa bir sonucu olarak m meydana geldikleri tam olarak bilinmemektedir (7).

Son zamanlarda iskemik miyokardiyal yaralanmalardan SR’lerin sorumlu
olabilecegini gdsteren ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Damar endoteli oksijen
radikallerine ve lipid peroksitlerine kars1 gok duyarlidir. Ozellikle hidroksil radikalinin
miyokardda yapisal degisikliklere yol agtigi ve invitro uygulanan serbest oksijen
radikallerinin gergekten hasarla ilgili olduklart gosterilmistir. Doku iskemisi sirasinda
meydana gelen hasarin biiyilk bir bélimii, molekiiler oksijenin dokuya girdigi
reperfizyon esnasinda olugur. Bu yiizden bir bakima i¢ ige ge¢mis olan iskemi ve
reperfiizyon olaylanim birlikte degerlendirmek uygun olabilir (7,114,156,188).

LP’nun, zar lipid yapisindaki degisiklikler nedeniyle zar islevinin bozulmasi,

olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenleri iizerine etkisi, son iiriinler
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olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarma neden oldugu
kabul edilmektedir. iskemik doku hasarmin patogenezinde de SR reaksiyonlarnmnun etkili
oldugu ileri siirlilmektedir (54,71).

4.15 - MIYOKARD INFARKTUSU (MI) ve KORONER ARTER
HASTALIKLARI (KAH):

Miyokard Infarktiisii (MI), genel olarak miyokardin belirli bir bélgesine gelen kan
akimimn ya tamamen kesilmesi veya ileri derecede azalmasina yol agan bir koroner
arter tikanmasi veya hasta bir koroner arterin uzun siiren spazmu sonucunda olusur.
Koroner damarlardan birinin veya birkagimin tam tikanmasi sonucu ortaya ¢ikan klinik
tabloya MI denir (176). Akut MI tamsi, Diinya Saglik Orgiitiinin (WHO) belirledigi
gogiis agris1, enzim yiiksekligi ve EKG degisikliklerini igeren ii¢ kriterden en az ikisinin
varhgina gére konulmaktadir. :

Genellikle MI tanisi, akut dénemde yiikselen Troponin-I ve kalple ilgili
enzimlerin (Total Kreatin Fosfokinaz (CK), Kreatin Fosfokinaz (CKMB), Aspartat
Transaminaz) serum seviyelerinin artmasi ve EKG ile konur. Takipte ise ozellikle
serum LDH seviyeleri iyi bir géstergedir. Miyokard, kendini beleyen kandan uzun iire
mahrum kalirsa ve kalp adalesi hassasiyetini kaybederse MI olusur (20,25,91). Tikanan
damarin besledigi bolge kansiz kalacag igin o bolgedeki kalp dokulan dlmeye baglar.
Organizma ¢evredeki yan damarlardan (kollateraller) gelen kanla beslenmeye, destek
vermeye ¢alisirsa da ¢cogu kez bu yeterli olmaz ve tikanan damarin besledigi alanda ilk
4-6 saat icinde genis bir yikim olusur (176). MI’de kisinin kendisinin etkili olabilecegi
faktorler yiiksek kan yaglari, kolesterol, obesite, hareketsizlik, yiiksek tansiyon, sigara
ve stres sayilabilir.

Etkili olmas1 olanaksiz risk faktorleri ise yag, cinsiyet ve kalitimdir.Birgok
arastirma koroner arter hastaliklarin 6zellikle 6liimlerin ABD ve diger bat1 {ilkelerinde
birinci 6lim nedeninin MI oldugunu ve toplam &liimlerin %35’ini kapsadifim
gostermistir. MI'niin 6zellikle yasam standarti yiiksek olan iilkelerde &liim riski

agisindan birinci siray1 korudugu belirlenmigtir (121).
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kalp kaslarim besleyen

koroner damarlar

bir damar tikanmasinda kalp
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=
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arhik kan alamaz Bir gok kigik ve ek arter kalp

kasim besler

SEKIL 13- MI Olusumu (176).

4.16 - POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (PCR)

PCR yontemi ile DNA’nin belirli bir bélgesini kisa bir stirede milyon kere
¢ogaltmak miimkiindiir. Reaksiyonun temeli, gogaltilmak istenen bélgeye goére o6zel
olarak sentezlenmis iki oligoniikleotid primerin denatiire DNA’nin iplikgiklerine
yapismast ve uzamasi ilkesine dayamir. DNA’min denatiire olmasiyla iki iplik¢ik
birbirinden ayrilir. Her primer komplemanter oldugu DNA iplikgigine 3’ hidroksil
uglan birbirine bakacak sekilde yapisir. DNA polimeraz ile kalip DNA’ya yapismis

olan bu primerlerin uzamasi saglanir.

Denatiirasyon, primer eslesmesi, DNA sentezi bir primer déngiisiinii olusturur.
Tekrarlayan denatiirasyon, eslesme ve sentez basamaklar1 sonucu sinirlan primerlerin 5
uglar ile belirlenen DNA pargasinin eksponansiyel olarak ¢ogalmasim saglar. Ancak
belirli bir dongii sayis1 sonunda artig eksponansiyel olmaktan ¢ikar. PCR sentez
tirlin{in{in uzunlugu, her iki primerin uzunluklan toplami art1 iki primerin 3’ uglarinin
arasinda kalan kalip DNA’nin uzunluguna esittir. ACE ge;ﬁ'de gen analizinde oldugu
sekilde PCR ile ¢ogaltildiktan sonra, agaroz jel eiektroforezi uygulanarak gosterilir. I
alleli elektroforezde 490 bp fragmaninda, D alleli ise 190 bp fragmaninda yerlesir
(87,74,169,170).
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flk defa 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan temelli ortaya atilan , 1985’de de
H.Erlich, K. Mullis ve S.Randall tarafindan gelistirilen PCR molekiiler biyolojinin temel
taglarindan biridir ve ¢agimizin en 6nemli buluglan arasinda yer alir. PCR ¢ahigmalan
bashca ii¢ basamakta gergeklestirilir. Bunlar; Ekstraksiyon, PCR Kangiminm
hazirlanmast ve DNA amplifikasyonu ve teshisdir. PCR karigimimn hazirlanmasi, PCR

metoduna gore ve hedef niikleik asite gore degisebilir (53,139).

4.17 - PCR YONTEMININ KULLANIM ALANLARI

PCR yonteminin ilk uygulamasi orak hiicreli aneminin teshisinde betaglobulin
geninin amplifikasyonu olmustur. Daha sonra bu yontem sistik fibrozis, duchenne
muscular distrofi, hemofili A ve B, fenilketoniiri, ailesel adenomatdz polipozis gibi
birgok genetik hastaligin tanisinda kullanim alani bulmustur. Anne ve babann otozomal
resesif bir hastaligin tagiyicisi olma durumunda prenatal tammmn konulabilmesine
yardimei olmaktadir. Genetik hastalik teshisleri yam sira, hastaliga olan yatkinliklarin

da tanisinda 6nemli bir ¢1gir agmustir.

Kanser arastirmalarinda, onkogenlerdeki ve tiimor baskilayici genlerdeki somatik
mutasyonlarm saptanmasinda, kanserle ilgili epstein barr viriisii, insan T hiicresi 1dsemi
viriisii, hepatitis A,B,C, papilloma viriistiniin saptanmasinda kullamlmaktadir. Viral ve
bakteriyel hastaliklarin teshisinde kullammi her gegen giin artarken adli tip ve
arkeolojide de genis bir bigimde kullanilmaktadar.

Giiniimiizde PCR teknigi kullamlarak bulunan genetik bilgiler i¢inde bir gok
calismaya konu olmus ACE I/D gen polimorfizmi hakkinda da ¢ok &nemli gelismeler
elde edilmistir. ACE genide gen analizinde oldugu gibi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra
agaroz jel elektroforezi uygulanarak gosterilebilir. I alleli elektroforezde 490 bp
fragmaminda yerlesirken, D alleli 190 bp fragmaninda yerlesir. 50 yil &nce
kardiyovaskiiler genetik alaninda higbir bilinen yokken, bugiin kardiyovaskiiler genetik
belli bir disiplinde, yiiksek teknolojili aragtrma laboratuarlarinda incelenmektedir
(74,95,108,169,170).
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5- GEREC VE YONTEM

5.1- DENEK GRUBU ve KULLANILAN ALETLER:

Biz calismamizda hasta grubu olarak Dr.Siyami Ersek Gogiis ve Kalp Hastaliklan,

Kardiyoloji Béliimiine bagvuran yatakli ve ayaktan gelen MI gegirmis kisilerle
(toplam:94 Kkisi), kontrol grubu olarak (toplam:100 kisi) Genlab Tibbi Teshis

Laboratuarina gelen kisilerden aldigimiz vensz kan 6rneklerini kullandik.

Caligmarmizin istatistiksel analizinde SPSS 9.0 for Windows ve analiz yapilirken Kikare

testi ve Mann-Whitney testi kullanmilmigtr.

KULLANILAN ALETLER:

1- Agaroz Jel Elektroforez Gii¢ Kaynagi EC 250-90L

2- Agaroz Jel Tanki ve Diizenegi (mini)
3- Buzdolabi ve Derin Dondurucu, Argelik,
4- Etiiv, Elektro-Mag

5- Hassas terazi, Sortorius

6- Is1 Déngii Cihazi, Miiniicel EC370-M
7- Laminar Flow, Kermanlar

8- Manyetik Kanstiric1, Are Velp

9- Otomatik Mikropipetler, Gilson

10- Otoklav, Kermanlar

11- PH metre, Hanna

12- Sogutmali Santrifuj, Universal Hattich
13- Su Banyosu, Kermanlar

14- Santrifuj, NF815 Niive

15-UV kaynag1, Attention

16- Vorteks, Niive
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5.2- PRIMERLER

BIRINCI PCR:
PRIMER I: ctg gag acc act ccc atc ctt tct
PRIMER II: gat gtg gcc atc aca ttc gtc aga t

IKINCI PCR:

PRIMER III: tgg gac cac age gee cge cac tac
PRIMER IV: tcg cca gec ctc cca tge cca taa
5.3- KIMYASAL COZELTILER

5.3.1- DNA IZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTILER

0.5 M EDTA (pH 8.0)
1- Disodyum etilendiamintetraasetat: 2H,0:186.1 gr.

2- Beher igine alinir ve ddH20 ile 800 m!’ye tamamlanir. Manyetik karstirica
yardimiyla ¢6ziinmesi saglanir.

PH’s1 NaOH ile 8.0’¢e ayarlanir.

120 °C’de, 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

LYSIS BUFFER:

NH4CL : 8.74 gr.

KHCO;: 1 gr.

EDTA : 200 mikrolitre (0.5 M’lik EDTA’dan alinur)

Tartimlant yapilip, meziir i¢ine konulur. ddH,0 ile 1 litreye tamamlamr. pH’st 1IN
NaOH ile 7.4’¢ ayarlamir. 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

+4 derecede saklanir.
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%10 SDS (Sodium dodecyl Sulfate) :
SDS : 10 gr. tartilir. Beher igine alinir. SDS tozlanni kaldirmamaya dikkat edilerek

iizerine dd H,O ekleyerek 100 ml’ye tamamlamr. 56 °C’de bekletmek suretiyle
¢oziindiiriiltir. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edilir. PH’s1 7.2°ye
ayarlanir. Oda 1s1sinda saklanur.

SDS bir tiir deterjandir. SDS tozu son derece tahrig edici bir ajandir. Toz halindeki SDS

ile calisirken mutlaka maske ve eldiven giyilmelidir, toz asla solunmamalidur.

NaCl (4M) (Sodium Chloride):
NaCl 233.6 gr. tartilir. Meziir i¢ine konulur, 800 ml ddH,O ileve edilir. Tamamen

¢oziilene kadar manyetik kanstirici ile kanigtinlir ve ddH,O ile 1 litreye tamamlanir. 120
°C’de, 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. Oda 1si1sinda saklanir.

1 M TRIS:

Tris base: 121.1 gr.
HCI : 42 mikrolitre

Meziir i¢ine aktanlir, ddH,O ile 1 litreye tamamlamr. Manyetik kanstiric: ile
¢Oziindiiriiliir.

WBL (White Blood Cell Lysis Buffer) :

NaCl (4M) : 10 ml

EDTA (0.5 M): 20 ml

Direkt olarak meziir igine konur, ddH,O ile 400 ml’ye tamamlanir. 120°C’de, 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir. Oda isisinda saklanir.

9.5 M NHAc (Amonium Acetat) :
NHsAc : 73.22 gr. tartilir. Beher icine alimir. DdH,O ile 100 ml’ye tamamalanir.
Manyetik karistinici ile 40°C’de ¢oziindiiriiliir. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek

sterilize edilir. +4 °C’de saklanur,
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5.3.2- PCR YONTEMINDE KULLANILAN COZELTIiLER:

10 X REAKSIYON TAMPONU:
1- 500 mM KCl

2- 100 mM Tris-HCI (pH 9.0)

3- %1 Triton X-100

0.2 mM dNTPs:

100 mM niikleotidlerden (dATP, dCTP, dTTP, dGTP ) esit miktarda kanstinilarak
hazirlanir.

53.3- AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ YONTEMINDE KULLANILAN
COZELTILER :

50 X TAE /Tris-Acetik acid-EDTA) :

Tris base: 242 gr

Glacial asetik asit: 57.1 ml

EDTA (0.5M) : 100 ml

Meziir igine aktanihr, ddH20 ile 1 litreye tamamlamr. 120°C’de , 15 dakika

otoklavlanarak sterilize ediir. Oda 1s1sinda saklanir.

Mavi/Turuncu 6X Yiikleme Boyasi:
1- %10 Fikol 400

2- %0.25 Bromofenol Mavisi

3- %0.25 Ksilen Siyanol

4- %0.4 Turungu G

5- 10 mM Tris-HCl

6- 50 mM EDTA

5.3.4- MDA TAYINiDE KULLANILAN COZELTILER :
1- % 15°lik TCA (triklor asetikasit)
2- %0.375’lik TBA (Tiyobarbiitirik asit)
3- 0.25 N HCl
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5.4- DNA IZOLASYONU

Genomik DNA, cekirdekli hiicreler igeren herhangi bir insan doku pargasindan veya 20
ml kadar venoz kandaki lenfositlerden kolayca elde edilebilir ve bu miktardaki kan bize
yaklasik 600 mikrogram DNA verir ki bu da bize ¢ok sayida farkli analizler yapmamiza
olanak saglar. Bugiin tiim canlhilardan, hatta mumyalardan bile DNA elde etmek
miimkiindiir (21).

Calismamizda, alinan kan 6rmeklerine elle dokunmamaya, eldiven ile ¢aligilmaya ve kan
Orneginin igne ile aktarilmamasina dikkat edildi. Her denekten alinan 5 ml kan 6rmegi
1/100 hacimde 0.5 mmol/L sodyum EDTA igeren tiip i¢inde, buzdolabinda +4 derecede
sakland1. Her numune, sadece numara verilerek isaretlendi.

5 ml EDTA’l kan steril falcon tiipiine aktarildiktan sonra tizerine 1:3 oraminda (15 ml)
Lysis buffer eklendi. Lysis buffer amonyum kloriir ve potasyum bikarbonattan olusur ve
beyaz kan hiicrelerini pargalamak igin kullamilir. Tiip birkag defa tersyiiz. edilip
kanistinldiktan sonra buzdolabinda +4 derecede, 15 dakika bekletildi. Olusan niikleer
peleti ¢oktliirmek igin 1500 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Peleti oynatmadan
siipernatant dokiildii. Pelet yeniden siispanse edildi. Tkinci bir yikama i¢in yine 15 ml
lysis buffer eklendi. 10 dakika 1500 rpm’de santrifuj edildi, siipernatant atild1 ve pelet
tamamen siispanse edildi.

Siispanse olmus drmege %10’luk SDS’den 250 mikrolitre, 25 mikrolitre proteinaz K ve
5 ml WBL eklenerek 56°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi her bir
mililitre bagina 0.37 ml 9.5M NH,Ac eklendi. fyice kanstinldiktan sonra oda 1sisinda 30
dakika, 3000 rpm’de santrifuj edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Céken kismin yerinden
oynatilmamasina dikkat edilerek iginde DNA bulunan siipernatant temiz bir falcon
tiptine aktarildi. Stipernatantin iizerine 1:2 oraminda olacak gekilde %99’luk absolu
alkol eklenerek DNA’min presipite olmasi saglandi. Bu asamada goriiniir hale gelen
DNA tiipiin yukansina dogru c¢ikar. Yiizeye ulasgan DNA, mikropipet ucu ile
yakalanarak Sml, %70’lik alkol iginde iyice yikandi. Cikartilan DNA’mn biiyiikliigi
oraninda ependorf tliplere TrissEDTA tamponu eklendi ve DNA ependorf tiipe
aktarilarak bu tamponda ¢oziildii. Bu sekilde olugturulan DNA bankasi istenirse +4

derecede haftalarca, - 20 derecede ise yillarca saklanabilir.
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