T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BIRIMi

PROJE BASLIGI
Plazma ve sagta bulunan eser elementlerin koroner aterosklerozdaki tanisal rolii

Proje No: TSA-2013-4571

Proje Tiirli: Normal Arastirma Projesi

SONUC RAPORU

Proje Yiiriutiiciisii:
Adi Soyadi: Do¢. Dr. Mehmet Tugrul INANC
Birimi/Boliimii: Tip Fakiiltesi, Kardiyoloji A.D.

Arastirmacilarin Adi Soyadi
Birimi/Bolimii

Doc¢. Dr. Metin AYTEKIN, Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji A.D
Dog¢. Dr. Nihat KALAY, Tip Fakiiltesi, Kardiyoloji A.D
Dr. Goktug SAVAS, Tip Fakiiltesi, Kardiyoloji A.D

Eyliil 2014
KAYSERI







Tesekkiir: Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel ve Arastirma Koordinasyon Birimi
tarafindan TSA-2013-4571 numarali proje kapsaminda desteklenmistir. Bize bu imkan1 sunan

Erciyes Universitesi Rektorliigii ve BAP birimine tesekkiir ederiz.

Sunulan projeden suan itibariyle bir yayma doniistiiriilmiis ve indekse giren bir dergi olan

Biological Trace Element Research dergisinde hakem asamasindadir.



ICINDEKILER

OZET

ABSTRACT

1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM
2. GENEL BILGILER

3. GEREC VE YONTEM

4. BULGULAR

5. TARTISMA VE SONUC

6. KAYNAKLAR

Sayfa No

10
14
19

22



OZET:

Giris ve Amac¢: Agir metallerin kardiyovaskiiler hastaliklardaki zararli etkisi daha onceki
caligmalar ile gosterilmistir. Bu ¢aligmanin amaci ise plazma ve sa¢ agir metallerinin siddetli

koroner arter hastaliklarinda (KAH) diyagnostik roliinii aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Bu calismada koroner anjiyografiye giren 64 hasta kullanilmigtir.
Koroner anjiyografi sonucglarina gore, siddetli koroner stenoz olan hastalar (>70%) siddetli
KAH grubunda (n= 34) yer almistir. Biitiin hastalarda plazma ve sa¢ bakir (Cu), ¢inko (Zn),

manganez (Mn), ve krom (Cr) seviyeleri dl¢tilmiistiir.

Bulgular: Cr (r=0.71, p<0.001), Zn (r=0.33, p=0.007), ve Mn (r=0.28, p=0.024)’in sag¢ ve
plazma seviyeleri arasinda 6nemli bir korelasyon oldugu bulunmustur. Sac analizleri iki
grubun Cr, Mn, Cu, ve Zn seviyeleri arasinda dnemli bir farklilik olmadigimi gdstermistir.
Ancak, plazma Cr, Mn, Cu, ve Zn seviyeleri kontrol grubuna gore siddetli KAH grubunda
onemli dlgiide yiiksek bulunmustur (p< 0.001 her bir agir metal i¢in). ROC analizi ile siddetli
KAH tanisinda plazmadaki Mn ve Zn’nun %385 duyarlilik gosterilmistir. Multivariate analizde
ise, sadece plazma Mn (Exp (B): 15.233, p<0.001) ve Zn (Exp (B): 1.658, p<0.013)
seviyelerinin siddetli KAH ile iliskili oldugu bulunmustur.

Tartisma: Altta yatan mekanizma bilinmemesine ragmen, plazma agir metal seviyeleri
siddetli KAH ile iliskilidir. Sonuglarimiz plazma agir metallerinin siddetli KAH tanisinda

faydali biyomarkirlar olarak kullanilabilecegini gostermektedir.



ABSTRACT:

Background and purpose: The hazardous effects of heavy metal on cardiovascular diseases
were shown in previously studies. The aim of the present study is to test the diagnostic role of

plasma and hair heavy metals in severe coronary artery disease (CAD).

Methods and subjects: Sixty-four patients undergoing coronary angiography were included
in this study. According to the coronary angiography results, patients with severe coronary
stenosis (>70%) were included the significant CAD group (n= 34). Patients with non-
significant stenosis (<70%) or normal coronary arteries were included the control group (n=
30). Plasma and hair copper (Cu), zinc (Zn), manganese (Mn), and chromium (Cr) levels

were measured in all patients.

Results: There was a significant correlation between hair and plasma levels of Cr (r=0.71,
p<0.001), Zn (r=0.33, p=0.007), and Mn (r=0.28, p=0.024). Hair analysis showed no
significant difference between two groups for the levels of Cr, Mn, Cu, and Zn. However,
plasma Cr, Mn, Cu, and Zn levels were significantly higher in the significant CAD group
compared to the control group (p< 0.001 for each heavy metal). ROC curve analysis showed
sensitivity values of 85% for plasma Mn and Zn for diagnosis severe CAD. In multivariate
analysis, plasma Mn (Exp (B): 15.233, p<0.001) and Zn (Exp (B): 1.658, p<0.013) levels

were significantly associated with significant CAD.

Conclusions: Although the underlying mechanisms remain obscure, plasma heavy metal
levels are associated with severe CAD. Our results suggest that plasma heavy metal levels

may serve as a useful marker for diagnosing severe CAD.



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Saglikli organizmalarin metabolizmalarinin diizenlenmesinde agir metallerin eser miktarda
bulunmalar1 6nemlidir. Ayn1 zamanda bu Eser elementlerin miktarlarindaki artis sonucunda
viicutta istenmeyen etkiler olusmaktadir. Onceki yapilan ¢alismalarda agir metallerin
kardiyovaskiiler hastaliklar iizerindeki olumsuz etkileri gdsterilmistir. Bu c¢aligmamizda
plazma ve sacta bulunan agir metallerin siddetli koroner arter hastaligmin varlig: ile olan
iliskisi ve agir metallerin koroner arter hastaligindaki tanisal rollerini arastirmak

amaglanmaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar lizerinde agir metallerin olumsuz etkileri onceki c¢aligmalarla
ortaya konmustur. Bununla birlikte, siddetli kardiyovaskiiler hastaliklarin tanisinda plazma ve

sa¢ agir metalleri seviyelerinin 6nemi aydinlatilmamistir. Bu calismamizda, bdlgemizde

yasayan hasta popiilasyonunda plazma ve sa¢ agir metallerinin seviyelerinin koroner arter

hastaligindaki tanisal 6nemini arastirmay1 planliyoruz.

Onceki yapilan ¢alismalar 15181nda eser elementlerinin koroner arter hastaliginda daha yiiksek

seviyelerde bulunacagini ve hastaligin tanisinda belirteg olabilecegi hipotezini ileri siiriiyoruz.



GENEL BIiLGILER

Saglikli organizmalarinin metabolizmalarinin diizenlenmesinde agir metallerin eser miktarda
bulunmalar1 énemlidir [1]. Agir metallerin toksisitelerinde kardiyovaskiiler sistem dahil tim

sistemlerle ilgili ¢esitli kronik hastaliklar ve bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir. [2, 3].

Ateroskleroz ¢ok yonlii ve yillar boyu siiren bir siirecte gelisir. Bu gelisimde kisisel ve
cevresel faktorler rol oynamaktadir. Kisisel faktorler birinci derece akrabalarda koroner
hastaligin olmasi, kolesterol yiiksekligi, hipertansiyon, seker hastalig1 olmasi, yas, genetik ve
epidemiyolojik faktorler aterosklerozun gelismesini ilerleten faktdrlerdir. [4]. Onceki yapilan

caligmalarda, agir metal seviyelerinin

aterosklerotik siire¢ ile iligkili olabilecegi gosterilmistir [5, 6]. Buna ilave olarak,
epidemiyolojik caligmalar agir metal seviyeleri ve kardiyovaskiiler son noktalar1 arasinda
iligki gosterilmistir [7, 8]. Eser elementleri trombosit fonksiyonlar1 ve kan pihtilasmasiyla

yakindan iligkilidir [9].

Agir metal seviyeleri ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliski bilindigi halde agir

metallerin koroner arter hastaligindaki tanisal rolii hakkinda literatiirde bir bilgi yoktur.

Koroner Arter Hastahgl (KAH) koroner arterlerin duvarlarinda olusan plaklardan

otiirii ortaya cikan bir hastahktir.

Ateroskleroz damar duvarinda lipit par¢aciklarinin birikimi ile olugsan ve damarlarin limenini
tikayarak normal kan akimimi engelleyen patolojik bir siiregtir. Aterosklerozun koroner

arterlerde meydana gelmesi ile olusan hastaliga koroner arter hastalig1 denilmektedir.

Hastalar yagsam tarzlarini degistirerek hastaligin etkisini azaltmaya c¢aligabilirler. Bu
degisiklikler arasinda diyet, kilo kontrolii, sigara birakimi, egzersiz yapmak gelebilir. ileri
derecede olan hastalik i¢in nitrogliserin, kalsiyum kanal blokirlar veya ACE inhibitorler
verilmekle birlikte gerektiginde anjioplasti, kalp nakli seklinde cerrahi miidahale de

yapilabilir.

Yukarida belirttigimiz gibi Koroner arter hastalifi olan hastalarda arterleriyel sistemdeki
bozukluk gozlemlenmis fakat bu bozuklugun sebebi tam olarak ortaya konamamigtir. Kalp

vaskiiler sistemde meydana gelen bu degisiklikleri 6nleyebilmemiz ancak vaskiiler sistemdeki



degisikliklerin sebebini bilmemize baglidir. Eser elementlerinin bu hastalikla ile iliskili
olabilecegine dair ¢calismalar mevcuttur. Ayrica eser elementlerin metabolizmadaki bir
cok yolun diizenlenmesi, fonksiyonlarin devamhlig1 ve dengesi icin esastir. Eser

elementleri trombosit fonksiyonlar1 ve kan pithtilagsmasiyla yakindan iligkilidir.

Eser elementlerinin bu hastalik tanisindaki roliinii belirlemek sadece bize bu hastaligin
patolojisini anlamamizda yardimci olmayacak fakat ayni zamanda bizlere eser elementleri ve
vaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiyi tedavi ve sonuglari ile tanimlamamiza olanak

saglayacaklardir.



GEREC VE YONTEM
Calisma dizayni:
Calismamiz prospektif, ¢ift-kor, ¢apraz-kesitsel bir ¢aligmadir.

Calismamizda koroner anjiyografi yapilacak 64 hasta dahil edildi. Koroner anjiyografi i¢in
endikasyonlar pozitif stres testi ve gogiis agrist olan hastalar ile akut koroner sendromu tanisi
konulan hastalar oldu. Koroner anjiyografi sonuclarmna gore hastalar siddetli koroner arter

hastalig1 ve kontrol olarak iki gruba ayrildu.

Angiografi sonucunda normal koroner arterler tespit edilen 30 birey kontrol olarak alinirken

ciddi koroner arter hastalig1 tespit edilen 30 hasta koroner arter hastalig1 grubuna dahil edildi.

Ciddi koroner arter hastalig1 herhangi bir koroner arterde %70’den biiyiik veya genis yan dal
2.5mm’den biiyiik ise siddetli koroner arter stenozu olarak tanimlandi. Tiim hastalarin kan ve

sa¢ orneklerindeki bakir (Cu), ¢cinko (Zn), manganez (Mn) ve krom (Cr) seviyeleri 6l¢iildii.

Biyokimyasal 6l¢iimleri: Hasta ve kontrollerin rutin biyokimyasal verileri kullanildi.

Plazma ve sa¢ agir metal dl¢iimleri: Sa¢ numuneleri analize hazirlamak i¢in Smm
uzunlugunda pargalara bolindii. Yikanan numuneler 50°C’de kurutuldu ve plazma agir metal
Olctimleri i¢in kan Ornekleri 6n kol ven damarindan 4ml olacak sekilde alindi. Kan
numuneleri 1500 rpm oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilerek plazmasi ayrildi ve analiz
edilinceye kadar -80°C’de saklandi. Dondurulan plazma numuneleri (2ml) ¢oziildiikten sonra
Teflon bomba iizerine tagindi. Sa¢ Ornekleri de (250 mg) Teflon bomba {izerine transfer
edildi. Numuneler daha sonra mikrodalga firinda (Berghof Speedwave, Germany) iki kez
konsantre nitrik asit (5 ml, 65%) ile sindirildi. Numunelerin diliisyonu i¢in Nanopure 18M
Qcm su kullanildi. Analizyer Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer (ICP-MS)
cihazi ile yine iiretici firmanin Onerilerine gore (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
United States) yapildi. Skandiyum, berilyum, rodiyum ve bismuth internal standard olarak

kullanildi. Bu yontem her bir iz (eser) elementi mg/L seviyesinde dlgebilecek kapasitededir.
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Detayh anlatim:
Cihazin Adi: Agilent 7500 a ICP-MS cihazi

Teknik Ozellikleri: ICP-MS kat1 ve sivi orneklerde cok sayida elementin hizli, hassas ve
dogru bigcimde Ol¢iilmesine olanak saglayan bir analiz teknigidir. ICP-MS teknolojisi
sayesinde kati veya sivi Orneklerde 76 element ayni anda ve ¢ok diisiik derisimlerde
(nanogram-pikogram/l) hassas ve hizl bir sekilde analiz edilebilmektedir. ICP-MS ile tek bir

ornek i¢indeki 35 kadar elementin analizi {i¢ dakika kadar az bir siirede dl¢iilebilir.

ICP-MS Calisma Prensibi: indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometrisi, drneklerin yiiksek
sicakliktaki bir plazmaya, genellikle argon, gonderilerek molekiiler baglarmm kirildigi ve
atomlarm iyonlastirildig: bir analitik tekniktir. Ornek, genel olarak bir soliisyon halinde érnek
giris sistemi aracilifiyla nebulizére ve sprey odaciina sunulur. Burada yiiksek hizli argon
akis1 sayesinde ornek soliisyonu sislestirilir. Sadece ¢ok kiiclik damlaciklar argon plazmasina
taginir, digerleri dogrudan atiga gider. 6000 K sicakliklardaki plazma 6rnegi buharlastirir ve
iyonize eder. Iyon akisi atmosferik basingtan drnekleyici (sampler) ve siiziicii (skimmer)
konlar araciligiyla yiiksek vakumlu bir ortama gider. Sonra iyon akimi iyon lensleri
araciligiyla quadrupola odaklanarak kiitle filtresine ydnlendirilir. Iyonlar kiitle spektrometrede

kiitle yiik oranina gore ayrilirlar ve detektor tarafindan olgiiliirler.
ICP-MS cihaz1 asagidaki temel bilesenlerden olusmaktadir.

Ornek giris sistemi (Sample Introduction) peristaltik pompa, nebulizor, sprey odacig1 igerir ve
orneklerin cihaz igerisine girme yolunu saglar. Peristaltik pompa, siirekli olarak drnek ¢ekisini
saglayarak numuneyi sprey odacigina ulastirir. Ayrica, sprey odaciginda olusan biiyiik
damlaciklarin atiga gonderilmesini saglar. Nebulizor yardimiyla sivi Ornek argon gazi
sayesinde aerosol haline gelir. Sprey odaciginda aeresol haline gelen 6rnek enjektor
vasitasiyla torch’a ulastirilir. ICP-MS cihazi {izerindeki 6rnek giris sistemi HF’e dayanikli

Ryton™ Scott spray chamber ve cross-flow nebulizer den olugsmaktadir.

ICP torch, analit atomlar1 iyonlara doniistiirerek ICP-MS’in iyon kaynagi olarak hizmet veren
plazmay1 olusturur. Argon gazi plazma haline gelerek 10,000 Kelvinlere ulagir. Yiiksek
sicaklik etkisiyle numune i¢inde bulunan elementler iyonize olur ve pozitif yiiklii iyonlar

meydana gelir.
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Ara birim (Interface), atmosferik basing altindaki ICP iyon kaynagi ve yiiksek vakum kiitle
spektrometrisi arasinda baglantiyr kurar. Ara birim kisminda bulunan sampler ve skimmer
konlar siizme gorevi yaparak pozitif yiiklii iyonlar1 gegirirler. Iyonize olmamis materyaller ve

fotonlar shadow stop sayesinde tutulurlar.

Vakum Sistemi (Vacuum System), iyon optikleri, quadrupol ve detektor i¢in yiiksek vakum

saglar.

Lensler (Ion Lenses), iyonlara odaklanarak matriks kisminin quadrapula ulagsmasini1 engeller.
Lense uygulanan gerilim sayesinde pozitif yiikli iyonlar birbirleri ile c¢arpismadan

quadrupol’a ulasirlar.

DRC (Dynamic Reaction Cell), Perkin Elmer ICP-MS cihazi DRC (Dinamik Reaksiyon
Hiicresi) vasitasiyla plazma kaynakli poliatomik pargalari kimyasal rezoliisyon kullanarak
elimine eder ve bu pargalarin quadrupole ‘a ulagmasini engeller. Interferanslari azaltmak

amaciyla az miktarda reaksiyon gazi (metan, oksijen, amonyak,v.b) kullanilir.

Quadropul (Quadropole), iyonlar kiitle/yiik oranina gore ayirmada kiitle filtresi olarak gdrev
yapar. Yiksek iletkenlik i¢in altin kaplamali seramik rodlar ayn1 zamanda sicakligin stabil
kalmasimi saglar. Quadrupol ayirma islemini, uygun olarak ayarlanmis voltaj ve radyo

dalgalar1 frekansina gore yapar.

Detektor (Detector), Quadropuldan gegen iyonlar dedektoriin aktif yilizeyine c¢arpar ve
oOlgiilebilir bir sinyal olustururlar. Dedektoriin aktif yiizeyi dynode olarak bilinir ve yiizeye

carpan iyonlara karsilik elektron yayar.

Veri isleme ve sistem kontroldrii (Data Handling and System Control), cihazin kontroliiniin

ve O0l¢lim ve degerlendirme iglemlerinin her asamasini kontrol eder.

Ornek Hazirlama:

ICP-MS analiz tekniginin en Onemli asamalarindan biri 6rnek hazirlama asamasidir.
Laboratuarimizda ¢ozelti ICP-MS analiz teknigi uygulandigindan, kati Orneklerin analiz

asamas1 Oncesi cozelti haline getirilmesi gerekmektedir. Kati 6rnegin tiirline (jeolojik,
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cevresel, biyolojik vb.) ve analiz edilmesi istenilen elementlere gore farkli 6rnek hazirlama

metotlar1 uygulanmaktadir.

Kat1 drneklerin ¢ozelti haline getirilmesi Bergoff mikrodalgada sisteminde yiiksek basinca
dayanikli teflon kaplar igerisinde yapilmaktadir. Eritis isleminde yiiksek safliktaki asitlerden
(HNOs, HCI, HF, HCIO4 vb.) hazirlanmis asit kokteylleri kullanilmaktadir. Hazirlanan asit

kokteylleri analite ve metoda gore degismektedir.

Analize tabii tutulacak sivi drnekteki bazi maddeler cihaza zarar vermemesi acisindan belirli
sinir degerlerin altinda olmasi tercih edilir. Sivi 6rneklerdeki toplam ¢oziinmiis kat1 madde
miktar1 (TDS) % 0,1 in, organik madde igeriginde %2 nin altinda olmahdir. Ornekler ayrica
askida kat1 partikiiller icermemelidir. Analiz edilecek bu tiir 6rneklerin bir kism1 mutlaka 0.45

mikronluk filtreden gegirilmelidir.

Matris etkisini ortadan kaldirmak i¢in 6rnekler ile standartlarin ayni asit ¢ozeltisi (tipik olarak
%2 HNO3) igerisinde hazirlanmasi 6nemlidir. Nitrik asit ¢ozeltisi, supra pur % 65’lik nitrik
asitten 18,3 M ohm ultra saf su icerisinde giinliik olarak hazirlanmaktadir. ICP-MS 6l¢iim
araligt ppb-ppt araliginda oldugundan, daha konsantre analitlerin bu Ol¢iim araligina

getirilmesi i¢in seyreltme yapmak gerekmektedir.
Istatistik:

Gruplar t test veya Mann-Whitney U test kullanilarak karsilastirildi. Gruplar arasi
Kategoriksel degiskenler chi-quare testi ile karsilastirildi. Onemli koroner stenozun bagimsiz
prediktorlerini belirlemek i¢in univariate ve multivariate lojistik regresyon analizleri
kullanildi. Sonuglar %95 confidence interval (CI)’l1 odds ratio (OR) orani ile gosterildi. Cu,
Zn, Mn ve Cr’un sensivitesi, spesifitesi, pozitif ve negatif prediktivite degerleri receiver-
operator-characteristic curve (ROC) analiziyle belirlendi. Tiim istatistik analizleri JMP
versiyon: 5.0.1.2 program ile gergeklestirildi. Devamli degiskenler bagimsiz iki-tailed ¢ test
ile karsilastirildi. P <0.05 anlamli farklilik olarak g6z onilinde bulunduruldu. ROC egrisi
MedCalc software version 9.0.1.0 (MedCalc Inc., Mariakerke, Belgium) programi ile elde
edildi.
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BULGULAR

Hasta bilgileri Tablo 1°’de gosterilmistir. Yas ve cinsiyet oranlar1 kontrol grubuna kiyasla
KAH grubunda onemli Ol¢lide yiiksek bulunmamistir. Ancak, diyabet frekansmin KAH
hastalarinda kontrol grubundan daha yiiksek oldugu bulunmustur (26.5% ile 6.7%, p=0.036).
Ayrica, sol ventrikiiliin EF’nin KAH hastalarinda daha diisiik oldugu bulunmustur.

Table 1: Demographics properties of patients in groups.

Control group Significant CAD group p value
(n:30) (n:34)

Age (years) 59.3+10.0 64.2+12.7 0.072
Female n (%) 15 (50) 10 (29.4) 0.071
Blood urea nitrogen (mg/dl) 19.3+5.1 21.6£6.5 0.118
Creatinine (mg/dl) 09+0.2 1.0+0.3 0.351
Diabetes mellitus n (%) 2(6.7) 9(26.5) 0.036
Hypertension n (%) 11 (36.7) 15 (44.1) 0.363
Smoking n (%) 7(23.3) 12 (35.3) 0.221
Cholesterol (mg/dl)

Total 198.1+452 202.6 £53.2 0.718

LDL 132.141.9 135.546.4 0.765

HDL 389+7.1 385+7.1 0.857
Triglyceride (mg/dl) 157.6 £49.4 146.2 £ 63.7 0.433
LVSd (mm) 341462 350+7.4 0.662
LVDd (mm) 513452 49.7+6.5 0.369
LVEF (mm) 60.8+10.6 50.6+13.9 0.005

Data are expressed as meantstandard deviation or percentage. LDL: Low density lipoprotein, HDL: High density
lipoprotein, LVSd: Left ventricular end-diastolic dimension, LVDd: Left ventricular end-diastolic dimension, LVEF:

Left ventricular ejection fraction, p<0.05 is accepted as statistically significant
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Sa¢ ile plazmadaki Cr (r=0.71, p<0.001), Zn (r=0.33, p=0.007) ve Mn (r=0.28, p=0.024)

seviyeleri arasinda 6nemli bir korelasyon oldugu bulunmustur. Ancak, Cu sa¢ ve plazma

seviyeleri arasinda bdyle bir iligki bulunmamistir (r=0.115, p=0.366).

Sac analizleri

sonucunda, iki grubun Cr, Mn, Cu, veya Zn seviyeleri arasinda énemli farkliliklar olmadig:

tespit edilmistir. Fakat, bu elementlerin plazma seviyelerinin KAH hasta grubunda kontrol

grubuna gore daha yliksek oldugu bulunmustur. (p< 0.001 her bir agir metal i¢in; Tablo 2).

Tablo 2: Sac¢ ve plazmadaki Cr, Mn, Cu ve Zn seviyeleri.

Kontrol grubu KAH grubu p degeri
(n:30) (n:34)
Sac¢
Krom 0.33 (0.08-0.69) 0.30 (0.18-0.61) 0.590
Bakir 0.002 (0.002-0.390) 0.002 (0.002-0.09) 0.233
Manganez 0.39 (0.12-0.62) 0.31 (0.19-0.74) 0.701
Cinko 107.3 £38.6 94.5+34.8 0.168
Plazma
Krom 0.870 (0.7-1.3) 2.1(1.2-4.9) <0.001
Bakir 84.3+9.9 111.8 +£27.7 <0.001
Manganez 85+0.6 10.7+ 1.5 <0.001
Cinko 66.9+5.2 78.2+15.9 <0.001
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KAH'In 6nem derecesini belirlemede plazma agdir metallerinin diyagnostik rolinu
degerlendirmek igin alici isletim karakteristik edri analizi (ROC) yapilmigtir. Her bir plazma
agir metalinin ROC egrisi sekil X’de gosterilmigtir. En yliksek AUC degeri Manganez igin
belirlenmistir (AUC = 0.940, 95% CI: 0.885 — 0.995, p<0.001). Dahasi, Cr, Cu ve Zn igin
AUC verileri ile iligkili p degerlerinin istatistiksel olarak énemli oldugu goésterilmigstir (Sekil).
ROC egrilerinin ¢ift yonll karsilastiriimasi Mn’nin Cr (p=0.04) ve Cu (p=0.05)'dan daha Ustiin
oldugunu gdstermigti.  Mn ve Zn ROC egrilerinin istatistiksel olarak farkli olmadigi
belirtiimistir (p=0.2).
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Sekil: Siddetli KAH i belirlenmesinde kullanilan her bir plazma agir metaline ait ROC egrileri

Plazma agir metallerinin duyarhilik ve ozgiilliikleri ile PPV ve NPV degerleri Tablo 3’te
gosterilmistir. En yiiksek duyarlilik Mn ve Zn elementleri i¢in belirlenmistir. Mn igin 9
umol/L referans degeri %85 duyarlilik ve %90 o6zgillik orami ile siddetli KAH igin
prediktiftir. Cr, Cu ve Zn i¢in ise referans degerleri sirasiyla 1.3, 95, ve 68’tir. Biitiin modeller

cinsiyet, yas ve diyabete gore ayarlanmustir.
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Uyarlanmig univariate analizinde, plazma Cr (Exp (B) = 5.514, p = 0.004), Mn (Exp (B)=
7.519, p <0.001), Cu (Exp (B) = 1.078, p = 0.003), ve Zn (Exp (B)= 1.271, p = 0.005) ‘nun

onemli derecede siddetli KAH ile iliskili oldugu bulunmustur. Multivariate analizde ise,

sadece plazma Mn ve Zn seviyelerinin siddetli KAH ile iligkili oldugu bulunmustur (Tablo 4).

Table 3: Sensitivity, specificity, PPV and NPV of plasma heavy metals for significant CAD.

AUC %95CI p value  Sensitivity Specificity PPV NPV
Chromium 0.884 0.795 - 0.973 <0.001 80 83.3 76.2 86.2
Copper 0.747 0.606 - 0.889 0.006 55 86.6 73.3 74.3
Manganese 0.940 0.885 - 0.995 <0.001 85 90 85 90
Zinc 0.851 0.747 - 0.955 <0.001 85 76.6 70.8 88.5

Cut of levels were 1.3 mg/l for Chromium, 95 mg/1 for Copper, 9 mg/1 for Manganese and 68 mg/1 for Zinc. All

models were adjusted for gender, age and diabetes. AUC: Area under curve, PPV: positive predictive value,

NPV Negative predictive value, p<0.05 is accepted as statistically significant
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Table 4: Univariate and multivariate analysis for diagnosis of severe CAD.

Univariate analyze Multivariate analyze
Unadjusted Adjusted
Exp(B) %95CI P Exp %95CI p Exp %95CI P
B)
(B)

Hair
Cr 0.674 0.271-1.679 0.397 0.581  0.210-1.611  0.297
Cu 0.288 0.060-1.384 0.120  0.319  0.065-1.562  0.158
Mn 0.864 0.485-1.540 0.621 0913 0.483-1.724  0.778
Zn 0.990 0.977-1.004 0.169 0988 0.973-1.004  0.151
Plasma
Cr 3.467 1.1446-8.313 0.005 5514 1.718-17.696  0.004
Cu 1.059 1.025-1.094 0.001 1.078  1.026-1.132  0.003
Mn 7.060 2.761-18.065  <0.001 7.519 2.691-21.010 <0.001 15233  2.888-80.348 0.001
Zn 1.354 1.150-1595 <0.001 1.271 1.076-1.502  0.005 1.658  1.114-2.468 0.013

p<0.05 is accepted as statistically significant. Cr: Chromium, Cu: Copper, Mn: Manganese, Zn: Zinc.

All models were adjusted for gender, age and diabetes.



TARTISMA VE SONUC

Kardiyovaskiiler hastaliklarda agir metallerin zararli etkileri Onceki caligmalarda
tanimlanmistir. (7, 10) Ancak ciddi KAH hastalarinin sa¢ ve kan plazmasindaki agir metal
seviyelerinin 6nemi aydinlatilmamistir. Bu c¢alismada biz KAH hastalarinda sa¢ ve kan

plazmalarindaki agir metal seviyelerini, yardimci tant yontemleriyle arastirdik.

Gecmis ¢alismalarin sonuglar1 goz 6niine alindiginda, baglangicta eser elementlerin KAH olan
hastalarda daha yiiksek olacagini ve agir metal seviyelerinin siirli diyagnostik role hizmet
ettigi hipotezini varsaydik. Fakat beklenmedik sekilde sonu¢larimizin énemli klinik etkileri
olduguyla karsilastik. Calismamiz, plazmadaki agir metal seviyelerinin, koroner darlik
tanisinda anlamli bir 6neme sahip oldugunu gosterdi. Plazmadaki Mn seviyesinin, KAH i¢in

potansiyel olarak 6nemli bir tan1 araci olarak hizmet verebilecegi sonucuna ulagtik.

Diisiik miktarda agir metal seviyelerinin organizmanin saghiginin devamliligi i¢in gerekli
olmasina ragmen, yiiksek metal seviyelerinin damar hastaliklar1 ile iliskili oldugu
gosterilmistir (7, 10, 11). Cok sayida c¢alisma yukarida belirtilen damar sistemi ve
arterosklerozisde agir metallerin rolii lizerindeki etkilerini aragtirmistir. Bazi caligsmalar
arterosklerozis ve agir metal seviyeleri arasinda higbir iligki bulamamasina ragmen (12, 13),
bazi caligmalar agir metallerin, arterosklerotik siire¢ icinde olumsuz etkilere sahip oldugu
sonucunu ileri siirmektedir (14, 15). Bununla beraber agir metal ve koroner arterosklerozis
arasindaki iligki nispeten diisiik ve sonuglar tutarsiz olmustur. Ayrica ciddi KAH hastalarinda

bir tan1 arac1 olarak agir metal seviyelerinin incelenmesi iizerine literatiirde hicbir veri yoktur.

Mn ¢ in insan viicudu i¢in gerekli bir eser element oldugu bilinmektedir. Daha Onceki
caligmalarda, Manthey J ve ark. plazma Mn seviyelerinin orta dereceli KAH ve kontrol
gruplarinda benzer, ancak siddetli KAH hastalarinda kontrol ve orta dereceli KAH hastalarina
gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. (16) Bununla beraber KAH hastalarindaki Mn
seviyeleri hakkinda mevcut literatiirde yeterli veri yoktur. Bizim ¢alismamizda siddetli KAH
hastalarinda plazma Mn seviyeleri kontrollere goére 6nemli derecede anlamli bulunmustur.
Kontrol grubumuzu normal koroner arter veya anlamsiz koroner darligi olan hastalar
olusturmustur. Sonu¢ olarak elde edilen veriler Manthey J. ve ark. tarafindan yapilan
caligmayla tutarli bulunmustur. Siddetli KAH ve Mn seviyeleri arasindaki iligkinin kuvvetli
olmas1 KAH ig¢in bir tan1t yontemi olabilecegini diisiindiirmektedir. ROC egrisi analizinde,

serum Mn seviyelerinin KAH tanist i¢in % 85 duyarli ve % 90 6zgiil oldugunu gdstermistir.
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Ayrica plazma Mn seviyelerinin siddetli KAH hastalar1 i¢in bagimsiz ve giiclii bir belirleyicisi
oldugu bulunmustur. Ancak siddetli KAH ve yiiksek seviyedeki Mn arasindaki iligkinin
ardinda yatan mekanizmalar hala belirsizdir. Bu mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in ileri

caligmalar gerekmektedir.

Manganez; glutamine sentetaz, arginaz ve Mn superoksit dismutaz gibi ¢ok sayida ve belirgin
enzimatik reaksiyonlarda, enzimler icin Onemli katalitik kofaktérdiir. Mn, arjinaz
reaksiyonlarinda arjinin inhibisyonunu katalizlemek icin arjinazin NOS sentazla ikame
edilmesiyle nitrik oksit diizeylerinde artisa sebep oldugu bilinmektedir. (17, 20) Arjinaz
inhibisyonuna neden olan NO konsantrasyonunun artigi, miyokardial infarktiis boyunutunu
azaltmaktadir (18). NO konsantrasyonun azalip arjinazin artis1 siddetli KAH hastalarinda Mn
seviyelerinin artmasi spekiilasyonuna yol agabilir. Nitrik oksitin anti-arterosklerotik etkilere
sahip oldugu bilindiginden (21), KAH hastalarinda NO ve Mn arasindaki iliskinin énemlidir

ve arastirilmasi gerekmektedir.

Cu ve Cr seviyeleri ile karidyovaskiiler hastalik arasinda ki iliskide veriler ¢eligkili yada
yetersizdir. Salonen JT ve arkadaslar siddetli risk grubundaki miyokart enfarktiis 1,666 erkek
arasindan rastgele secilenlerin serum Cu konsantrasyonlar: ile iligkili olup olmadigini
arastirdilar (7). Yazarlar tarafindan bakir serum konsantrasyonlarinda ki yiikselmenin iskemik
kalp hastalig1 icin bagimsiz bir risk faktorii oldugu bulundu (4.0-fold, p <0.01). Buna ek
olarak yiiksek serum Cu konsantrasyonlarina sahip hastalarda asir1 oranda karotis ateroskleroz
ilerlemesi belirlendi (22). Bilgilerimize gore literatiirde Cr ve koroner ateroskleroz ile iligkili
herhangi bir veri yoktur. Calismamizda KAH olan hastalarda serum Cu ve Cr seviyeleri
kontrol grubuyla karsilastirildiginda énemli derecede yiiksek bulundu. Ancak Cu ve Cr’nin
plazmaya tanimsal faydasi sinirlidir. Cok degiskenli analizde serum Cu seviyeleri anlamli
KAH tahmin edememistir Verilerimiz bu plazmanin Cu ve Cr seviyelerinin anlamli bir KAH
tespiti i¢in sinirlt bir katkisi olabilecegini gosterdi. Yine de, daha biiylik 6lgekli ¢alismalarin
ciddi KAH tanisinda Cu ve Cr’nin katkisinin degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir. Serum Zn
diizeyleri ile KAH arasindaki iligkiyi ilgilendiren sonuglar tutarsiz olmustur. Bazi yazarlar
hicbir iligkisi tespit edemezken, digerleri negatif bir iliski bildirilmistir (23,24). Giannoglou
ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada serum Zn diizeyleri ve koroner ateroskleroz yayginligi
ve siddeti arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (23). Ancak, idrar Zn kayb1 KAH siddeti
ile iligkili bulunmustur. Otopsi ¢alismasinda (5), Mendes ve arkadaslarinin tarafindan 35 ve

65 yas arasi hastalarda aort fibroz plak Zn diizeyleri dl¢iildii. Onlar, fibréz plaklarinin normal
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aortik dokular ile karsilagtirldiginda Zn elementinin seviyesinin daha yiiksek oldugunu
buldular (p< 0.001). Calismamizda Zn plazma seviyesinin, fakat sacta degil, kontrol grubuna
gore anlamli KAH olan hastalara gére 6nemli derecede yiiksek bulduk. Ayrica, ¢cok degiskenli
analizler plazma Zn diizeyleri anlamli KAH i¢in bagimsiz belirleyiciler oldugunu gosterdi
(risk orani: 1.658, p=0.013). Literatiirde ¢eligkili sonuglar olmasma ragmen, bizim
sonuglarimiz  plazma Zn diizeyleri siddetli koroner arter hastaligini tespiti igin yararl ve
verimli bir belirteci olarak hizmet edebilir oldugunu gostermektedir. Sa¢ analizi viicuttaki agir
metal konsantrasyonlarinin tespit edilmesinde kolay ve basit bir yontemidir. Agir metal
seviyelerinin sa¢ analizi daha Onceki c¢alismalarda yapildi (25-27) ki bu sacin agir metal
seviyeleri farkli kronik diizensizlik ve hastaliklarla ilisikli olabilecegini gosterdi. Simdiki
caligmamizda sa¢ analizinin anlamli KAH i¢in etkili tanisal bir ara¢ olup olmadigini da test
ettik. Ancak sacin Cu, Cr, Mn, ve Zn seviyeleri belirgin ve belirgin olmayan koroner stenoz
hastalarinda ayni1 oldugunu tespit ettik. Dolayisiyla sonuglarimiz agir metal seviyelerinin ciddi

KAH igin destekleyici belirte¢ olmayacagini gosterdi.
Sonug:

Mn, Cu, Zn ve Cr seviyeleri ciddi CAD hastalariyla belirsiz koroner lezyon hastalar1 arasinda
plazmadaki belirgin farkliliklar olarak gozlemlendi. Temel mekanizmalar belirsiz olmakla
birlikte, plazma agir metal seviyesi ciddi koroner ateroskleroz ile iliskilidir. Ayrica
sonuglarimizda gosterdi ki plazma agir metal seviyeleri KAH’1in tanimlanmasinda ileride

potansiyel kullanislt belirtegler olarak kullanilabilir.
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