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OZET

ILIKAY,S.(2014) Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz ve Kaveolin-1 Gen Varyasyonlarinin
Bireysel ve Kombine Etkilerinin Koroner Kalp Hastahginda Incelenmesi. Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Koroner kalp hastaligi (KKH) diinya ¢capinda 6liim nedenlerinin basinda gelen genetik ve
cevresel etkenlerin yol actigi kompleks bir hastaliktir. KKH’na yol agan ateroskleroz
patogenezinde, endotelyal fonksiyon bozuklugu 6nemli bir anahtardir. Endotel hiicreleri
vaskiiler homeostaz ve nitrik oksit tiretimi gibi temel islevlerini yerine getiremediginde
gelisen endotelyal disfonksiyon, aterosklerotik plak olusumuna neden olur. Endotel hiicre
membraninda bulunan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve kaveolin-1 (Cav-1) proteinleri
direkt etkilesim halindedir ve diger proteinlerle birlikte normal endotel hiicre fonksiyonu i¢in

calisirlar.

Calismamizda eNOS 151799983 ve CAV-1 153840634 ve rs3807990 varyasyonlarinin
koroner kalp hastali§1 teshisi konan bireylerde incelenmesi ve hastaligin seyrinde bu
varyasyonlarin bireysel ve birlikte etkilerinin gosterilmesi amaglanmistir. Calisma gruplarimiz
76 koroner kalp hastasi ve 9lsaglikli bireyden olugsmustur. NOS3 ve CAV-1 genotipleri
gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon
fragmani uzunluk polimorfizmi ile agaroz jel -elektroforezi teknikleri uygulanarak
belirlenmistir. Koroner kalp hasta grubunda CAV-1 rs3807990 nadir T alleli ile birlikte NOS3
rs1799983 nadir TT genotipini tasiyan alt grupta total-kolesterol degeri, CAV-1 rs3807990
normal CC/ NOS3 rs1799983 normal G alleli tasiyan alt gruba gore yiiksek bulunmustur
(p=0,048). Kontrol grubunda ise her iki varyasyonun nadir allelini birlikte tagiyan grupta
(NOS3 151799983 T allel/ CAV-1 rs3807990 T allel) her iki varyasyonun normal
genotiplerini birlikte tasiyan gruba (NOS3 rs1799983 GG CAV-1 rs3807990 GG) kiyasla
diastolik kan basmci (p=0,033) ve Total-kolesterol (p=0,041) degerleri yiiksek bulunmustur.
KKH grubunda CAV-1 rs3807990 T alleli ve hiperkolesterolemi arasinda istatistiksel olarak
ileri derecede anlamli bir iliski s6z konusudur (p=0,008). Lojistik regresyon analizinde CAV-
1 rs3807990 T allelinin hasta grubunda hiperkolesterolemi gelisiminde risk olusturdugu
dogrulanmistir.

Sonug olarak, calismamizda CAV-1 rs3807990 T allelinin koroner kalp hastalig1 risk
faktorlerinden hiperkolesterolemi gelisiminde etken genetik risk faktorleri arasinda yer

alabilecegi gozlenmistir.
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ABSTRACT

ILIKAY,S.(2014).Investigation of separate and common effects of eNOS and CAV-1 gene
variations in Coronary Heart Disease (CHD). Istanbul University, Institute of Health Science,

Molecular Medicine. Master’s Thesis.Istanbul.

Coronary heart disease is a complex disease caused by genetic and environmental factors,
being one of the major causes of death in the world.Endothelial disfunction is important key
for atherosclerosis patogenesis leading to CAD.Endothelial disfunction causes the formation
of atherosclerotic plaque when endothelial cells do not perform ultimate functions such as
vascular homeostasis and nitric okside(NO) production.Endothelial nitric okside
synthase(eNOS) and caveolin-1 (Cav-1) proteins in membrane of endothelial cells interact
with each other directly and they work with other proteins for normal function of endothelial

cell.

In our study, we purposed to investigate eNOS 1s1799983, Cav-1 153840634 and
rs3807990 variations in CHD patients and determine their individual and combined effects on
CHD development .Our study groups comprise of 76 CAD patients and 91 healthy controls.
eNOS and Cav-1 genotypes were determined by real time polymerase chain reaction,
polymerase chain reaction, restriction fragment lenght polymorphism and agarose gel
electrophoresis. Subgroup carrying CAV-1 rs3807990 mutant T allele and NOS3 rs1799983
mutant TT genotype has higher total-cholesterol than subgroup carrying CAV-1 rs3807990
normal CC/ NOS3 rs1799983 normal G allele in patient group (p=0,048). In control group,
subgroup carrying together NOS3 rs1799983 T allel/ CAV-1 rs3807990 T allel has higher
diastolic blood pressure (p=0,033) and total-chloresterol (p=0,041) than the subgroup
carrying together NOS3 rs1799983 GG and CAV-1 rs3807990 GG. There is a statistical
significant correlation between CAV-1 1s3807990 T allele and hypercholesterolemia in
patient group (p=0,008). Regression analysis confirmed that CAV-1 rs3807990 T allele is a

risk factor for hypercholesterolemia process.

In conclusion, CAV-1 rs3807990 T allele were observed to create a risk factor for

hyperchlesterolemia, being one of the risk factors of CAD..
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1. GIRIS VE AMAC

Ateroskleroz, poligenik belirleyicilerin g¢esitli gevresel faktorlerle birlesmesi sonucunda
olusan cok etmenli bir hastaliktir. Koroner arter hastaligi ve miyokard enfarktiisiiniin

etyopatojenezinde yer alan bu hastalik diinyadaki 6liim nedenlerinin basinda yer alir (1).

Ateroskleroz ¢ok erken yaslarda arter duvarinda yagh ¢izgilenmelerle baslayan, kopiik
hiicre ve sonrasinda fibroz plak olusumuyla devam eden bir siirectir. Endotelyal

disfonksiyonun da bu siirecte 6nemli rol oynamaktadir (2).

Endotelyal fonksiyon bozuklugu, eNOS enziminin iirettigi NO’nun hiicrelerdeki
yararlaniminin azalmasiyla gelisen bir durumdur. Biitliin bilinen kardiyovaskiiler risk
faktorleriyle iligkili olan endotelyal disfonksiyon, vaskiiler tonusta anormali, oksidatif streste,
adezyon molekiillerinin ekspresyonunda, pro-inflamatuar ve pro-trombotik faktorlerin
sentezindeki artigla karakterizedir (3).

Endotel hiicrelerin membraninda bulunan eNOS enzimi, kan akis gerilimi ve ¢esitli
sinyallerle uyarilarak NO iiretmeye baslar. Uretilen NO, diiz kas hiicrelerinin gevsemesine
neden olurken bu hiicrelerin proliferasyonunu da engeller. Bununla birlikte platelet
agregasyonu ve lokosit adezyonunu da inhibe eder (4). Normal endotel hiicrelerde bazal
olarak siirekli tiretilen NO miktari, eNOS enzim aktivitesinin Cav-1 proteiniyle inhibe

edilmesi ya da Kalsiyum/kamodulin (Ca**/CaM) kompleksiyle aktive edilerek diizenlenir.

Cav-1 proteini, eNOS enzim aktivitesinin daimi diizenleyicilerinden biri olup (5) Src
kinaz ailesini, G-proteini, G-protein bagli reseptoriinii, integrinleri ve c¢esitli biliylime
faktorlerini negatif olarak diizenler (6). Ayrica Cav-1 proteini ve kaveolalarin, kolesterol
homeostazinin saglanmasinda da rolleri vardir.Cav-1 proteini endoplazmik retikulumdan yeni

sentezlenen kolesteroliin plazma membrania tasinmasinda gorevli olan sterol tasiyici protein-



2 (SCP-2) ile etkilesim halindeyken (7) kaveolalar kan plazmasina salman fazla serbest
kolesteroliin HDL’ler tarafindan alinmasi siirecinde ve kolesterol esterlerinin plazmadan

almmasinda etkilidirler (8).

Bu ¢alismada endotelyal disfonksiyonda etkili olan eNOS ve Cav-1 proteinlerine ait
genlerdeki varyasyonlarin koroner kalp hastalarinda incelenmesi ve hastaligin gelisiminde
risk faktorii olarak bireysel ve kombine etkilerinin belirlenmesi amaglanmigstir. Literatiirde
eNOS ve CAV-1 gen varyasyonlarmin incelendigi ¢ok az sayida ¢calisma bulunmakla birlikte
bu genlerdeki varyasyonlar1 aterosklerotik kalp hastaliklarinda birarada inceleyen bir
arastirmaya ise rastlanmamistir. Dolayisiyla tez projemiz eNOS ve CAV-1 genlerindeki

polimorfizmlerin koroner kalp hastaliginda birlikte incelendigi ilk ¢aligmadar.



2. GENEL BILGILER

Koroner kalp hastaligi (KKH), Diinya Saglk Orgiitii'niin 2012 yili verilerine gore
(9), Diinya’daki 6lim nedenlerin basinda gelen kompleks bir hastaliktir. Temelinde
aterosklerozun yattig1 bu hastalik birden fazla risk faktoriine bagh olarak gelisebilir. KKH’1in
risk faktorleri; yasam bicimine bagli, biyokimyasal ve fizyolojik faktorler gibi degistirilebilen
ve degistirilemeyen kisisel oOzellikleri icerir. Sigara, hipertansiyon, hiperlipidemi
degistirilebilen risk faktorleriyken, genetik etkenler, cinsiyet ve yas degistirilemeyen

faktorlerdir (10).

KKH etyopatojenezinde yer alan ateroskleroz, lipidlerin, inflamatuar hiicrelerin ve bag
dokularin arter duvarinda birikmesiyle karakterizedir (11). Diisiik dansiteli lipoproteinin
(LDL) endotelden ge¢mesi, inflamatuar hiicrelerin intimada birikmesine neden olan ¢esitli
sitokinler ve kemotaktanlarin salinimi indiikler. Oksidatif ve enzimatik reaksiyonlar sonucu
modifiye olan lipidler (OxLDL), ileri diizeyde immiinojenik olup proinflamatuar kemotaktik
faktor islevi gorerek endotel hiicrelerinde l6kosit adezyon molekiillerinin iiretimini arttirir ve
buna bagli olarak aktivasyon bolgesine kan hiicrelerinin taginmasini ve sitokin salgilanmasi

tetikler (12,13).

Intimada biriken OxLDL’yi fagosite eden makrofajlar kopiik hiicrelere doniisiir.Bu
hiicrelerin birikimi ilk evrelerde intima altinda sar1 ¢izgilenmeler olarak gozlenir. Liimende
darlik olusturmayan bu lezyonlar yagh cizgilenme olarak adlandirilir ve aterosklerozun ilk
lezyonudur (14). Kopiik hiicreler ayni zamanda pro-inflamatuar sitokinleri salgilayarak

intimanin biiylimesine ve damar liimeninin daralmasina da neden olurlar.



Endotelyal fonksiyon bozuklugu, aterosklerotik siirecin gelisimine izin veren anahtar
bir mekanizma olarak diisiiniilebilir (2). Sigara, hipertansiyon, hiperlipidemi, seker hastaligi
(DM), obezite gibi geleneksel kardiyovaskiiler risk faktorlerinin endotel disfonksiyona neden
olabilecegi cesitli caligmalarda gosterilmistir. Ayrica oksidatif stres, viriisler, homosistein,
immun kompleksler, kompleman aktivasyonunun da endotel hasari, endotel fonksiyon

bozuklugu ve inflamatuar cevaba katkida bulunduklar1 bildirilmistir (15).

Son yillarda ateroskleroz patojenezini aydinlatmak amaciyla yapilan caligmalarda
hastaligin risk faktorii olarak tanimlanabilen ¢ok sayida protein, molekiil ve gen yogun olarak
arastirilmaktadir. Patojenez siirecinde aydinlatilmayi bekleyen evrelerden biri endotelyal
disfonksiyona neden olan molekiiler mekanizmalardir. Endotelyal NO ve Cav-1 proteini,
endoteldeki nitrik oksit hemostazini saglamak i¢in direkt olarak etkilesim halindedir.

Tez projemizde, koroner kalp hastalarinda eNOS ve Cav-1 proteinlerini kodlayan gen
bolgelerinde sectigimiz hedef gen varyasyonlarinin incelenmesi ve s6z konusu varyantlarin risk
temelinde hastaligin gelisimine etkisi ve metabolik/ klinik parametrelere yansimalarinin

belirlenmesi amaglanmistir.

2.1 ATEROSKLEROZ PATOGENEZI

Kalp hastaliklarinin baslica nedeni olan ateroskleroz, kolesterol iceren diistik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) intimada birikmesi ve endotelyumu aktive etmesiyle
baslayan inflamatuar bir hastaliktir (16). Gelisiminde kronik inflamasyon ve immiin
disregiilasyon onemli bir rol oynadig1 i¢in ateroskleroz otoimmiin inflamatuar bir hastalik

olarak kabul edilmektedir (17).

Periferik ve koroner ateroskleroz patogenezinin baslangic safthasinda endotel fonksiyon

bozuklugunun 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (15). Fonksiyonu bozulmus endotel



hiicreleri, artan gecirgenlikleri yiiziinden makromolekiillerin rahatlikla subendotelyal matrikse
gecisine izin verir ve bdylece aterosklerotik lezyon olusumu gériilmeye baslar. Ozellikle
LDL’lerin kandaki artisi, hem LDL’lerin tasinimmi hem de matriksteki birikimi arttirir.
LDL’lerin yani sira apolipoprotein B (apoB) i¢ceren diger lipoproteinlerde intimada birikebilir
ve aterosklerozu tetiklemeye yardime1 olur.

Dogal LDL’ler modifiye olmus LDL’ler kadar hizli makrofajlar tarafindan alinip kopiik
hiicreye dontistiirtilemedigi icin LDL’ler hiicre duvarinda modifikasyona ugrarlar (18).
Oksidasyon, lipoliz, proteoliz ve agregasyon gibi modifikasyonlar inflamasyonun artigina
neden olduklar1 gibi kopiik hiicre olusumunu da katki saglarlar.

Yiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) ise lipoproteinlerin oksidasyonunu
engelleyerek ve c¢evresel dokulardan kolesterolii uzaklastirarak ateroskleroza karsi gii¢lii bir
savunma olustururlar.

Okside LDL’nin birikmesi monosit ve lenfositlerin arter duvarma gogiine yol agar.
OxLDL ayrica endotel hiicrelerinin adezyon molekiillerinin yer aldigi1 proinflamasyon
molekiiller ile makrofaj koloni-uyarici faktorleri (M-CSF)’nin yer aldig1 biiyiime faktorlerini
iretmesine neden olur. Bunlarin yaninda, modifiye olan LDL nitrik oksit {iretimini de inhibe
edebilir. Uretimi artan M-CSF sitokinleri, makrofajlarin proliferasyonunu ve farklilasmasini
uyardigi gibi ¢opcii reseptor ekspresyonu gibi ¢esitli makrofaj fonksiyonlari da etkiler (16).

Makrofajlar tarafindan LDL’lerin almip kopiik hiicreleri olusturmasi i¢in yiiksek
derecede okside olmus LDL gerekir. Bu modifikasyon ve sonrasinda modifiye olmusg
LDL lerin agregasyonu ve makrofajlar tarafindan alinmas1 miyeloperoksidaz, sfingomiyelinaz
ve sekretuvar fosfolipaz gibi enzimler araciligiyla gercgeklesir. SR-A ve CD36 gibi ¢opcii
reseptorlere baglanan oxLDL makrofajlar tarafindan koptik hiicrelere doniistiiriiliir (19).

Kopiik hiicrelerin olusmasindan sonraki basamak fibréz plak olusumudur. Bu olusum

cogunlukla kolesterol ve onun esterlerinin ekstraselliiler alanda artmasiyla karakterizedir.



Bunun yaninda diiz kas hiicreleri (SMC) ve bu hiicreler araciligiyla ekstraseliiler matriksin
artmast da fibroz plak olusumuna isarettir. Makrofajlar ve T-hiicreler tarafindan salinan
sitokinler ve biiyiime faktorleri SMC tasiniminda, ¢ogalmasinda ve ekstraseliiler matriks
olusumunda 6nemli bir yere sahiptir (16).

Yapilan caligmalarda CD40 ve onun ligandiyla (CD154) etkilesiminin ilerlemis
lezyonlarin gelismesinde 6nemli katki yaptigi gosterilmistir (20). CD40 ve CD154 etkilesimi;
inflamatuar sitokinlerin, matriks degredasyon proteazlarinin ve adezyon molekiillerinin
iretimini saglar. Hormonlar, yiiksek tansiyon ve yiiksek homosistein diizeyi de ilerlemis
lezyonlarin gelisiminde etkilidir. Hasarli endotel hiicrelerindeki yiiksek homosistein diizeyi,
vaskiiler SMC proliferasyonunu uyarir (21). Hipertansiyon ise renin-anjiotensin yolagi
iizerinden anjiyotensin 2’nin direkt olarak SMC gelisimini ve ekstraseliiler matriksin
iretimini tetiklemesini saglar. Coklu anti-aterojenik etkiye sahip olan Ostrojen ise plazma
lipoprotein diizeyini etkileyerek ve prostasiklin ile NO iiretimini uyararak bu siiregte rol oynar

(22).

2.2ENDOTELYAL FONKSIYON BOZUKLUGU

Endotel damar sistemi i¢inde yer alan kan ve damar duvari arasina smirlandirilmais,
tek kath yassi epitelyum dokudur. Endotelyum, vaskiiler homeostazin ana diizenleyicisidir.
Endotel hiicreleri; vaskiiler tonusu ayarlar. NO, prostasiklin (PGI2) ve endotelin (ET-1)
aracilar1 sayesinde oksidatif stresi diisiik seviyede tutar. Ayrica bu hiicreler lokal anjiyotensin
IT aktivitesini kontrol eder ve aktif bir sekilde vaskiiler gegirgenligi, 16kosit adezyonunu ile
agregasyonunu ve trombozu diizenlemektedirler (23). Endotel fonksiyon bozuklugunda ise
adezyon molekiillerinin ekspresyonunda artig, pro-inflamatuar ve pro-trombotik faktorlerin

sentezinde artis, oksidatif streste artis ve vaskiiler tonusta anormal bir modiilasyon goriiliir



(24). Biitiin bu etkilerinden 6tiirii endotelyal disfonksiyon, aterosklerotik plaklarin olusumu,

ilerlemesi ve komplikasyonlarinda etkili bir siirectir.

Endotel disfonksiyonunun ana sebebi nitrik oksitin (NO) biyoyararlanimindaki
azalmadrr (2). Biitiin bilinen kardiyovaskiiler risk faktorleri (dislipidemi, arteryel
hipertansiyon, hiperglisemi ve diyabet) endotel disfonksiyonla iliskilidir. ve oksidize LDL,
renin-anjiyotensin ekseni ve insiilin direnci endotel fonksiyon bozuklugu patogenezinde

onemli rol oynar (23).

Hiperkolesterolemi, L-arjinin ve NO yolagini ¢esitli mekanizmalarla bozabilir. Renin-
anjiyotensin sistemi (RAS) de endotelyal disfonksiyonda oOnemli bir role sahiptir.
Anjiyotensin II-tipl reseptoriiniin (ATiR) aktivasyonu, vazokonstriiksiyon ve nérohumoral
aktivasyona yol agar. Bu aktivasyon ayni zamanda, reaktif oksijen tlirlerinin salmimi ile
oxLDL reseptoriiniin ekspresyonundaki artisla, vaskiiler hiicre apoptozuyla (25) ve adezyon
molekiilleri, kemotaktik faktorler ve proinflamatuar sitokinlerin seviyelerindeki artisla da
iliskilidir (23) .

Farelerde yapilan c¢aligmalarda NO iireten endotelyal nitrik oksit sentetaz enzimini
kodlayan eNOS genindeki modifikasyonlarin endotel disfonksiyona yol agtigmi gosterilmistir
(26). Buna ek olarak, eNOS gen expresyonunda azalma, L-Arginin eksikligi ( 27),
endotelyumdaki mekanik hasar ve  NO’in superoksitle hizli reaksiyonunun da endotelyal

fonksiyon bozukluguna neden olabilecegi bildirilmistir (28).

2.4 ENDOTELYAL NIiTRIiK OKSIiT SENTETAZ (eNOS) VE NiTRiK OKSIiT (NO)

eNOS geni (NOS3) kromozomun 7q35-36 bolgesinde bulunan 26 ekzon iceren 21kb
biliytikligiinde bir gen olup 1203 aminoasitli 135-kDa biiyiikliiglinde bir protein

kodlamaktadir (29).



NOS3 geni tarafindan kodlanan eNOS proteini “N-terminal oksigenaz” ve “C-terminal
reduktaz” olmak iizere iki domene sahiptir (31). Bu iki domen arasinda Ca**/Kalmodulin
(CaM)-baglanma bolgesi bulunur (32). Endotelyal hiicrelerde; Cav-1 proteini eNOS’a
oksijenaz domaininden direkt olarak baglanarak eNOS’u inaktif hale donistiiriirken,
Ca’’/CaM‘de aym enzimi aktiflestirmekle gorevlidir (33). Ayrica eNOS proteini adenozin,
vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii, seratonin ve bradikinin gibi ¢esitli sinyal molekiilleri

yardimiyla da aktiflesebilir (34) ve NO iiretimine devam edebilir.

A Exon 7 (894 G} Intron 11 (30 AuG)  'tren 18 (27 AICY™ Intron 23 (10 GIT)™

Transcription skam Sie l l l l

17 18 19
123 4 5678 9 10 1112 13 14 1516 1,ll |I 202122 X3 242526
[} N [ 1177 /s
g 3
Proemaler T
Intron 4 VNTR* * reference 29
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468 TiA 522 GlA Transcrphan slarf ang
5 # 4 P ;
- - - -
I BN SN B B B N N E.
APl AP2 /‘ GATA AP-Z GATASH 1
SHEAR MF.1
APs1= aclivating protein 1
AF-£= achvating protein 2
SHEAR= shaar response ahament
- - oesirogen regponse alements

Sekil 2.1: A: Insan NOS3 geni Intron-ekzon yerlesimi ve polimorfizmleri B:Insan NOS3
geninin promotor bolgesi ,polimorfizmleri ve transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgeleri

gosterilmistir (30).



NO, nitrik oksit sentetaz (NOS) enzim ailesi tarafindan L-arjinin aminoasitinden
iiretilen (37) , kardiyovaskiiler homeostazi diizenleyen, endojen yapili vazodilator bir gazdir
(35). 1980 yilinda endotelyal hiicrelerin asetilkoline yanit olarak EDRF (endotel kaynakli
gevsetici faktor) molekiilii trettigi bulunduktan sonra (36), endotelyal kaynaklt NO’in

EDRF’nin biyolojik 6zelliklerinin ¢ogunu tasidigi ve EDRF’nin NO oldugu kesfedilmistir.

,H
H;-NH?_:;NH;-' HENM]?N H;-Nw.
(NH 1eq NADF‘HF «-”NH 0.5 eq NADPH CH " NG
e R .
-] |
‘ . “7 ®: Nitric: Oxide

HENACGDH HzN"’ﬂCDOH HZNﬂCODH

L-Arginineg th-Hydmxer-arginlne Citrulling

(NHA)

Sekil 2.2: NO Sentez Reaksiyonu: eNOS, L-Arginin ve NADPH kullanarak NO ve L-Sitriilin

iretir (37) .

Endotel nitrik oksit sentaz (NOS3) ve noral izoformu (NOS1), kalsiyuma bagli olarak
diisiik seviyede bazal NO iiretirlerken, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS2) kalsiyumdan
bagimsiz olarak, uygun fizyolojik sinyallerin varhiginda yiiksek seviyede NO iiretir (38).
Endotel hiicrelerde tiretilen NO; vaskiiler tonusu, kan akismi, 16kosit-endotelyal etkilesimini,
platelet adezyonunu ve agregasyonunu ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu

diizenlemektedir (39).

Kan akis gerilimi, fizyolojik ve metabolik sinyallerle uyarilan endotel hiicredeki eNOS,
NO iiretmeye baglar ve vaskiiler diiz kas hiicresinde ¢6ziinmiis haldeki guanilat siklazi (sGC)
aktive eder. sGC, siklik guanozin monofosfat (cGMP) flretimini arttirarak diiz kas

hiicrelerinde gevsemeye neden olurken, NO aynmi zamanda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
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proliferasyonunu da inhibe eder. Bununla birlikte platelet agregasyonunu ve lokosit

adezyonunu da engellemektedir (Sekil 2.3).

ENDOTHELIAL
CELL

GO cOMPey,
‘PKG®

- PERIVASCULAR NERVE

R

Proliferation

Relaxation,
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___ vessel diameter

Sekil 2.3:Endotelyal Nitrik Oksitin biyolojik rolii: Vaskiiler tonusu, kan akisini ,16kosit-

endotelyal etkilesimini, platelet adezyonunu ve agregasyonunu ve vaskiiler diiz kas hiicre

proliferasyonunu diizenler ( 39).

2.4 KAVEOLIN-1 (CAV-1) VE PROTEINI (CAV-1)

1950’lerin basinda kesfedilen kaveolalar, bir¢ok doku ve hiicre ¢esidinde bulunan

plazma membrani invajinasyonlaridir (40). 50-100nm biiyiikliiglinde olan bu yapilar deney

tlipi goriintimiinde, kolesterol ve sfingolipidlerce zengin olusumlardir. Kaveolalar plazma

zarinda platform gorevi goriir ve cesitli sinyal molekiillerini boliimlere ayrirlar. Ayrica bu

Ozel invajinasyonlar ¢esitli sinyal yolaklariyla transsitoz, endositoz, hiicre farklilagsmasi ve

proliferasyonuyla apoptozda gorevlidir (41). Aterosklerozun baslangic asamasinda, oxLDL
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veya normal LDL’lerin endotel hiicre kaveolalar1 tarafindan transitoz yoluyla iletimi veya

almmasi elekron mikroskop ¢alismalarinda acikca gosterilmistir ( 42,43).

Kaveolalarin olusmasinda en 6nemli rol oligomerik kaveolinlerin olsa da kavin adli
diger protein gruplariyla birlikte calisirlar (44). Kaveolinler 21-24k-Da biiyiikliigiinde integral
membran protein ailesine dahildirler (40). Kaveolalarmm yapisal proteinlerinden olan
kaveolinlerin memeli hiicrelerinde 3 izoformu bulunur (8). Cav-1, bir ¢ok kassiz hiicre tipinde
kaveola olusumu ve Cav-2’nin membran lokalizasyonu i¢in gerekliyken (45), Cav-3 iskelet,
kalp ve diiz kas hiicrelerinde kaveola olusumundan sorumludur ( 46). Kaveolin proteinleri,
sinyal iletiminin gegici ve konumsal diizenlenmesinde, kaveolalardaki sinyal molekiilleri i¢in
saperon ve iskele proteinleri gibi davranirlar (8). Kaveolinlerin ayrica vezikiil transportu,
kolesterol ve kalsiyum hemostazi ile t-tiibiil olusumunda gorevli olduklar1 bildirilmistir (47,

48).



12

——— Sphingolipid

TRl __

/
ool Ammno-tormnal |
Carboxy-terminal ~ membrana
membrang attachmom
HEAC TR doimigan

doman

Mg
ISR

Sekil 2.4: Cav-1 proteininin birincil yapis1 ve topolojisi (8)

Cav-1 proteini 21kD biiyiikligiinde bir protein olup farklilagsmasini tamamlamis
adipositler, endotel hiicreleri, epitelyum hiicreleri, fibroblastlar ve miyositlerde eksprese
edilir. Cav-1 proteini, eNOS enzim aktivitesinin daimi diizenleyicilerinden biridir (49) ve
7.kromozomun 7q31.1 bolgesinde bulunan CAVI geninde kodlanmaktadir (50). Bu protein
kaveola zarinda Src-like Kinaz, G proteinleri ve eNOS gibi proteinlerle organize olmak ve bir
arada yerlesim amaciyla iskele protein gibi davranir (Sekil 2.3) (51, 52). Bundan baska Cav-1
proteininin; Src kinaz ailesini, G-proteini, G-protein-kapli reseptorii, eNOS’u, integrinleri ve

cesitli bilylime faktorlerini negatif olarak diizenledigi gosterilmistir (53).
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Sekil 2.5: Kaveolada sinyal iletimi: G-protein—coupled reseptor (GPCR), G-proteinler ve
Tirozin kinaz reseptor kaveola iginde veya cevresinde bulunur. Kaveolin-1, kaveolalarin
birincil proteinidir ve direk olarak protein fonksiyonunu ya da dolayli yoldan Ras-Stat, Erk
ve (Jak)-Stat sinyal yolagini diizenler. eNOS proteini ve Src kinaz ailesi, Cav-1 ile etkilesimi
sayesinde kaveolalara baglanir (54).

Kolesterole baglanan ve endoplazmik retikulumdan plazma membrana kolesterol
tagtyan Cav-1 proteini (55) ayn1 zamanda HDL ve ¢opgii reseptor SR-B1 i¢in ana reseptordiir
(56). Cav-1 proteininin son g¢aligmalarda LDL’nin modifiye formlar1 ve CD36 i¢in ¢Opgii

reseptor gorevi Ustlendigi bildirilmistir (57).

2.5, KAVEOLIN-1 VE LIPOPROTEIN METABOLIZMASI

Kaveolalar, kolesterolce zengin yapilardir. Kaveolinler ise kolesterollere sikica ve
spesifik olarak baglanan birkag proteinden biridir (58,59). Serbest kolesterolin hem
kaveolalarin diizgiin olusumu i¢in gerekli oldugu (60,61,62) hemde CAV-1 promoter

bolgesini de diizenledigi bildirilmistir (63). Baska bir deyisle, kaveolalarin olusumu ve Cav-1
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proteininin ekspresyonu kolesterole baglidir. Ayrica hiicre i¢ci kolesterol dengesinde de
kaveolin proteinlerinin rolii vardwr (64). Cav-1 proteini endoplazmik retikulumdan yeni
sentezlenen kolesteroliin plazma membrania tasinmasinda gorevli olan sterol tasiyici protein-
2 (SCP-2) ile etkilesim halinde oldugu gosterilmistir (65). Kaveolalarin kolesteroliin ters
tasimiminda da fonksiyonu bulunmaktadir. Plazmaya salinan fazla serbest kolesteroliin
HDL’ler tarafindan almmasi silirecinde kaveolalar islev gormektedir. Ayrica kolesterol

esterlerinin plazmadan alinmasinda da etkili olduklar1 gésterilmistir (8).

2.6. ENDOTELYAL DiSFONKSIYONDA eNOS VE CAV-1 MOLEKULLERI

eNOS ve Cav-1 proteinleri kaveola membraninda direkt olarak etkilesime girerler. Bu
etkilesime, Cav-1 proteininin sitoplazmik domenindeki N- ve C-sonlar1 katilirken, eNOS’un
sadece oksijenaz domeni katilir. Cav-1 proteininin eNOS’a baglanmasi eNOS katalitik
aktivitesini 6nemli 6l¢iide diisiiriir. Bu inhibisyon, eNOS’un Ca®"/CaM ile etkilesimiyle
tersine donebilir. Sonug¢ olarak eNOS aktivitesinin Cav-1 proteiniyle negatif olarak kontrol

edilirken, Ca®>*/CaM ile de pozitif olarak diizenlendigi bildirilmistir (33).

Hiicre i¢inde Ca”" konsantrasyonu arttiginda kaveolin ve eNOS arasindaki diizenleyici
dongii baslar. Ca*-CaM, eNOS ve kaveolin arasindaki heteromerik kompleksi kirarak
eNOS’u aktif hale doniistiiriir. Aktif eNOS kaveolada yer degistirir. Ca®" bazal seviyesine
dondiiglinde CaM eNOS’tan ayrilir, “Kaveolin-eNOS kompleksi” tekrar olusur ve eNOS
inaktif duruma gecer. Kaveolin-eNOS immunopresipitasyon deneylerinde kaveolinin
upregiilasyonunun, dengeyi kaveolin-eNOS kompleksinin olusmasi yoniinde degistirdigi
bildirilmistir. Ayrica kaveolin-eNOS immiin kompleksi {izerinde yapilan CaM titrasyonu
deneyleri hiperkolesterolemik seruma maruz kalan endotel hiicrelerindeki fazla miktardaki
kaveolinin eNOS ile etkilesimiyle rekabet igin daha fazla Ca’’-CaM gerektirdigini

gostermistir (66).
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Endotelyal disfonksiyon eNOS ekspresyonunun azalmasindan kaynaklanabilir. Fakat
bircok calismada kardiyovaskiiler risk faktorlerinin eNOS ekspresyonunu azaltmadigi, aksine
arttigin1 gostermistir (67). Vaskiiler hastaliklardaki eNOS’un bu artis1 asir1 iiretilen hidrojen
peroksitten (H,O,) kaynaklanmaktadir. O, nin dismutant1 olan H,O,, eNOS ekspresyonunu
transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel olarak arttrrabilir (68). Ote yandan hizlanmis NO
(O;" ile reaksiyona girerek) degredasyonu vaskiiler hastaliklarda siklikla gerceklesen bir
durumdur. NO ve O, etkilesime gegerek ONOO™ olustururlar. Bu durum eNOS enziminin

disfonksiyonuna yol agmaktadir (69).

2.7.NOS3 VE CAV-1 GEN VARYASYONLARI VE HASTALIKLARI

eNOS bagimli NO salmimi; kofaktér birlesimi, fosforilasyon, protein-protein
etkilesimi, substrat varligi gibi durumlarla diizenlenir. Ayrica NO iiretimi NOS3 genindeki
DNA varyantlarindan da etkilenir (70). Cok sayida popiilasyon ¢alismasinda eNOS gen
varyantlarinin ¢esitli hastaliklarla iligkisi arastirilmistir. Bu varyasyonlardan asagida
tanimladiklarimiz  aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarla en c¢ok iligkili oldugu

bildirilmis bolgelerdir.

eNOS geninin 5’flanking bdlgesindeki nokta mutasyonu T-786-C tanimlanmistir. Bu
mutasyonun eNOS geninin promotor aktivitesini d6nemli 6l¢iide diisiirdiigli ve koroner spazm
riski olusturdugu gosterilmistir (71). eNOS geninin diger bir varyanti ise 4.introndaki 27 baz
ciftinin tekrar polimorfizmidir. Sener ve ark. (2014) Tiirkiye’de yaptiklar1 ¢aligmada bu
varyanti kronik bobrek yetmezligiyle iliskili bulmuslardir (72). Diger bir eNOS polimorfizmi
de tez projemizde arastirdigimiz 7.ekzondaki G>T degisimidir. Bu degisim 298.kodonda
glutamin aminoasidinin aspartat aminoasidine doniismesine neden olur (73). Bu varyant
¢esitli populasyonlarda arastirilmistir. Hingorani ve ark. Ingiliz populasyonunda Asp298

homozigot genotipinin koroner arter hastaligi ve myokardiyal infarktiis i¢in bir risk faktorii
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oldugunu bildirmistir (30). Granath ve ark. (2001) ise Avusturalyal1 beyaz populasyonda
eNOS geninin ¢esitli varyantlarmin koroner kalp hastaligi gelisimi {iizerine etkisini
inceledikleri calismalarinda; hasta  ve kontrol grubu arasinda Glu298Asp (G894T)
polimorfizminin goriilme siklig1 agisindan herhangi bir istatistiksel anlamli farklilik
bulmamiglardir ve eNOS Glu298Asp varyasyonunun KKH riski ile iligskili olmadigini

onermislerdir (74).

Diiz kas hiicreleri ve endotel hiicrelerde kaveola olusumu icin gerekli olan Cav-1
proteinleri en ¢ok adiposit ve endotel hiicrelerde bulunur. eNOS’un aktivitesini bastirmak,
tetiklemek ve sonlandirmak gibi fonksiyonlar kaveolalarin karmasik roliine dahil edilir.
Molekiiler seviyede, Cav-1 proteini eksikligi sinyal yolaklarini bozarak kardiyak hipertrofiye

neden olur (75).

Makrofajlar, endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri ateroskleroz gelisiminde rol
oynayan hiicrelerdir (16). Ug hiicre tipinde de cav-1 proteini bulunmaktadir. Bu proteinin
endotel hiicrelerinde eNOS’u inaktive ederek ateroskleroza neden olabilecegi fareler lizerinde
yapilan cesitli deneylerle gdsterilmistir. ApoE 7~ Cav-1 " double knockout farelerde yapilan
calismada aterosklerotik lezyon bolgesinde dikkate deger Glgiide azalma gdzlenmistir (76).
Diiz kas hiicrelerinde ise Cav-1 proteinin anti-aterojenik etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Bulundugu hiicre tipine ve diizenledigi metabolik yolaklara bagli olarak Cav-1 proteininin

pozitif veya negatif olarak vaskiiler hastalik gelisimini etkiledigi diistiniilmektedir (77).

Cav-1 geni varyasyonlariyla ilgili ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. Teranishi ve
ark.(2013) yaptiklar1 c¢alismada Cavl rs3840634 varyantini Méniere hastalifiyla iligkili
bulmuslardir (78). Literatirde CAV1 gen varyasyonlarinin kardiyovaskiiler hastaliklarla

iligkisini inceleyen bir arastirma bulunmamaktadir. Ayrica protein etkilesimi gdsterilmesine
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karsin eNOS ve CAV1 gen varyasyonlarinin kombine etkilerini inceleyen bir arastirmaya da

rastlanmamuistir.

Calismamizda koroner kalp  hastahiginda risk faktorii olarak eNOS G298A
polimortfizmi ile son zamanlarda hiicresel yerlesimi agisindan eNOS aktivitesi ile etkilesimde
oldugu bildirilen Kaveolin-1 proteinini kodlayan CAV1 genindeki 22375 AC
insersiyon/delesyon (rs3840634 ) ve 22285 C>T (rs3807990) varyasyonlari incelenmistir. Tez
projemizde arastirdigimiz CAV-1 rs3807990 ve rs3840634 varyantlar1 CAV-1 geninin
2.intronundaki degisimlerdir. rs3807990 varyant1 DNA dizisinde sitozin niikleotidinin timin
niikleotidiyle degisimiyken, rs3840634 varyant1 arka arkaya gelen adenin ve sitozin

niikleotidlerinin delesyonudur.

Yukarida kapsamli olarak bilgi verdigimiz “Ateroskleroz- eNOS- Kaveolin-1”
iicgeninde literatiirdeki eksikligi gz Oniine alarak planladigimiz tez projemiz kapsaminda,
endotelyal nitrik oksit sentetaz geni (eNOS) ile Keveolin-1 genlerindeki (CAV1) kritik
varyasyonlar ve bu varyasyonlarin koroner kalp hastaliginin komplikasyonlarindaki bireysel

ve kombine etkileri arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez projemizde arastirilan polimorfizmlerin analizi i¢in ilk kademede asagida
belirlenen klinik kriterlere dayanilarak olgular ¢alismaya dahil edilmistir. Proje kapsaminda
bu orneklere ait DNA’lar hazirlandi, saflik tayinleri yapildi ve DNA diizeyleri hesapland:.
Elde edilen DNA 6rneklerinde CAV-1 genindeki varyasyonlardan rs3840634 (AC delesyonu)
polimorfizmi real-time PZR ydntemi ile ve NOS3 genindeki varyasyonlardan rs1799983 G>T
ve CAV-1 genindeki varyasyonlardan rs3807990 C>T polimorfizmlerinin incelenmesi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), agaroz jel elektroforezi ve restriksiyon fragman
uzunlugu polimorfizmi (RFUP) teknikleri kullanilarak incelenmistir. Hasta ve kontrol
gruplarinda genotip ve allel dagilimlar: istatistiksel analizle incelendi ve hastalik gelisiminde

risk olusturup olusturmadiklari tespit edilmeye ¢alisildi.

Bu calismada iki 6rnek grubu kullanilacaktir. Birinci grupta 91 kisiden olusan yiiksek
tansiyon ve kalp rahatsizligi hikayesi olmayan saglikli kadin ve erkek bireyler kontrol

grubuna dahil edildi.

Ikinci grup Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Boliimii tarafindan takip
edilen 76 koroner kalp hastaligi tanis1 konmus hastadan olusturuldu. Diger klinik
parametrelere ait ayirimlar yukarida belirtilen klinik tarafindan yapilmis ve kan 6rnekleri bu

birim tarafindan siniflandirilarak anabilim dalimiza gonderilmistir.
Kontrol ve hasta se¢iminde izlenen kriterler asagida 6zetlenmistir.

Kontrol Grubu: Herhangi bir iskemik kalp hastaligi bulgusu, hipertansiyon, lipid
anomalisi, metabolik rahatsizlik (DM, KC yetersizligi, bobrek yetersizligi vs.), ailede bilinen
erken yas iskemik kalp hastaligi lipid metabolizma bozuklugu ve hipertansiyon bulgusu

olmayanlar kontrol grubuna alinmistir.
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Koroner kalp hastaligi: Eger hasta MI gecirmisse veya anjina var fakat MI
gecirmemisse tant amaciyla farmakolojik stres testi veya myokard perflizyonuna bakilmastir.
Sonug¢ negatifse, calisma grubuna dahil edilmis, pozitifse hasta Koroner kalp hastas1 kabul

edilip anjiyografi 6nerilerek ¢aliyma grubuna almmustir.

3.1. KULLANILAN MATERYAL

3.1.1. KULLANILAN KiIMYASALLAR

Agaroz (Sigma)
e Etil alkol (Merc)

e FEtilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma)
e Etidyum Bromid (Sigma)

e Izopropanol (Sigma)

e Tris Baz (BioChemika)

e Dimetil siilfoksit (DMSO)

e 6X DNA yiikleme boyas1 (Fermentas)
e dNTP (Fermentas)

e Taq DNA polimeraz (Fermentas)

e  Primerler (Integrated DNA Technologies)

e MgCI2 (Fermentas)

e 10X Taq tamponu (Fermentas)

e Restriksiyon enzimleri (Fermentas ve New England Biolabs)

e LightSNip rs3840634 CAVI1(TIB MOLBIOL)

3.1.2. KULLANILAN KIiTLER

e High pure PCR Template Preparation kit (Roche Diagnostics)



e Light Cycler FastStart DNA Master Hyprobe (Roche Diagnostics )

3.1.3. KULLANILAN MARKIRLAR

e 100 b¢ DNA marker (Thermo Scientific),

e pUC 19 DNA/Mspl(Hpall) Marker (Thermo Scientific)
3.1.4. KULLANILAN CIiHAZLAR

e Thermal Cycler cihaz1 (BioRad T100)

e LightCycler 48011 RT- PCR cihazi (Roche)

e Etiiv (Heraeus)

e [Is1blogu (Fisher scientific)

e Jel goriintiileme sistemi (BioRad)

e Elektroforez i¢in giic kaynagi (E-C Apparatus Corporation),
e Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL)

e Hassas terazi (SHIMADZU)

e Isiticili manyetik karistirict (Elektromag)

e Mikrodalga firm (Bosch)

e Santrifiij (Palex NF048)

e Pipet takimi (Eppendorf)

e Nanodrop ND-2000 spectrophotometer (Thermo Scientific)
e Bilgisayar (ACER)

e Buzdolaplar1 (-20 °C ve +4 °C) (Bosch)

e Flow Kabini (Laminar), Digital Karistiric1 (VWR)

3.1.5.KULLANILAN TAMPON SOLUSYONLARI, COZELTILER
EDTA (0.5 M)

86.1 g EDTA
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Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve otoklavlandi. Oda 1sisinda saklanda.
1X (TBE) pH: 8.0:

108gr Tris

55gr Borik asit

40ml EDTA (0.5M pH:8)

Distile su ile 2000 ml’ye tamamlandi ve otoklavlanarak oda 1sisinda saklandi.
%70'lik Etil Alkol:

70 ml etil alkol

Steril distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

3.2. KiT iLE DNA iZOLASYONU

Steril EDTA’l tiiplere alinan kan 6rnekleri kitteki prosediire gore isleme tabi tutularak
genomik DNA izole edildi.
e 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipii igerisinde:
» 200 pl Kan
» 200 pl Binding Buffer
» 40 pl Proteinaz K
e Vortekslenerek, 10 dakika +70°C’de bekletildi.
e Uzerine 100 ul izopropanol eklendi ve iyice ¢alkalandi.
e Filtreli tiipe aktarild1.
e 8000 x g’de 1 dakika santriflij edildi.
e Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipti kondu.
e Uzerine 500 ul Inhibitor Removel Buffer eklendi.
e 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
e Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipti kondu.

e Uzerine 500 ul Wash Buffer eklendi.
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e 8000 x g’de 1 dakika santriflij edildi.

e Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipii kondu.

e Uzerine 500 ul Wash Buffer eklendi.

e 8000 x g’de 1 dakika santriflij edildi.

e Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipti kondu.

e 13000 x g’de 10 saniye spin yapild1.

e Toplama tiipleri atild1. Filtreli tiiplerin altlarma 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipii
kondu.

e Filtreli tiiplerde filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 200 pl elution buffer (70°C)
eklendi.

e 8000 x g’de 1 dakika santriflij edildi.

e Filtreye takili DNA alttaki mikrosantrifiij tiipiine gecti ve elde edilen DNA +4°C’de

sakland..

3.3. DNA KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI

DNA konsantrasyonunun ve safligmmin tespit edilmesi i¢in NanoDrop
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda 15181 sogurma (OD) Ol¢iimii yapildi.

260nm'deki OD/280 nm'deki OD oran1 hesaplanarak DNA'nin saflik derecesi bulundu.
3.4. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI
e Hazirlanacak jelin yogunlugu ytriitiilecek DNA dizisinin uzunluguna gore belirlendi.

e Uygun miktardaki toz agaroz 1X TBE soliisyonu icerisine eklenerek mikrodalga

firinda 1s1tild1 ve ¢6zlinmesi saglandi.
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e (eker ocak altinda, iizerine 3 pl etidyum bromid eklenerek karistirildi. Jel kabina hava
kabarcigi birakmayacak sekilde dokiildi ve Ornek sayismma uygun taraklar

yerlestirilerek katilagmasi i¢in beklendi.

e Katilasan jel, igerisinde 1X TBE soliisyonu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.

Taraklar yavasca cikartilarak yliklemeler yapild.
e Ornekler yiikleme boyast ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
e Uygun markirda yiiklendikten sonra 80 volt elektrik akiminda yiriitiildi.

e Bu islemin sonunda jelde ilerlemis olan {iriinler ultraviole 15181 altinda goériintiilendi.

3.5. REAL TIME(RT) PZR iLE GENOTIiPLEME

RT PZR teknigi kullanilarak CAV-1 genindeki varyasyonlardan rs3840634 (AC
delesyonu) polimorfizmi incelenmistir. rs3840634 polimorfizminin tespiti amaciyla bu
bolgeye 6zgli primerler tasarlanmistir. Gelen kanlardan Kit (Roche Diagnostics) protokoliine
uygun olarak spin column ile genomik DNA izolasyonu yapilmis ve daha sonra Nano Drop
Spektrofotometre kullanilarak, elde edilen DNA’larin  konsantrasyonlar1 olciilmiistiir.
DNA’larin konsantrasyonlart 100 ng/ul olacak sekilde diliie edilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu, total hacim 10.5 ul olacak sekilde hazirland1 ve 0.5 ul Reagent Mix , 0.8 ul 25mM
MgCl12, 1 ul FastStart DNA Master , lul genomik DNA igermesi saglanmistir. rtPZR
kondiisyonlar1 10> 95 °C’de ilk denatiirasyondan sonra 45 dongiiden olusan dongii
asamasinda 95 °C’de 10, 60 °C’de 10” ve 72 °C’de 15” olacak sekilde, erime egrisi
asamasinda 1 siklus 95 °C’de 30, 40 °C’de 2 dk. ve soguma asamasinda da 1 siklus 40 °C’de

30” olarak diizenlenmistir (Tablo 3-1).
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CAV -1 genindeki varyasyonlardan rs3840634 (AC delesyonu) polimorfizmi tespiti i¢in

Light Cycler FastStart DNA Master Hyprobe (Roche Diagnostics) kit ve LightSnip rs3840634

ve (TIB MOLBIOL) primer-prob seti kullanilarak asagidaki karisim hazirland.

RT-PZR icerigi

Miktar

dH20 7.2 ul

MgCl (25mM) 0.8 ul

Reagent mix 0.5 ul

Fast start master mix 1 ul

DNA 1 ul

Toplam 10.5 ul

Tablo 3-1 CAV-1 genindeki varyasyonlardan rs3840634 polimorfizminin RT PZR

reaksiyonu i¢in termal profil sartlari
Program Denaturasyo Dongt Erime Soguma

n
Parametreler
Analiz Modu Yok Kantifikasyon Erime Egrisi Yok
Dongii 1 45 1 1
Kisim 1 1 2 3 1 2 3 1
95 95 60 72 95 40 75 40
Hedef [°C]
Stire 00:10:00 00:00:10 00:00: | 00:00:1 | 00:00:3 | 00:02:0 | 00:00:00 | 00:00:30
10 5 0 0

Rampa Oramn 4.4 4.4 2.2 4.4 4.4 1.5 - 1.5
[°C/s] 96
Toplama Yok Yok Tek Yok Yok Yok Devam Yok
Modu
Toplama 3
[°C]
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RT PZR deneyinde rs3840634 gen varyantinin belirlenmesi i¢cin SYBR Green | boyasi
kullanildi. Bu boya ¢ift iplikli DNA’ya (arastirilan DNA bdlgesi) baglanir ve 1s1ma yapar.
Istenilen DNA bolgesi arttik¢a, baglanmis SYBR Green I'1n verdigi 1s1mada artar.

RT PZR sonucu elde edilen triinlerin istenilen iirtin olup olmadig1 erime egrisi “melting

curve” degerine gore belirlenir (Sekil 3-1).

Melting Curves

£ 538,
Rk (e —
53381

4. 738

Fluorescence (438-640)
P2 P2 L Bl
(%] [¥u] o )
(3%} [F%] L [Tx]
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Sekil 3-1 : rs3840634 gen varyantinin belirlenmesi igin elde edilen erime egrileri

Erime Sicakligi (TM), genin istenen bdlgesinin ¢ogalmasiyla olusan iiriiniin %50’sinin
denatiire oldugu sicaklik degeridir.Bu deger genin dizisine ve %GC oranina bagli olarak
farklilik gosterir.Ger¢ek zamanli PZR yOntemi erime tepe noktalarinda gen bolgesinde tek

niikleotid degisimi (SNP) olup olmadigmin belirlenmesini saglar (Sekil 3-2).



26

Melting Peaks
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Sekil 3-2 : rs3840634 TT Genotipi

rs3840634 polimorfizmi igin kullanilan LightSNIP protokoliine gére ; T alleli igin
olmas1 gereken Tm degeri 56.98 , C alleli i¢cin olmas1 gereken Tm degeri ise 63.77 dir.Gergek
zamanlt PZR caligmasinin sonucunda elde edilen verilere gore kontrol ve hasta gruplarmin

tamaminda arastirilan bolgede T alleline sahiptir.

3.6. PZR ILE GENOTIPLEME
3.6.1.PZR Yontemi ile CAV1 rs3807990 Gen Polimorfizminin Arastiriimasi
CAV-1 geninde 153807990 (C>T ) varyantinin gozlendigi bolgenin PZR yontemi ile
cogaltilmasinda kullanilan primer dizileri:
Ileri primer : 5>-GAGAACAGTGTCTGATCACAAC- 3’

Geri primer :5’- GCAATGGTCATCCATGACTG- 3°

DNA orneklerinden rs3807990 gen polimorfizminin gbzlendigi bdlgenin ¢ogaltilmasi i¢in

buz iizerinde ve steril kabin igerisinde PZR karigimi1 hazirlandi.
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PZR icerigi

Miktar
ddH20 16.7 ul
10X Taq tamponu (KCI’lii) 2,5 ul
MgCl12 (25 mM) 2,5 ul
dNTP (10 mM) 1l
Primer karigim 1 ul
Taq DNA polimeraz 0,3 ul
Toplam 24ul

Taq DNA polimeraz eklendikten sonra tiip icine konan bilesenlerin iyice karigmasi i¢in
pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik PZR tiiplerine 24 ul reaksiyon karisimi
dagitildi. Daha sonra her tiipe 1 ul DNA (150-200 ng) eklenerek yeniden pipetleme yapildi.
PZR cihazina (Thermal Cycler) 6rnekler yerlestirildi ve PZR islemi baslatildi. rs3807990 i¢in

kullanilan amplifikasyon kosulu Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Tablo 0-1: rs3807990 varyanti i¢in uygulanan PZR sartlar1

Sicakhk Zaman
On Denatiirasyon 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Primer Baglanmasi 60.5°C 45 saniye 35 dongt
Zincir Uzamasi 72°C 30 saniye

Son Zincir Uzamasi 72°C 5 dk
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3.6.2.PZR Yontemi Ile NOS3 rs1799983 (G>T) Gen Polimorfizminin Arastirllmasi
NOS3 geninde rs1799983 (G>T) varyantmin gozlendigi bdlgenin PZR yontemi ile
cogaltilmasinda kullanilan primer dizileri:
Ileri primer: 5-CACGGAGACCCAGCCAATGAG-3’
Geri primer : 5’-CTTCTTGAGAGGCTCAGGGATG-3’
DNA o6rneklerinden rs1799983 gen varyantinin gozlendigi bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in buz

iizerinde ve steril kabin igerisinde PZR karisimi hazirlandi.

PZR icerigi

Miktar
ddH20 14,7 pl
10X Taq tamponu (KCI’lii) 2,5 ul
MgCl12 (25 mM) 2,5 ul
DMSO 1,5 ul
dNTP (10 mM) 1 ul
Primer karigim 1ul
Taq DNA polimeraz 0,3 ul
Toplam 23.5ul

Taq DNA polimeraz eklendikten sonra tiip icine konan bilesenlerin iyice karigmasi
icin pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 mI’lik tiiplere 23,5 pl reaksiyon karigimi
dagitildi. Daha sonra her tiipe 1,5 ul DNA (150-200 ng) eklenerek yeniden pipetleme yapildi,
PZR cihazma (Thermal Cycler) 6rnekler yerlestirildi ve PZR islemi baglatildi. rs1799983 i¢in

kullanilan amplifikasyon kosulu Tablo 3-3’de gosterilmistir.



Tablo 3-3: rs1799983 varyanti i¢in uygulanan PZR kosullar
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Sicakhik Zaman
On Denatiirasyon 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Primer Baglanmasi 58.4°C 45 saniye 35 dongt
Zincir Uzamasi 72°C 30 saniye
Son Zincir Uzamasi 72°C 5dk

3.6.3 PZR Uriinlerinin Kontrolii

PZR iirtinlerinin kontrolii i¢in %2’liikk agaroz jel hazirlandi. 7 pl PZR iiriini, 3 pl

yiikleme boyasi ile karistirildi. Jeldeki kuyulara yiikleme yapildi. Uriinler 100 bp’lik DNA

markeri (Fermentas ) ile birlikte yiirtitiildii. Yiiriitme sonrasi jel iizerindeki bandlar UV 151k

altinda incelendi.(Sekil 3-3 ve Sekil 3-4)

300bg¢

200bg

243bc¢

Sekil 3-3: CAV-1 153807990 icin 243 bg’lik PZR firiinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

(Markar: 100 b¢ DNA marker).
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400bg
320b¢

300bg

Sekil 3-4: NOS3 rs1799983 icin 320 bg’lik PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii
(Markar: 100 b¢ Thermo Scientific DNA marker).

3.7. RFUP ANALIZIi

3.7.1 Mspl Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile CAV-1 rs3807990 varyantinin RFUP

Analizi

RFUP analizi i¢in PZR iirtinleri,

5. C°CGG .3
3.. GGC.C ... Y

bolgesinde selektif kesim yapan Mspl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi.

Kesim Karnisinu Icerigi

Miktar
ddH20 8 pul
10X Tango Tampon 2 ul
Mspl enzimi 1l

Toplam 11l
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11 pl kesim karigimi ile 10 pl PZR iirtinii 37°C sicaklikta 4 saat inkiibe edildi. Kesim

irlinliniin tamam1 %2’lik agaroz jeldeki kuyulara yiiklendi ve 80 voltluk elektrik akiminda

yiiriitiildii. Yiiritme sonrasi, UV 151k altinda jelin fotografi ¢ekilerek kesim tiriinleri incelendi.

(Sekil 3-5).

300bc

200bc¢

243bc

121-122bc¢

Sekil 3-5: Mspl enzim kesimi sonucunda tiriinlerin agaroz jeldeki goriintiisti. (Markir: 100 bg

Thermo Scientific DNA markir).

3.7.2 Banll Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile NOS3 rs1799983 varyantimin RFUP

Analizi

RFUP analizi i¢in PZR tiriinleri,

5. GRGCY'C .3
3. C.,YCGR G .5

bolgesinde selektif kesim yapan Banll restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi.

Kesim Karnisinm Icerigi

Miktar
10X Banll Tampon 1,5 ul
Banll enzimi 0,5 ul

Toplam 2ul
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2 ul kesim karisimi ile 10 pl PZR iirtinii 37°C sicaklikta 60 dak. inkiibe edildi. 10 pl kesim
irlinii, 3 pl 6X yilikleme boyasi ile karistirilip %2’likk agaroz jeldeki kuyulara ytiklendi ve 80
voltluk elektrik akiminda yiiriitiildii. Yiriitme sonrasi, UV 151k altinda jelin fotografi cekilerek

kesim {iriinleri incelendi (Sekil 3-6).

198bg

400bc 3200
300bg

H 122bc¢
200bg

Sekil 3-6: Banll enzim kesimi sonucunda iiriinlerin jeldeki goriintiisii
(Markar: 100 b¢ Thermo Scientific DNA marker).

38. PZR VE RFUP YONTEMLERIYLE ELDE EDIiLEN SONUCLARIN
DEGERLENDIRILMESI

3.8.1. CAV-1 rs3807990 varyantinin PZR ve RFUP Analizi

rs3807990 varyant1 i¢in primer dizisi belirlenirken Sanal PZR yapildi ve PZR
sonucunda elde edilecek olan iirliniin uzunlugunun 243bg olacag: belirlendi. Yaptigimiz PZR
sonucunda elde ettigimiz jel goriintiilerindeki bant boylar1 dngoriilerimizle ortiistii ve 243bg

uzunlugunda PZR {iriinleri elde edildi.

rs3807990 varyant1 icin RFUP yoOnteminde, Mspl restriksiyon enzimi kullanildi
Polimorfik bdlgede C alleli varliginda Mspl restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi olusur, T

alleli varliginda ise kesim gerceklesmez. Homozigot CC genotipine (normal) sahip PZR
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dirtinleri 122bg¢ ve 121bg biiyiikliigiinde iki bant verirken, homozigot TT genotipine (mutant)
sahip PZR iirlinleri enzim kesimi sonras1 243 b¢ boyunda tek bant verdi. Heterozigot CT
genotipine sahip PZR iirlinlerinden, enzim kesimi sonrasi 243 bg, 122 b¢ ve 121 bg olmak

iizere ti¢ bant elde edildi.

3.8.2. NOS3 rs1799983 varyantinin PZR ve RFUP Analizi

rs1799983 varyanti i¢in primer dizisi belirlenirken sanal PZR yapildi1 ve PZR sonucunda
elde edilecek olan iirliniin uzunlugunun 320bg olacagi belirlendi. Yaptigimiz PZR sonucunda
elde ettigimiz jel goriintiilerindeki bant boylar1 dngdriilerimizle ortiistii ve 320b¢ uzunlugunda

PZR iiriinleri elde edildi.

rs1799983 varyant1 icin RFUP yonteminde , Banll restriksiyon enzimi kullanild.
Polimorfik bolgede G alleli varliginda Banll restriksiyon enzimi i¢in kesim bdlgesi olusur,
T alleli varliginda ise kesim gerceklesmez. Homozigot GG genotipine (normal) sahip PZR
iirtinleri 198 bg ve 122 bg biiyiikliiglinde olmak tizere iki bant verirken, homozigot TT
genotipine (mutant) sahip PZR iiriinleri, enzim kesimi sonrasi 320 b¢ uzunlugunda tek
bant verdi. Heterozigot GT genotipine sahip PZR {iriinlerinden, enzim kesimi sonrasi 320

bg, 198 bg ve 122 bg olmak iizere ii¢ bant elde edildi.
3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu c¢alismanin istatiksel analizleri SPSS 13,0 paket programi kullanilmistir. Sonuglar

%95 giiven araliginda, istatiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak degerlendirilmistir.

Kan basinglar, serum lipid diizeyleri ve viicut kitle indeksi gibi tanimlayici
istatistiksel metodlarm (Ortalama, Standart sapma) yanisira niceliksel verilerin gruplararasi
karsilagtirilmasinda student's t testi; , Genotip ve allel karsilagtirmalari, Hardy-Weinberg
dengesine uyum gibi niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Ki kare (xz) testi

kullanilmastir.
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Klinik ve klinik olmayan parametrelerin allellerle karsilastirilmasinda Kikare metodu
ve Student’s t-testi ikiden fazla degiskenin oldugu genotip karsilastirmalarinda ANOVA testi
kullanilmistir. Gruplar arasi risk etkeninin belirlenmesi icin Odds orani (OR) ve % 95 giiven
araligi (% 95 GA) verilmistir. Allel frekansi hesaplamalarinda gen sayma yontemi

kullanilmastir.

Koroner kalp hastaliginda risk kabul edilen hiperkolesterol (total kolesterol
diizeylerinin 5,18 mmol/L'den yiliksek olmasi) gelisiminde, g¢alismamizda risk olarak
belirledigimiz degiskenlerin etkileri degerlendirilmistir. Koroner kalp hastasi olan kisiler
arasinda hiperkolesterol i¢in yapilan risk analizinde CAV1 rs3807990 T alleli, cinsiyet, tip 2
diyabet varlig1 ve sigara kullanimi kategorik parametreler olarak belirlenmistir.Bu sekilde
logistik regresyon analizinde p<0,05'ten kii¢iik anlamlilik degerine sahip faktorlerin KKH

hasta grubunda hiperkolesterol gelisiminde risk olusturdugu kabul edilmistir..
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4.BULGULAR

Tez projemize ait calisma gruplar1 Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Kardiyoloji kliniginde takip edilen 76 koroner kalp hastasi (KKH) ve 91 goniilli saglikli
kontrolden olusturulmustur. Calismamiza dahil edilen koroner kalp hastali§i olan hasta ve

kontrol grubuna ait 6zellikler Tablo 4-1 ‘de verilmistir.

Buna gore hasta ve kontrol grubu arasinda yas ortalamasi ve cinsiyet agisindan anlamli
bir farklilik goézlenmemistir (p> 0,05). Hasta ve kontrol grubu arasinda ayrica serum
Trigliserid, VLDL-kolesterol (VLDL-K), viicut kitle indeksi (VKI) ve aile koroner arter
hastalig1 hikayesi acisindan istatistiksel anlamli farklihik bulunmamistir (p>0,05). Yapilan
istatistiksel analizde hasta grubunu olusturan bireylerin % 43,4 iiniin hipertansit, % 43,4 liniin
tip 2 diyabetik oldugu ve hastalarin % 39,6’sinda sol ventrikiil hipertrofisi bulundugu tespit

edilmistir.

Hasta ve kontrol grubu arasinda sistolik ve diastolik kan basinglar1 ile total-kolesterol,
LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol (HDL-K) degerleri acisindan anlamli farklilik
gozlenmistir. Koroner kalp hasta grubunda sistolik (p=0,003) ve diastolik (p=0,001) kan
basinci diizeyleri ile total-kolesterol (p=0,003) ve LDL-kolesterol (p=0,006) degerleri kontrol

grubuna kiyasla yiiksek iken HDL-K degeri diisiik bulunmustur (p< 0,001).

Sigara ve alkol tiiketimi agisindan hasta ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda; KKH
grubunda kontrol grubuna gore sigara ve alkol kullanimi yiiksek gozlenmistir (Sigara
kullanimi: hasta grubunda %359,5, kontrol grubunda %21,8, p=0,001; alkol kullanimi; hasta

grubunda %16,7, kontrol grubunda %4,7, p =0,03).



Tablo 0-2: Calisma Gruplarinin Karakteristik Ozellikleri

Gruplar
Kontrol (n=91) KKH Hasta P degeri
(n=76)

Yas (yil) 59,1049,85 59,49+12,38 0,822
Cinsiyet (Kadin/Erkek) (n) 38/53 24/52 0,175
SKB (mmHg) 123,99+12,27 135,95+32,38 0,003
DKB (mmHg) 73,91+8,54 83,99+17,18 0,000
Total-K (mmol/L) 4,72+ 0,96 5,28+ 1,40 0,003
TG (mmol/L) 1,45+ 0,66 1,77+ 1,80 0,123
HDL-K(mmol/L) 1,22+ 0,34 1,03+ 0,21 0,000
LDL-K(mmol/L) 2,86+ 0,87 3,23+ 0,81 0,006
VLDL-K(mmol/L) 0,71+ 0,39 0,72+ 0,32 0,819
VKI (kg/m?) 25,83+ 2,33 25,58+ 4,20 0,669
Sigara Kullammm (%) %21,8 9%59,5 0,000
Alkol kullanim (%) %4,7 %16,7 0,03
Aile koroner arter hastahi@1 hikayesi varhig (%) %21,7 %33,9 0,285
Hipertansiyon varhgi (%) - %43,4 -
Tip 2 Diabet varhg (%) %43.,4 -
SVH varhg (%) - %39,6 -
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Tablodaki yas, serum lipid, VKI ve kan basinglar1 degerleri X+SD olarak verilmistir. Gruplararasi
onemlilik derecesi student’s t testi ile incelenmistir. KKH: Koroner kalp hastahig, VKI : Viicut kitle
indeksi, Total-K: total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-K: HDL-kolesterol, LDL-K:LDL-kolesterol,
VLDL-K:VLDL-kolesterol, SVH: sol ventrikiil hipertrofisi, n : 6rnek sayist.

Koroner kalp hasta ve kontrol gruplarinda CAV-1 ve eNOS genlerinde incelenen
polimorfizmlere ait genotip, allel dagilimlar1 ve Hardy-Weinberg Esitligi (HWE)’ ne uyumlar1
Tablo 4-2’de gosterilmistir. CAV-1 rs3807990 varyantmin kontrol grubu HWE’ye uyumlu
(p>0,05) iken, hasta grubu uyumsuz bulunmustur (p<0,05). eNOS rs1799983 varyanti
calisma gruplarinda incelendiginde ise hem kontrol hem de hasta grubu bu esitlife uyumsuz
bulunmustur (p<0,05). CAV1 rs3840634 varyantinda kontrol ve hasta gruplarinda nadir C

alleline rastlanmamis, tiim bireylerde normal TT genotipi tespit edilmistir. Bu nedenle

HWE’ye uyum CAV1 rs3840634 varyanti agisindan arastirilmamastir.

CAV1 153807990 kontrol grubunda normal C allel frekans1 %72,5, nadir T allel
frekans1 %27,5 iken, KKH hasta grubunda kontrol grubu degerlerine yakin olarak sirasiyla

%78,1 ve %21,9 bulunmustur. Kontrol grubunda NOS3 rs1799983 normal G allel frekansi
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%69,9, nadir T allel frekans1 %30,1 iken KKH hasta grubunda yine kontrol grubu degerlerine

yakin olarak sirastyla %66,6 ve %33,3 bulunmustur.

Tablo 0-3:Calisma gruplarinda CAV-1 ve NOS3 Genotiplerinin Dagilimi

CAV-1 Calisma Gruplan
rs3807990 Genotipleri Kontrol (n=91) KKH Hasta (n=73)
CC | 49 (%53,8) 46 (%63)
TT | 8 (%8,8) 5 (%6,8)
CT | 34 (%37,4) 22 (%30,1)
HWE | p=0,37 (p>0,05) p=0,007 (p<0,05)
rs3807990 C/T Allelleri
C | 132 (%72,5) 114(%78,1)
T | 50(%27,5) 32 (%21,9)
rs3840634 Genotipleri Kontrol (n=44) KKH Hasta (n=73)
TT | 44 (%100) 73 (%100)
CC | 0 (%0) 0 (%0)
CT | 0 (%0) 0 (%0)
HWE | Hesaplanamadi Hesaplanamadi
rs3840634 T/C Alleleri
T | 88 (%100) 146 (% 100)
C | 0(%0) 0(%0)
NOS3 Calisma Gruplan
1s1799983 Genotipleri Kontrol (n=73) KKH Hasta (n=75)
GG | 35 (9%47,9) 33 (%44)
TT | 6 (%8,2) 8 (%10,7)
GT | 32 (%43,8) 34 (%45,3)
HWE | p=0,007 (p<0,05) p=0,012 (p<0,05)
rs1799983 T/C Alleleri
G | 102 (%69.9) 100 (% 66,6)
T | 44(%30,1) 50 (% 33,3)

n : ornek sayisi, HWE: Hardy-Weinberg Esitligi.
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CAV-1 153807990 genotiplerinin ¢alisma gruplarinda serum lipid profili, kan
basinglar1 ve viicut kitle indeksi tizerine etkisi incelendiginde; kontrol grubunda viicut kitle
indeksi degerleri CT genotipinde TT’lere gore yiiksek gozlenirken (p= 0,046), CAV-1
rs3807990 normal C allelinde diastolik kan basinci degerleri TT lere gore diisiik gézlenmistir
(C allel: 73,4248,65, TT genotipi:79,67+4,32, p=0,014). Hasta grubunda ise CT genotipi
tastyan bireylerde serum total-kolesterol ve LDL-K degerleri CC genotipli bireylere gore
yiiksek gozlendi (sirasiyla p=0,008 ve p=0,054). Hasta grubunda allel etkisi incelendiginde T
alleli tastyanlarda CC genotiplilere kiyasla total-kolesterol (T allel: 5,78+1,88, CC genotipi:
4,984+0,90, p=0,017) ve LDL-K (T allel: 3,44+0,70, CC genotipi: 3,07+0,82, p=0,053)
degerleri yiiksek bulunmustur (Tablo 4-3). Dolayis1 ile hasta grubunda CT genotipinde

gozlenen total-kolesterol ve LDL-K seviyelerindeki yiikseklik T alleline atfedilebilir.

NOS3 151799983 genotiplerinin ¢alisma gruplarida serum lipid profili, kan basinglari
ve viicut kitle indeksi lizerine etkisi incelendiginde; kontrol grubunda viicut kitle indeksi
degerleri TT genotipli bireylerde GG ve GT genotiplerine (Her iki karsilastirma i¢in p=0,003)
ve G alleline (p=0,002) kiyasla yiiksek gozlendi. Hasta grubunda ise NOS3 rs1799983
genotiplerinin incelenen klinik ve biyokimyasal parametreler iizerinde istatistiksel acgidan

anlaml1 herhangi bir etkisi gozlenmedi (p>0,05) (Tablo 4-4).

CAV1 153840634 genotipi 44 saglikli kontrol ve 73 KKH hasta grubunda incelenmis
ve Tablo 4-2 belirttigimiz gibi her iki ¢alisma grubumuzda sadece normal TT genotipi tespit
edilmistir. Bu gruplar1 olusturan bireylere ait serum lipid profili, kan basinglar1 ve viicut kitle

indeksi degerleri Tablo 4-5’te gosterilmistir.
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Tablo 0-4: CAV-1 rs3807990 Genotiplerinin Calisma Gruplarinda Serum lipid profili, kan
basinglar1 ve viicut kitle indeksi lizerine etkisi

GRUP

KONTROL

Yas

Glikoz
Total-K (mmol/L)
TG (mmol/L)
HDL-K (mmol/L)
LDL -K(mmol/L)
VLDL -K(mmol/L)

VKIi (kg/m?)

SKB (mmHg)

DKB (mmHg)

KKH HASTA

Yas

Glikoz
Total-K (mmol/L)
TG (mmol/L)
HDL-K (mmol/L)
LDL -K(mmol/L)
VLDL -K(mmol/L)
VKI (kg/m?)

SKB (mmHg)
DKB (mmHg)

n=49
59,78+10,36
94,64+10,10
4,6611,06
1,38+0,55
1,20+0,28
2,7940,91
0,6940,42

25,94+1,96

123,29+12,84

73,02+7,50

n=46
61,46+10,75
179,35+121,15
4,98+0,90
1,55+0,67
1,03+0,20
3,07+0,82
0,7240,31
25,75+4,07
133,64425,78

82,84+17,13

n=34
58,7149,60
96,94+12,19
4,84+0,88
1,57+0,80
1,19+0,36
3,03+0,84
0,7440,38

26,05+2,51*

125,27+12,11

74,00+£10,19

n=22
58,50+14,30
174,72+130,63
5,92+2,04%
2,2343,13
1,06+0,16
3,47+0,69"
0,72+0,30
24,96+3,43
145,0+41,94

88,41+17,42

rs3807990
T
n=8
56,63+8,02
105,00+7,55
4,59+0,61
1,41+0,62
1,42+0,52
2,47+0,56
0,7040,34

24,23+3,17

122,67+9,93

79,67%4,32

n=5

54,60+15,82

223,33+184,81

5,13+0,63
1,89+1,10
1,12+0,21
3,33+0,81
0,72+0,49
22,91+3,70
116,0+37,82

74,0+15,17

cc/cr
n=132
59,34+10,01
95,48+10,85
4,74+0,99
1,46+0,66
1,20£0,31
2,89+0,88
0,71+0,40

25,99+2,19

124,09+12,50

73,4248,65°

n=114
60,50+11,99
177,83+£123,13
5,29+1,43
1,77+1,9
1,04+0,19
3,2040,79
0,7240,30
25,47+3,85
137,42432,30

84,69+17,29

*, p=0,046; ¥, p=0,014; &, p=0,008; %, p=0,017; *, p=0,054; 2, p=0,053.

58,31+9,27

98,04+11,87
4,80+0,84
1,54+0,77
1,23+0,40
2,93+0,82
0,73+0,37

25,71+2,71

124,83+11,67

74,97+9,65

n=32
57,78+14,35
181,67+134,99
5,78+1,89°
2,16£2,85
1,07+0,17
3,44:0,70 ¢
0,72+0,34
24,52+3,51
139,62+42,10

85,74+17,68
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Tablo 0-4: NOS3 rs1799983 Genotiplerinin Calisma Gruplarinda Serum lipid profili, kan
basinglar1 ve viicut kitle indeksi lizerine etkisi

GRUP

KONTROL
Yas
Glikoz
Total-K (mmol/L)
TG (mmol/L)
HDL-K (mmol/L)
LDL -K(mmol/L)

VLDL -K(mmol/L)
VKI (kg/m?)

SKB (mmHg)

DKB (mmHg)

KKH HASTA
Yas
Glikoz
Total-K (mmol/L)
TG (mmol/L)
HDL-K (mmol/L)
LDL -K(mmol/L)
VLDL -K(mmol/L)
VKI (kg/m?)
SKB (mmHg)

DKB (mmHg)

* p=0,003; ¥, p=0,002;

n=35
58,4949,96
97,06+11,96
4,65+1,15
1,35+0,49
1,29+0,35
2,84+0,99
0,62+0,25

25,44+1,99

122,72+11,80

72,40%7,65

n=33
61,09+11,84
194,48+134,92
5,2911,64
1,65+0,81
1,01+0,23
3,26+0,95
0,7440,36
26,16+4,48
142,34431,90

86,72+16,29

n=32
59,6619,66
94,73+12,62
4,8010,64
1,48+0,78
1,20+0,38
2,94+40,62
0,74%0,42

25,35+2,70

125,13+13,14

77,03+9,37

n=34

59,24+13,63

rs1799983
T
n=6
56,67+12,48
99,00+7,53
4,95+1,00
1,3610,81
1,15+0,31
2,80+0,95
0,85+0,82

28,59+2,19*

113,60+10,71

72,60%9,15

n=8

56,38+6,93

GG/GT
n=102
59,04+9,76
95,80+12,20
4,72+0,94
1,41+0,64
1,25+0,36
2,89+0,83
0,67+0,34

25,40+2,34"

120,03+£12,50

74,92+8,86

n=100

60,15+12,72

59,18+10,02

95,48+11,87
4,82+0,69
1,46+0,76
1,19+0,37
2,91+0,67
0,76+0,49

25,86+2,89

123,48+13,33

76,40+9,34

n=50

58,69+12,61

191,19+140,49 135,50+71,01 192,86+136,36 180,75+131,22

5,24+1,27
1,94+2,54
1,05+0,19
3,20+0,72
0,68+0,27
24,98+4,00
134,09+33,66

83,18+16,85

5,35+1,07
1,50+0,67
1,12+0,17
3,15+0,59
0,75+0,34

26,46+4,03

121,25+26,42

78,13+22,35

5,27+1,45
1,80£1,90
1,02+0,21
3,23+0,84
0,72+0,32
25,53%4,23
138,15+32,82

84,92+16,55

5,27+1,23
1,85£2,31
1,06+0,18
3,19+0,69
0,70+0,28
25,32+4,00
131,59+32,49

82,20+17,86
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Tablo 0-5: CAV-1 rs3840634 Genotiplerinin Calisma Gruplarinda Serum lipid profili, kan
basinglar1 ve viicut kitle indeksi lizerine etkisi

GRUP r-s3840634
KONTROL (n=44) KKH HASTA (n=73)
™ cT cc ™ cT cc
Yas - - 59,82+12,44
54,9548,39
180,97+124,7
Glikoz 100,37+19,01
7
Total-K (mmol/L) 4,82+1,23 - - 5,28+1,39
TG (mmol/L) 1,51+0,70 - - 1,81+1,82
HDL-K (mmol/L) 1,15+0,38 - - 1,109+0,19
LDL -K(mmol/L) 3,07+1,08 - - 3,2040,79
VLDL -K(mmol/L) 0,7040,36 - - 0,7340,32
VKI (kg/m®) 25,06+2,73 - - 25,34+3,87
SKB (mmHg) 119,97+10,62 - - 135,77432,88
DKB (mmHg) 71,73+8,84 - - 83,73+17,41

Tablo 4-6’da CAV-1 153807990 ve NOS3 rs1799983 genotiplerinin ¢alisma
gruplarinda serum lipid profili, kan basinglar1 ve viicut kitle indeksi iizerinde kombine etkisi
gosterilmistir. KKH hasta grubunda CAV-1 rs3807990 nadir T allel ve NOS3 rs1799983
nadir T allelini birlikte tagiyan alt grupta HDL-kolesterol degeri CAV-1 rs3807990 normal
CC/ NOS3 151799983 normal GG genotipi tasiyan alt gruba gore yiikksek bulunmustur
(1,12+0,12 vs. 1,01« 0,22, p=0,013). Kontrol grubunda ise her iki varyasyonun nadir allelini
birlikte tastyan grupta her iki varyasyonun normal genotiplerini birlikte tasiyan gruba (NOS3
rs1799983 GG CAV-1 153807990 GG) kiyasla herhangi bir farklilik tespit edilememistir (Bu

veriler Tablo 4-6’da yer almamaktadir.



Tablo 0-6: CAV-1 rs3807990 ve NOS3 rs1799983 Genotiplerinin Calisma Gruplarinda
Serum lipid profili, kan basinglar1 ve viicut kitle indeksi tizerinde kombine etkisi

GRUP

KONTROL
Glikoz
Total-K (mmol/L)
TG (mmol/L)
HDL-K (mmol/L)
LDL -K(mmol/L)
VLDL -K(mmol/L)

VKIi (kg/m?)

SKB (mmHg)
DKB (mmHg)

KKH HASTA
Glikoz
Total-K (mmol/L)
TG (mmol/L)
HDL-K (mmol/L)
LDL -K(mmol/L)
VLDL -K(mmol/L)
VKIi (kg/m?)
SKB (mmHg)
DKB (mmHg)

*, p=0,048.

CAV-1 rs3807990 ve NOS3 rs1799983

eNOS T allel/CAV-1 T

allel
n=20
99,36+13,37
4,77+0,66
1,62+0,91
1,19+0,44
2,91+0,62
0,79+0,43
25,27+3,14

126,26+14,77

76,53+10,94

n=16
194,75+141,84
5,81+1,60
2,4443,66
1,12+0,12
3,5310,64
0,7040,32
25,2543,62
129,38439,41

81,56+18,05

eNOS GG/CAV-1 CcC

n=65
95,05+10,07

4,75%1,04
1,39+0,54
1,23+0,30
2,89+0,94
0,68+0,39
25,87+2,01

123,27+11,81

73,65%7,29

n=58
186,02+132,13
5,12+1,34
1,57+0,71
1,01+0,22
3,1310,84
0,71+0,32
25,75+4,43
139,75+30,38

85,27+17,01

P degeri

0,250
0,943
0,288
0,586
0,920
0,293
0,432

0,380

0,206

0,842
0,084
0,357
0,013
0,089
0,885
0,693
0,313

0,451
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Sekil-4.1’de CAV1 rs3807990 SNP’nin hiperkolesterol ile iliski grafigi gosterilmistir.
KKH hasta grubunda T alleli istatistiksel olarak anlamli derecede hiperkolesterolemi ile
iliskili gozlenirken (kikare=6,951 p=0,008), kontrol grubunda bu iliski tespit edilememistir

(kikare=1,963, p=0,161).

80

60
60
40
a0 M Total-kolesterol<5,18
20
20
0 W Total-kolesterol>=5,18
0 CC genotipi CT+TT
CC genotipi CT+TT genotipi genotipi (T
(T allel) allel)
(A)* (B)

Sekil 4.1: (A) hasta ve (B) kontrol gruplarinda CAV1 rs3807990 SNP’nin hiperkolesterolemi

ile iliskisi.

*, kikare= 6,951, p=0,008.

Tablo 4-7°de lojistik regresyon analizini kullanarak koroner kalp hastaligi gelisiminde
risk kabul edilen hiperkolesterolemi gelisiminde bu calismada risk olarak belirledigimiz
parametrelerin  etkileri  degerlendirilmistir. Bu  sekilde @KKH hasta grubunda
hiperkolesterolemi (total kolesterol diizeylerinin 5,18 mmol/L'den yiiksek olmasi) i¢in
yapilan risk analizinde CAV1 rs3807990 T alleli, cinsiyet, tip 2 diyabet varligi ve sigara

kullannm1 kategorik degiskenlerde yer almistir. Sonug¢ olarak yapilan lojistik regresyon
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analizinde CAV1 rs3807990 varyasyonunun hasta grubunda hiperkolesterol gelisiminde risk

olusturdugu dogrulanmaistir.

Tablo 0-7: Koroner kalp hasta grubunda hiperkolesterol ile iliskili risk faktorlerinin lojistik

regresyon analizinde degerlendirilmesi

Degiskenler P degeri B SE Exp (B) | OR (95% CI) for
Exp (B)

Cinsiyet 0,353 0,582 0,627 1,790 0,524-6,114

Tip 2 Diyabet 0,480 -0,448 | 0,553 0,639 0,184-2,217

Sigara 0,850 0,133 0,700 1,142 0,290-4,504

CAV1 rs3807990 T allel 0,011 -1,412 | 0,726 0,244 0,082-0,721
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5.TARTISMA
Gelismis toplumlarda baslica 6liim nedenlerinden biri koroner kalp hastaligidir.
TEKHAREF (Tiirk Erigkinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri) ¢caligmas: lilkemizde
KKH kaynakli 6liimleri 20 yillik siirecte takip etmis ve degerli veriler elde etmistir. Bu
calismaya gore ililkemizde yilda binde 7,4 erkek ve 4,1 kadin KKH’ndan dolay1 hayatmi

kaybetmektedir (79).

Ik olarak lipid depolarmm damarlar1 tikamasiyla olusan KKH, hasar ve enfeksiyona
cevap olarak kronik inflamasyonla seyreden bir hastaliktir (80). KKH yillar boyu siiren bir

siirec olup, temelinde ateroskleroz ve endotelyal fonksiyon bozuklugu yer almaktadir.

Kolesterol igeren LDL’lerin endotel hiicrelerden ge¢ip ¢esitli modifikasyonlara
ugradiktan sonra makrofajlar tarafindan alinip,  kopiik hiicre olusumuyla baslayan
ateroskleroz patogenezi, kolesterol ve esterlerinin ekstrasellular alanda artmasi ve boylece
fibroz plaklarin olusmasma yol a¢cmasiyla ilerlemektedir. Fonksiyonu bozulmus endotel

hiicrelerindeki yetersiz NO iiretimi ateroskleroz patogenezindeki kilit noktalardandir.

Temelinde NO’nun biyoyararlanimindaki azalmanin yattig1 endotelyal disfonksiyon,
dislipidemi, arteryal hipertansiyon, hiperglisemi ve diyabet gibi kardiyovaskiiler risk
faktorleriyle iliskilidir. Endotel hiicre membranindaki eNOS enzimi tarafindan L-arginin
kullanilarak iiretilen NO, ateroskleroz patogenezini engelleyen onemli bir etkendir. eNOS
enzim aktivitesi bir¢ok basamakta diizenlenir; transkripsionel olarak, substrat varligiyla,
kalsiyum, kalmodulin, FAD, FMN, NADPH ve BH4 gibi enzim kofaktorleri ile, hsp90 ve

caveolinler gibi proteinlerle etkilesimiyle diizenlenir (4).

Cesitli caligmalarda eNOS geninin endotel disfonksiyon ve ateroskleroz patogenezine
etkisini arastirmak icin biitiin olarak eNOS geni ¢ikarilmis fareler iistiinde arastirmalar

yapilmistir. eNOS geninin yoklugu farelerde EDRF (Endotel Kaynakli Gevsetici Faktor)
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aktivitesi eksikligine ve hipertansiyona (81), platelet agregasyonunda artisa (82) lokosit —
endotel adezyonuna (83) vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunda artisa (84) tromboz
egiliminde artisa (83) felg (85,86) ve ateroskleroz (87) egiliminde artisa yol agtigi

gosterilmistir.

Cav-1 eksikligi olusturulan fareler iizerinde yapilan ¢aligmalarda Cav-1 ve eNOS
arasindaki etkilesimin yarattig1 inhibisyonun ortadan kalkmasiyla eNOS aktivitesinin

arttirdig1 gosterilmistir (88,89,90).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak tez projemizde, Tiirk toplumunda koroner kalp hastalar1 ve
saglikli kontrollerde eNOS 1rs1799983 ve CAV-1 rs3840634,rs3807990 varyantlarinin
dagilimmi belirleyerek s6zkonusu varyantlarin koroner kalp hastalig1 riskine olan etkisini

belirlemeye ¢alistik.

Yaptigimiz calismada yas ortalamasi ve cinsiyet bakimindan hasta ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel anlamlilik gozlenmemistir (p> 0,05). Benzer sekilde trigliserid, VLDL-
kolesterol (VLDL-K), viicut kitle indeksi (VKI) ve aile koroner arter hastaligi hikayesi
bakimimdan da anlamlilik bulunmamistir (p>0,05). Yapilan analizlerin sonunda hipertansif
hasta oran1 % 43.4, tip 2 diyabetik hasta oram1 % 43.4 ve sol ventrikiil hipertrofisi bulunan

hastalarin oran1t % 39.6 olarak tespit edilmistir.

Parra ve ark. (1992) yaptiklar1 ECTIM (Etude Cas-Temoins sur I'Infarctus du
Myocarde) ¢alismasinda, Kuzey irlanda ve Fransa’dan olmak iizere 498 miyokard infarktiisii
vakast ve 642 koroner kalp hastasi olmayan erkek bireyleri incelemislerdir. Her iki
populasyonda da hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas, viicut kitle indeksi ve alkol tiiketimi
bakimimdan anlaml bir fark tespit edilmemistir. HDL-kolesterol ve sigara tiikketimi degerleri
ise hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel bir anlamlilik gostermektedir. Hem Kuzey
Irlandali hem de Fransiz hastalarda HDL-kolesterol degerleri kontrollere gore diisiikken,

sigara tilketimi HDL degerlerinin aksine hastalarda yiiksek tespit edilmistir ( 91).
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Yalgmm ve ark. (2014) koroner arter ektazi hastasi (aterosiklerotik koroner arter
hastaliginin bir formu) ve saglikli kontrollerle yaptiklar1 ¢aligmada bizim bulgularimiza
benzer sonuglar elde etmislerdir. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas, cinsiyet, VKI ve aile
koroner arter hastali§i hikayesi agisindan anlamli bir farklilik gézlenmemislerdir. Ayrica
diyabet hastalig1 goriilme sikligini, alkol ve sigara kullanimmi hasta ve kontrol gruplarinda

benzer oranda tespit etmislerdir (92).

Bizim calismamizda ise Yalgin ve ark.nin ¢alismasinin aksine hasta ve kontrol
gruplar1 kiyaslandiginda, sigara ve alkol kullaniminda anlamli bir farklilik tespit edildi. Hasta
grubu kontrol grubuna gore daha fazla oranda sigara ve alkol tiiketmektedir. Koroner kalp
hastalarinda sistolik ve diastolik kan basinci diizeyleri ile total-kolesterol ve LDL-kolesterol

degerleri kontrol grubuna kiyasla yiiksek gozlenirken, HDL-K degeri diisiik bulunmustur.

Bagka bir biiyiikk calismada McQuenn ve ark.(2008) 52 iilkeden 9345 miyokard
enfarktiis hastas1 ve 12120 saglikli bireyin plazma lipid ve kolesterol degerlerini
sunmuslardir. Hasta grubunda HDL-kolesterol degeri kontrol grubuna gore diisiikken, total-
kolesterol degeri yiiksek gozlenmistir (93).

Zee ve ark.(2006) da 570 miyokard enfarktiislii veya iskemik felcli erkekler ile 570
sagliklt erkek bireylerden olusan ¢alismalarinda kan basing degerleri, hiperlipidemi,
hipertansiyon ve diyabet goriilme oranmnin hasta grubunda anlamli bir sekilde yiiksek

oldugunu belirlemiglerdir ( 94).

Hardy-Weinberg Esitligi (HWE) acisindan yapilan analizde CAV-1 1s3807990
polimorfizmi i¢in kontrol grubundaki genotip dagilimi uyumluyken hasta grubu HWE’ye
uyum gostermemistir (p<<0.05). Eger kontrol grubu HWE ile uyumlu iken hasta grubunun
genotip dagilimi HWE'den sapma gosteriyorsa, bu soz konusu hastalikla genetik varyasyonun
iligkisi i¢cin destek saglayabilir. Bu durum CAV-1 geninde arastirdigimiz rs3807990

polimorfizminin KKH riski agisindan anlamli veriler sunacagini gosterir. NOS3 genindeki
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rs1799983 varyasyonunun hem kontrol hemde KKH hasta gruplarindaki genotip dagilimlari
HWE’ye uyumlu bulunmadi (p<0.05). Hasta grubu i¢in istenen bu durum kontrol grubu
acisindan istenmeyen bir veridir. Bu durumun 6rnek sayisinin arttirilmasi ile asilacagi
kanaatindeyiz. CAV-1 geninde arastirdigimiz diger bir polimorfizm olan rs3840634
varyasyonu ise hem kontrol hem de hasta grubunda heterozigot ve homozigot nadir genotip

gostermediginden HWE uyum analizi yapilamadi.

Yaptigimiz analizler sonunda NOS3 rs1799983 varyantinin serum lipid profili, kan
basinglar1 gibi ¢esitli degerleri incelendiginde; hem kontrol grubunda hem de hasta grubunda
farkli genotipe sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik tespit
edilmedi.Sadece kontrol grubunda TT genotipli bireylerin viicut kitle endeksi GT ve GG
genotipli ve G alleli tasiyan bireylere gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Sonug¢ olarak
calismamizda NOS3 rs1799983 varyantinin ne KKH ne de onun risk faktorlerine yol actigini

belirledik.

Tablo 5.1°de c¢esitli populasyonlarda eNOS polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligskilerinin incelendigi ¢aligmalar yer almistir. Bu arastirmalarin bazilarinda
NOS3 rs1799983 varyantinin kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu sonucu ¢ikarken,
digerlerinde herhangi bir risk olusturmadig1 gosterilmistir. Tiirkiye populasyonunda yapilan
calismalarin cogunda NOS3 rs1799983 polimorfizmi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
risk olusturmazken; Yal¢in ve ark.’nin caligmasinda koroner arter ektazisine neden oldugu
tespit edilmistir. Luo ve ark.yaptiklar1 meta-analizde, ayn1 varyantin Asya populasyonunda
miyokard enfarktiis i¢in risk faktorii oldugunu belirlerken; Andrikopoulos ve ark. Yunanistan
populasyonu i¢in tam tersi sonuglar1 gostermislerdir. Tablo 5°te yer almayan Casas ve
ark.(2004) 26 caligma ve toplamda 23028 kisiyi inceledikleri meta-analiz ¢aligmalarinda,
eNOS geninin Asp298 ve intron-4a homozigot genotiplerini birlikte tasiyan bireylerde

iskemik kalp hastalig1 riskinin yiiksek olabilecegini ileri stirmiiglerdir (95). Sonu¢ olarak
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yapilan ¢aligmalarin birbirinden farkli bulgulari, populasyonlar arasindaki etnik farkliliklardan
ve G894T polimorfizminin diger polimorfizmlerle iliskisiden kaynaklaniyor olabilir. Ek
olarak eNOS enzim aktivitesini belirleyen diger etkenler, populasyonlar arasinda farklilik
gosterebileceginden, ¢alismalardan farkli bulgular elde edilmesine neden olabilir.
Calismamizda CAV-1 rs3807990 varyantmin dagilimi agisindan hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar tespit ettik. Genotip dagilimlarmin kontrol grubunda
HWE uyumlu iken, KKH hasta grubunda HWE uyumlu olmamas1 bu varyasyonun KKH riski
acisindan dnemini desteklemektedir. Kontrol grubunda VKI degerleri, CT genotipli bireylerde
TT genotiplilere gore yliksek tespit edilmis (p= 0,046); normal C allelinin ise diisiik diastolik
kan basinci ile iligkili gozlenmistir (p=0,014). Hasta grubunda ise CT genotiplilerde serum
total-kolesterol (p=0,008) ve LDL-K degerleri (p=0,054) CC genotipli hastalara kiyasla
yiiksek tespit edilmistir. Mutant T allelinin hasta grubundaki etkisini arastirmak i¢cin CC
genotipli hastalarla cesitli degerler acgisindan karsilastirma yapilmis ve T allelinin koroner
kalp hastalarinda yiiksek total kolesterol (p=0,017) ve LDL-K (p=0,053) degerleri ile iligkili
oldugunu gostermistir. Yapilan istatistiksel analizler, koroner kalp hastalarindaki yiiksek total-

kolesterol ve LDL-K degerlerinin mutant T allelinin katkis1 olabilecegine isaret etmektedir.

Bizim c¢alismamizda yiiksek total-kolesterol ve LDL-K seviyeleri ile iligkili bulunan
CAV-1 153807990 mutant T allelini, Grilo ve ark.’nmn 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
yiiksek sistolik kan basinci ile iligkili gosterilmistir. Bu arastiricilar serum lipid ve lipoprotein

seviyeleri ile iligski gdsterememislerdir (108).
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Tablo 5-1:Cesitli populasyonlarda eNOS polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler hastaliklarla

iliskisi
Yazar Yil Toplum Polimorfizm Sonug HWE uyum
Yalgin ve . ..
ark (92) 2014 Turkiye G894T Koroner arter ektazisi
Caglayan ve . Yavas koroner akimi riski
ark (96) 2009 Tirkiye G894T yok
Gilr‘li(‘.l(‘;‘;)ve 2008 Tiirkiye G894T iskemic felg riski yok P=0.09
Afrasyap ve . Koroner arter hastaligi riski
ark (98) 2004 Tiirkiye G894T yok P>0.05
Ragia ve ark.(99) | 2010 Yunanistan C’li“%%?é Koroner arte;rolll(astahgl riski P>0.05
Andrikopoulos . Akut miyokard enfarktiis
ve ark.(100) 2008 Yunanistan G894T riski yok P>0.05
. Asya populasyonu igin
Luo ve ark(l()l) 2014 Meta-analiz G894T miyokard enfarktiisii riski var P>0.05
Fedele ve Kafkasya Koroner mikrovaskiiler
ark.(102) 2013 orjinli G894T disfonksiyon P<0.05
Heltianu ve : :
ark (103) 2005 Romanya G894T Endotelyal disfonksiyon
Karvonen ve . . Kardiyovaskiiler degisim
ark.(104) 2002 Finlandiya G894T riski yok P>0.05
Chaos 1(KAH)
Koroner arter hastalig riski lﬁ(:;tl;olpfg%;ﬁ
Hg;ﬁo(rf(‘)‘;)ve 1999 | Birlesik Krallik G894T var Chaos 2 (MI)
’ P>0.05
Kardiyo vaskiiler hastalik
Lin ve ark.(106) | 2008 | Dogu Tayvan G894T
Colombo ve . G894T, Koroner arter hastalig P>0.05
ark.(107) 2003 ltalya T786C

CAV1 rs3840634 varyasyonundaki AC delesyonunu, Grilo ve ark.(2006) yukarida

bahsedilen calismalarinda sistolik ve diasistolik kan basinci ve bazal gliseminin diistik
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degerlerinden sorumlu tutmuslardir (108). Bizim ¢alismamizda hasta ve kontrol grubunda

gozlenmedigi i¢in istatistiksel herhangi bir degerlendirme yapilamamaktadir.

Tez projemizde NOS3 ve CAV-1 genlerindeki polimorfizmlerin kombine etkilerini
belirlemek amaciyla yaptigimiz analizlerde anlamli bulgular elde ettik. KKH hasta grubunda
CAV-1 153807990 nadir T allel ve NOS3 rs1799983 nadir T allelini birlikte tasiyan alt grupta
HDL-kolesterol degeri CAV-1 rs3807990 normal CC/ NOS3 rs1799983 normal GG genotipi
tastyan alt gruba gore yiikksek bulunmustur (1,12+0,12 vs. 1,01+ 0,22, p=0,013). Benzer
analizler kontrol grubu i¢inde yapildi. Ancak kontrol grubunda herhangi anlamli bir farklilik
tespit edilemedi (p>0,05).

Serum total-kolesterol esik degeri olarak 5.18 mmol/I’yi alarak KKH hasta grubunda
CAV-1 rs3807990 mutant T allelinin hastalarda hiperkolesterol ile iliskili oldugunu belirledik
(p=0,008). Koroner kalp hastaliginda hiperkolesterol gelisiminde risk faktorii olarak
calismamizda gozlenen risk parametrelerinin (CAV1 rs3807990 T alleli, cinsiyet, tip 2
diyabet varligt ve sigara kullanimi) etkilerini logistik regresyon analizinde
degerlendirdigimizde; CAV1 1s3807990 varyasyonunun koroner kalp hastalar1 igin
hiperkolesterol gelisiminde risk olusturdugu gosterilmistir.

Razani ve ark. Cav-1"" farelerle normal genotipli fareleri karsilastirdiklar1 caligmalarinda
plazma trigliserid seviyesinin Cav-1"" farelerde yikksek oldugunu belirlemiglerdir (109).
Frank ve ark. (2004) caligmalarinda Cav-1""/ ApoE 7 farelerde plazma LDL-kolesterol
seviyesinin Cav-1"""/ ApoE 7~ farelere gore iki kat arttigini gostermislerdir (110). Frank ve
ark. (2006)’nin Cav-1 ve hiicresel kolesterol homeostazi1 arasindaki iligkiyi arastirdiklari
calismanin sonunda Cav-1 molekiiliinlin HDL ve Apolipoprotein A-I aracilikli kolesterol
akisinda minimal bir etkisinin oldugunu gostermislerdir (111). Ayni ¢alismada hiicresel
kolesterol homeostazi diizenlenmesinde ise Cav-1 molekiiliiniin 6nemli bir etkisinin oldugunu

tespit etmislerdir. Smart ve ark. benzer sekilde Cav-1 molekiiliiniin hiicre i¢i kolesterol
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tasiyicis1 olabilecegini ileri siirmiislerdir (64). Bu arastirmalarin bulgular1 Kaveolin-1’in
serum lipid/lipoprotein diizeyleri lizerinde etkili olabilecegini dogrulamaktadir. Bu baglamda
bizim c¢alismamizda bu gendeki varyasyonlarla ozellikle serum kolesterol diizeylerinin

iliskisini tespitimiz bu iliskiyi destekler niteliktedir.

Sonug¢ olarak, ateroskleroz patogenezinde endotelyal disfonksiyonun daha iyi
anlagilmasi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢cin elzemdir. Bu bakimdan endotelyal
fonksiyon silirecinde yer alan NO iretimini, eNOS ve CAV-1 genlerindeki kritik
varyasyonlarin KKH risk faktorleriyle iliskilerinin belirlenmesi amaciyla yaptigimiz tez
calismamizda, eNOS ve CAV-1 genlerine ait hedef SNP'leri inceledik. Nispeten diisiik 6rnek
grubuna karsmn CAV-1 rs3807990 polimorfizminin KKH gelisiminde risk faktorii olarak
kabul edilen hiperkolesterol {izerine etkili oldugunu gézlemledik. Bulgularimizin daha genis
Olcekte calisma grubunda daha anlamli ve somut veriler sunacagi ve ileride bu kapsamda

yapilacak caligmalara yol gosterici olacagi kanaatindeyiz.
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