T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
TIBBi BIYOKIMYA ANABILIM DALI

eNOS T786C VE G894T POLIMORFIZMLERININ KORONER
ARTER HASTALIGINDA RiSK OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Senay BALCI FIDANCI

YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN

Prof. Dr. Liiliifer TAMER GUMUS

MERSIN — 2012



T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIiYOKIMYA ANABILIM DALI

eNOS T786C VE G894T POLIMORFIiZMLERININ KORONER
ARTER HASTALIGINDA RiSK OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Senay BALCI FIDANCI

YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Liiliifer TAMER GUMUS

Tez N0:218

Bu tez, Mersin Universitesi arastirma Projeleri Birimi tarafindan

BAP-SBE TTB (SBF) 2011-3 YL kodlu proje olarak desteklenmistir.

MERSIN-2012



Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Yiksek Lisans Tezi Programu gercevesinde ytiriitilmis
olan “eNOS T786C ve G894T Polimorfizmlerinin Koroner Arter Hastalifinda Risk
Olarak Degerlendirilmesi”” baghkli caligma, jiirimiz tarafindan Yiksek Lisans tezi
olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi 03.0%/ 2012

Prof. Dr. Giirbiiz Polat

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Jiiri Bagkani

Prof. Dr. Lili » GUMUS Dog. Dr. Dilek CICEK YILMAZ
Mersin Univer§itepi/Tys Fakiiltesi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya m Dali Kardiyoloji Aitabiljm Dali
Juri Uyesi Jiiri Uyebi /
S

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunun..£2:93-.2012-... tarih Ve,%m/QOQ.saylh

karar ile kabul edilmigtir.




TESEKKUR

Akademik egitimim siiresi boyunca ve tez calismam sirasinda bilgi ve
deneyimlerinden yararlandigim basta danisman hocam Prof. Dr. Liiliifer Tamer
Gumis’e, Prof. Dr. Giirbiiz Polat, Dog¢. Dr. Giil¢in Eskandari, Dog. Dr. Burak Cimen ve
Dog. Dr. Necati Muslu’ya,

Tezime ait ¢alisma grubu 6rneklerinin toplanmasi ve tezimin klinik siirecinde rol
alan Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi 6gretim iiyelerinden sayin
Prof. Dr. Nehir Sucu’ya, Kardiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyelerinden Saym Dog.
Dr. Ahmet Camsari’ya ve Dr. Pinar Ozmen Yildiz’a,

Bu c¢aligmam sirasinda fikirleri ve her tiirlii destekleri ile katkida bulunan
Biyokimya Anabilim Dal1 ¢caligsanlarina yardimlar1 ve destekleri i¢in tesekkiir ederim.

Tezimin istatistikleri konusundaki yardimlarindan dolay1 Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali Ars. Gor. Didem Derici’ye,

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi bu calismam sirasinda da beni siirekli

olarak manevi acidan destekleyen babama,anneme ve esime tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY L.ttt st et e e ae e snte e e nnae e e nnaeeennea s il
TESEKKUR..........coooioieieeeee ettt iv
ICINDEKILER........cocoooiiiieeeeeeeee ettt v
SEKILLER DIZINI.........cccooiiiiiiiiieceeeeee e viii
CIZELGELER DIZINT..........cooiviiiiiceceeeeeeeeeeeeee et ix
ESITLIKLER DIZINT ...ttt Xi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ..o, Xii
OZET ...ttt e e e s e e e na XV
A B S T R A C T e e s e et e e e e e e e e nraaeanea e XVi
I €3 0 21 £ TR 1
2. GENELBILGILER........coooiiiiiiiiiceie sttt 3
0 I = 3T ] = PSSR 3
2.1.1. Endotel FONKSIYONIari........cccoiiviiieiiiiiiieiecicieeseeee e 5

2.1.2. Endotel DISTONKSIYONU........cccoeiiiiiiiiciiee e 13

2.2, NIEFK OKSIt. .ottt snenes 15
2.2. 1. TariNGe. .. eeiiiiieiiii et s 15

2.2.2. Nitrik Oksitin Yapist ve Genel OzelliKIeri.........coovvvverevererriicrcrirereienns 16

2.2.3. NItrK OKSIT SENTEZI......iiveeieieieiiieiesiesie e see e 17

2.2.4. Nitrik Oksitin Etki Mekanizmas1 ve Fonsiyonlari...........cccooeviiiiinnnnne, 19

2.3. Nitrik Oksit Sentaz ENZIMIEri........cocovviiiiiiiiicseee e, 30
2.4. Endotelyum Nitrik Oksit Sentaz Enzimi ve Varyasyonlart............cccccoeervrnnen. 35
2.4.1. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Genindeki Varyasyonlari....................... 39

3. GEREC Ve YONTEM..........cocooviieieieeeeeee et ee ettt en s 43
3.1, ATAG V& GOICCICT...viiiiiiie et e e e e e naaee e 43
3.1.1. Kimyasal Madde ve COZUCHILT.........c..ccceeviieriieeiieeieeieece e 43

.12, Alet Ve GOICCIET ... 43

3.1.3. Kullanilan Kitler...........cccviiiiiiiiiiiiiii e 43

3.2, Kullanilan AYITaglar.........c.cccieriiiiiieiieeieecie ettt e seveebeesaneens 44
3.2.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Ayiraglarin Hazirlanmasi..................... 44



3.3. Calisma Grubu ve Ornek ANMIL.........c.coueueeueeeeeeeeeeeeeeeee et 45

K B ) 1153111 (<) SO OO O 46
3.4.1. KOroner ANJIOPIASTI........cceiveieerieiee et 46
3.4.2. Lipit Profili OIGUMIET...........cocoeveveeeececeeeeeeeeeceee e 46
3.4.3. Aglik Kan Sekeri OIGHMII ........ooovevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e 48
3.4.4. Nitrik OKSit OIGUMI. .. .. ..oeuvneiiiiicee e 49
3.4.5. eNOS T786C ve eNOS G894T Gen Polimorfizmlerinin Belirlenmesi...50

3451,  DNA IZOIaSYONU......coiiiiieeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
3.45.2. eNOS T786C ve eNOS G894T Gen Polimorfizmleri igin Primer
VE Prob DIZaynl.......c.cooviiiiiiiiiieiieciieieee e 51
3.45.3. eNOS T786C ve G894T Gen Polimorfizmlerine Ait Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Kosullart.........cccccveveieeieenesiese e 53
3.45.4. eNOS T786C ve G894T Gen Polimorfizmlerine Ait Genotip
Belirlenmesi (Melting Curve Analizi).........c.ccoovvevenenciinnnnn 55
3.5, IStatistiKSE] YOMEIMICT. .....o.vvveeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee s n et 57
] I O I o S 58

4.1. Calisma Grubunu Olusturan Bireylerin Tanimlayici Bilgilerine
ATt Bulgular. ... 58

4.2. Kontrol ve KAH Gruplarinda AKS, Lipid Profili ve NO Diizeylerine Ait
BUIGUIAT ...ttt 59

4.3. Nitrik oksit Diizeylerinin KAH’lardaki Tikali Damar Sayisi ile Iliskisine Ait

= U] o1 ] - T OSSPSR 60
4.4. Kontrol ve KAH Gruplarinin eNOS T786C Genotiplerinde Hardy-Weinberg
Dengesine At BUlQUIA ... 61
4.5. Kontrol ve KAH Gruplarinda eNOS T786C Genotip ve Allel Dagilimina Ait
BUIGUIAK ... 62
4.6. Kontrol ve KAH Gruplarinda eNOS T786C Genotiplerine Gore NO
Diizeylerine Ait Bul@ular...........cccoovoiiiiiiiie e 63
4.7. KAH Grubunda eNOS T786C Genotipleri ve Tikal1 Damar Sayis1 Arasindaki
[liskiye Ait BUIGUIAT..........cccoiveiiecieicieieicie e 63

Vi



4.8. Kontrol ve KAH Gruplarinda eNOS G894T Genotiplerinde Hardy-Weinberg

Dengesine At BUIQUIAK ... 64

4.9. Kontrol ve KAH Gruplarinda eNOS G894T Genotip ve Allel Dagilimina Ait

21U ] o U] - T RSSO 65

4.10. Kontrol ve KAH grublarinda eNOS G894T Genotiplerine Goére NO
Diizeylerine Ait BUIQUIAK ... 66
4.11.KAH Grubunda eNOS G894T Genotipleri ve Tikali Damar Sayis1 Arasindaki
[liskiye Ait BULGUIAT.......cceveveeeeereteieteeetee ettt 67

5. TARTISMA . .....cooooieeieeieeeeeeeeeeeeeeee e e eee e s et en s sr e 68
6. SONUCLAR ve ONERILER............c.c.ccccocsviiiiiiieiieseeieeeseee s 77
7. KAYNAKLAR . ...coo oottt sttt neane s 78
[0 Y7€) 0317 I 15RO 91

Vii



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1. Endotelyumdan salinan vazoaktif mediyatorler .......................oooini 8
Sekil 2.2. Endotel diSTONKSIYONU. ........cccooiiiiiiiii e 14
Sekil 2.3 Nitrik oksitin sematik gorinimii .............ooviiniiiiiiiiiiinieeeeee 16
Sekil 2.4. Nitrik OKSItiN SENtEZI......o.vie i e 17
Sekil.2.5 Nitrik oksit sentaz ekspresyonunun diizenlenme mekanizmast ...................... 18
Sekil 2.6. Nitrik oksitin etki mekanizmast.............oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 19
Sekil 2.7. Sinir sisteminde nitrik oKSIt ....... ..., 22
Sekil 2.8. Nitrik oksitin kardiyovaskiiler sistem {izerine olan etkileri..................... 24
Sekil 2.9. NOrmal arter yapisi........oovuiuinieiii e, 25
Sekil 2.10. Aterosklerozun zamana gOre SEYT........ouveuiiriiriiiiiriireiieieaneinananns. 26
Sekil 2.11. Normal koroner arter ve plakli koroner arterin kesit gériinimdi............... 27
Sekil 2.12. Temel ateroSKIErOZ SUIECI. ........oriiri it 28
Sekil 2.13 Nitrik oksit sentaz enziminin yapist...........ooovveeriiieiiniiineieiineenennnn. 30
Sekil 2.14 Nitrik oksit sentaz enziminin baglanma bolgeleri..................cccceevinnnnne. 32

Sekil 2.15 Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin makrofajlardaki indiiksiyonu ve
tirettigi nitrik oksitin etkileri ...... ... 33
Sekil 2.16 Endotelyal nitrik oksitin olusumu ve etki mekanizmasi......................... 34

Sekil 2.17 Noronal nitrik oksit sentaz enziminin NMDA ile iliskisi ve sinir sistemindeki

BRI, L 35
Sekil 2.18 Endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin dimerik yapist......................... 36
Sekil 2.19 Endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin etki mekanizmasi..................... 37

Sekil 2.20 Endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin sinyal mekanizmasinin hiicre

membraninin kaveoliinde gosSterilmesi............c.oveiiiiiiiiiiiiii i 38
Sekil 2.21 Endotelyal nitrik oksit sentaz geni ve bilinen polimorfizm bélgeleri......... 39
Sekil 3.1. eNOS T786C mutasyonuna ait Melting Curve analizi..........ccccccoecvvvenennnnne 56
Sekil 3.2. eNOS G894T mutasyonuna ait Melting Curve analizi...........cccccoceecevvnnnnne. 56
Sekil 4.1. Koroner arter hastalarinin tikali damar sayisina gore dagihimlart.................. 59
Sekil 4.2. Koroner arter hastalarinin tikali damar sayisina gére NO diizeyleri.............. 61

Sekil 4.3. Koroner arter hastalarinin tikali damar sayisina gére eNOS T786C genotip
AAGTIIMLL 1ttt 64



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Endotelden salgilanan aract molekiiller ve islevleri..........ccccvcvviiiiiniiinnnnne 5
Cizelge 2.2. Endotel ve 16kosit kaynakli adezyon molekiilleri, ligandlar1 ve bu reseptor
ligand iliskisini kullanan 16K0Sit tUrleri..........ccoveiviiiiiiiiiiic e 12
Cizelge 2.3. Nitrik oksit sentaz enziminin izoformlar1 ve genel 6zellikleri................ 31

Cizelge 2.4. Insan endotelyal nitrik oksit sentaz geni polimorfizmleri ile kardiovaskiiler

hastaliklar arasindaki 1liSKILET. . ........coouiiiiiiii e 40
Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan kitin i¢erigi...............ccooviveeinninnn... 44
Cizelge.3.2. Nitrik oksit 6l¢timiinde kullanilan arag, gere¢ ve ¢ozeltiler........................ 49

Cizelge 3.3. eNOS T786C mutasyon analizi i¢in kullanilan primer ve prob dizileri.....52
Cizelge 3.4. eNOS G894T mutasyon analizi i¢in kullanilan primer ve prob dizileri.....52
Cizelge 3.5. eNOS T786C mutasyon analizinde kullanilan materyallerin konsantrasyon

VE MUIKLATIATT ... 53
Cizelge 3.6. eNOS T786C mutasyon analizi i¢in PZR kosullart...........cccocoeiiiiinnnnnnn 54
Cizelge 3.7. eNOS G894T mutasyon analizinde kullanilan materyallerin konsantrasyon
Ve MIKEATIATT. .. oot 54
Cizelge 3.8. eNOS G894T mutasyon analizi i¢in PZR kosullart.............ccccooveiiinnnnn. 55
Cizelge 4.1. Kontrol ve KAH gruplarina ait risk faktorlerinin dagilimi ve tanimlayict

0] o1 SR 58
Cizelge 4.2. Kontrol ve KAH grublarina ait AKS, lipit profili ve NO diizeyleri........... 60
Cizelge 4.3. KAH hastalarinda tikal1 damar sayisina gore NO diizeyleri............c.......... 60

Cizelge 4.4. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS T786C varyantlar1 igin Hardy-
WeINDErg deNQESi........ccvvieieriiieie e 61

Cizelge 4.5. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS T786C genotiplerinin dagilimi ve
olusturduklart TISKIET........ccuiiiiii s 62
Cizelge 4.6. eNOS T786C genotiplerine gore kontrol ve KAH gruplarina ait NO
QUZEYIET Tttt 63
Cizelge 4.7. KAH grubunda eNOS T786C genotipleri ve tikali damar sayis1 arasindaki
Cizelge 4.8. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS G894T varyantlari i¢in Hardy-

W RINDEIG AENGESH. ..o vttt e e e 65



Cizelge 4.9. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS G894T genotiplerinin dagilimi ve
olusturduklart riSKICT. ... ..o 65
Cizelge 4.10. eNOS G894T genotiplerine gore kontrol ve KAH gruplarina ait NO
QL4537 1<) & 66
Cizelge 4.11. Koroner arter hasta grubunda eNOS G894T genotip ve tikali damar sayisi
115 £ PP 67



ESITLIKLER DIiZiNi

Esitlik 3.1. Total kolesteroliin 6l¢iimiinde yer alan tepkime denklemi.................... 47
Esitlik 3.2. HDL-Kolesterol dl¢timiinde yer alan tepkime denklemi..........c.ccccccverinnnen. 47
Esitlik 3.3. Trigliserit 6l¢cimiinde yer alan tepkime denklemi............ccccveviiiiiiniinnn. 48
Esitlik 3.4. Friedwald ESItliZi........cccouviiiiiiiiieeeece et 48
Esitlik 3.5. Aglik kan sekeri 6l¢timiinde yer alan tepkime denkleMi...........cccccvevvvennnnne. 49

Xi



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

4-AAP 4-aminoantiprin

All Anjiotensin Il

ADE Anjiotensin doniistiiriicii enzim
ADMA Asimetrik dimetil arjinin

ADP Adenozin difosfat

AKS Aclik kan sekeri

AMI Akut miyokard infarktiisii

APC Aktiflesmis protein C

ATP Adenozin trifosfat

BH4 Tetrahidrobiopterin

CA Sitozin-Adenozin

CaM Kalmudilin

Cav-1 Kaveolin-1

CE Kolesterol esteraz

DAG 1,2-diagil gliserol

DHAP Dihidroksiaseton fosfat

DM Diyabetes mellitus

EDRF Endotel kokenli gevseme faktorii
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit
EET Epoksieikosatrienoik asit

EKHF Endotel kokenli hiperpolarize edici faktor
eNOS Endotelyal nitrik oksit sentaz
EPC Endotel progenitor hiicre

ET Endotelin

FAD Flavin adenin diniikleotid

FMN Flavin mononiikleotid

FRET Floresan rezonans enerji transferi
G6PDH Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
GK Gliserokinaz

GPO Gliserol fosfat oksidaz

xii



H-0O;
HDL
HDL-K
HK
ICAM-1
IL-8
IP3
INOS
KAH
KKY
KVH
L-arg
LDL
LPL
MCP-1
Myr
NADP
NANC
NMDA
nNOS
NO+
NO
NO-
NO,
NO,
NO;
NOS
OH-
ONOO-
PAF
PAI-1
PECAM-1

Hidrojen peroksit

Yiiksek yogunluklu lipoprotein
HDL-Kolesterol

Heksokinaz

Interseliiler adezyon molekiilii-1
Interlokin-8

Fosfatidil inositol 1,4,5- trifosfat
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
Koroner arter hastaligi
Konjestif kalp yetmezligi
Kardiyovaskiiler hastalik
L-arjinin

Diisiik yogunluklu lipoprotein
Lipoprotein lipaz

Monosit kemoatraktan protein
Myristoilasyon

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
Nonadrenarjik nonkolinerjik
N-Metil-D-Aspartat

Noronal nitrik oksit sentaz
Nitrozonyum katyonu

Nitrik oksit

Nitroksil anyonu

Nitrit

Nitrojen dioksit

Nitrat

Nitrik oksit sentaz

Hidroksil radikali

Peroksinitrit

Trombosit aktive edici faktor
Plazminojen aktivator inhibitori-1

Trombosit endoteliyal hiicre adezyon molekiilii-1

Xiii



PEG
PGI2
PIP2
POD
PSGL
PZR
SOR
TG
TGFa
TK
™
Twm
tPA
VCAM-1
VLA
VLDL
VNTR
pl

pM

Polietilen glikol

Prostoglandin 12

Fosfatidil inositol bifosfat
Peroksidaz

P-Selektin glikoprotein ligand
Polimeraz zincir reaksiyonu

Serbest oksijen radikali

Trigliserit

Transforme edici biiyiime faktorii o
Total kolesterol

Trombomodulin

Erime 1s1s1

Doku plazminojen aktivatori
Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
Cok gec donem antijen

Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
Degisken ardisik tekrar polimorfizmi
Mikro litre

Mikro molar

Xiv



OZET

Hayatin erken evrelerinde baslayarak orta yas ve sonrasinda koroner arter
hastaligi (KAH) ile sonuglanan ateroskleroz, bir¢cok nedene bagh bir hastahiktir.
Endotel disfonksiyonu, aterosklerozun yapisal degisikliklerinden once olusur ve
gelecekteki kardiovaskiiler olaylar1 ongormeye yardim eden bagmsiz bir
faktordiir. Endotel disfonksiyonuna neden olan cesitli mekanizmalarin icinde en
belirgin olami nitrik oksit azalmasidir. Bu durumun nedeni nitrik oksidin biyolojik
aktivitesinin veya eNOS enzim aktivitesinin azalmasidir. Azalmis nitrik oksit
salimmminin ateroskleroz gelisimi iizerindeki etkisinin belirlenmesiyle eNOS
enzimini kodlayan gende cesitli mutasyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlarin
bozulmus nitrik oksit salinimina, sonug¢ olarak da koroner arter hastaligina neden
olabilecegi bildirilmistir. Calismamizda, KAH’hginda eNOS T786C ve eNOS
G894T polimorfizmlerinin olasi roliiniin belirlenmesi amaclandi.

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji AD’inda koroner
anjiyografi uygulanan 175 birey cahismaya dahil edildi. Koroner arterlerinde
herhangi birinde %70 ve fazlas1 darhgi olan 89 birey koroner arter hastasi (hasta
grubu), herhangi bir darlik ya da lezyon tespit edilmeyen 86 birey kontrol grubu
olarak ¢alismaya dahil edildi.

Kontrol ve KAH grubunda nitrik oksit diizeyi ELISA (Organo Teknika,
Avusturya), lipid profili ve achk kan sekeri diizeyi Cobas Integra 800 otoanalizor
(Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya) ile belirlendi. Kontrol ve KAH
grubuna ait genomik DNA’lar tam kandan izole edildi. eNOS T786C ve eNOS
G894T polimorfizmleri, mutasyon belirleme Kkitleri kullamilarak gercek-zamanh
PZR cihaz1 (LightCycler480 Il, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
ile saptand.

Nitrik oksit diizeyinde kontrol ve hasta grubu arasinda anlamh bir farkhihik
saptanmadi (p=0,246). eNOS T786C polimorfizminin, KAH grubunda TT, TC ve
CC genotipi sikhig sirasiyla %42.7, 41.6 ve 15.7, kontrol grubunda ise %62.8, 29.1
ve 8.1 olarak saptandi. TT genotipiyle karsilastirildiginda, TC genotipine sahip
olanlarim 2.100 kat (p=0,026), CC genotipine sahip olanlarin ise 2,842 kat
(p=0,040), ayrica C alleline sahip olanlarin, T alleline sahip olanlara gore 1,964 kat
(p=0,005) daha fazla KAH olusturma riskine sahip oldugu belirlendi. eNOS G894T
polimorfizminde, kontrol grubu ve KAH grubu arasinda anlamh bir fark
bulunmadi (p>0,05).

Sonu¢ olarak, eNOS T786C varyantlarinin KAH i¢in risk faktorii olarak
degerlendirilebilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit, eNOS T786C, eNOS G894C, Koroner Arter
Hastahg
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a disease develops due to many reasons begins in the early
stages of life and after middle age, results in coronary artery disease. Endothelial
dysfunction is an independent factor that helps to predict the future
cardiovascular events and occurs before the structural changes of atherosclerosis.
The most prominent of the various mechanisms that cause endothelial dysfunction
Is reduction of nitric oxide. The reason for this situation is the reduction in
biological activity of nitric oxide or the reduction in eNOS enzyme activity. With
the determination of the effect of decreased release of nitric oxide on the
development of atherosclerosis, various mutations was detected in the gene
encoding the enzyme eNOS. It has been reported these mutations may lead
impaired the release of nitric oxide and eventually to coronary artery disease.

In our study, we aimed to determine the possible role of eNOS
polymorphisms T786C and G894T in coronary artery disease.

175 individuals who underwent coronary angiography in Mersin University
Medical Faculty Department of Cardiology were included. 89 individuals with
70% or more stenosis in any coronary arteries were grouped as coronary artery
disease group and 86 person with not detected any stenosis or lesion is classified as
a control.

Fasting blood sugar, lipid profiles were determined by enzymatic
colorimetric method (Cobas Integra 800 otoanalizor, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya) and nitric oxide levels detected by ELISA (Organo Teknika,
Avusturya) in control and CAD group. Genomic DNA was isolated from whole
blood in control and CAD groups. eNOS T786C and G894T polymorphisms of
eNOS, were determined by real-time PCR (LightCycler480 Il, Roche Diagnostics
GmbH Mannheim, Almanya) with mutation detection Kits.

Nitric oxide level was not significantly different between patients and
control group (p=0.246). In T786C polymorphism of eNOS, TT, TC and CC
genotype frequencies are 42.7%, 41.6 and 15, respectively, in CAD group and
62.8%, 29.1 and 8.1, respectively in the control group. Compared with the TT
genotype, those with TC genotype has 2100-fold (p = 0.026), and those with the CC
genotype has 2.842-fold (p=0.040) and C allel has 1,964-fold (p=0,005) were
determined to have greater risk of developing CAD. eNOS G894T polymorphism,
showed no significant difference between CAD group and control group.

In conclusion, the eNOS G894T genotypes were not associated with CAD
and the eNOS T786C variants was be evaluated as a risk factor for CAD.

Key words: Nitric oxide, eNOS T786C, G894C eNOS, Coronary Artery Disease
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1.Giris

Endotel, vazoaktif maddelerin sekresyonunda ve diizenlenmesinde, vaskiiler diiz
kaslarin kontraksiyon ve gevsemesinde, koagiilasyonun diizenlenmesinde, 16kosit
adhezyonunda ve maddelerin transvaskiiler diflizyonunda bir bariyer olarak gorev alan,
vaskiiler diiz kas ile damar liimeni arasinda uzanan bazal membran {izerinde yerlesmis
tek sirali yassi epitel hiicrelerden olusan bir dokudur. Endotelin bir¢ok hastaliktaki
onemi, endotel kaynakli bir vazodilatatér faktor olan nitrik oksitin kesfedilmesiyle
anlasilmistir. Nitrik oksit (NO), vaskiiler endotelde endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi
tarafindan L-argininden sentezlenen vazoaktif bir maddedir ve wvaskiiler diiz kas
gevsetici etkisi ile endotel bagimli vazodilatasyonun ana mediyatoriidiir (1).

Nitrik oksit, kalp-damar fizyolojisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve
nitrik oksitin vaskiiler endotelde ateroskleroz gelisimini Onleyici ¢esitli etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Bu etkileri arasinda; trombosit ve ldkositlerin endotele
yapismasint Onler, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu
azaltir;, LDL oksidasyonunu kisitlayarak LDL’nin aterojenik LDL’ye doniisiimiinii
engeller (2,3).

Nitrik oksit olusumunu saglayan nitrik oksit sentaz enziminin (NOS); nNOS
(noronal), INOS (indiiklenebilir) ve eNOS (endotelyal) olmak iizere ii¢ izoformu vardir.
Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) hem in vivo hem de in vitro sartlarda siirekli
sentez edilen tek NOS izoformudur. eNOS geni 7 no’lu kromozomun terminal
bolgesinde yer alir. nNOS geni ise 12. kromozomda bulunur. eNOS geni 26 ekson igerir
ve yaklasik olarak 21 kilobazlik genomik DNA’dan olusur. eNOS geninin kodladig
mRNA 4052 niikleotid igerir ve haploid genomda tek kopya olarak bulunur (4).

Son yillarda eNOS enzimini kodlayan gende ¢esitli mutasyonlar saptanmistir.
eNOS geninde belirlenen mutasyonlardan biri, niikleotid 786°da timidin ile sitozinin yer
degistirmesi (T786C) sonucu ortaya cikarken, bir digeri niikleotid 894’de guanin ile

timinin yer degistirmesi (G894T) seklinde goriiliir. Bu mutasyonlarin bozulmus NO



salimimina, sonu¢ olarak da koroner arter hastaligina neden olabilecegi bildirilmistir
(5,6).

Koroner arter hastaligi, kalp kaslarina giden kan akisinin azalmasi nedeniyle
olusan miyokard iskemisi ile sonuglanan bir hastaliktir. Iskemi, genellikle ateroskleroz,
tromboz, spazm ya da emboli gibi nedenlerle kan kaynaginin kalbin bir bdliimiine az
ulagmasi ya da anemi, karboksihemoglobinemi ya da hipotansiyon gibi nedenlerle kan
akiminin azalmasiyla gelisen ve doku hasariyla sonuglanan patolojik bir durumdur.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisindeki biiylik gelismelere ragmen, ateroskleroz bir
cok iilkede kadin ve erkeklerde 6liim nedeni olarak basta gelmekte ve ayni derecede
onemli olarak yasami kisitlamaktadir. Hayatin erken evrelerinde baslayarak orta yas ve
sonrasinda koroner arter hastaligi ile sonuglanan ateroskleroz bir¢ok nedene bagl bir
hastaliktir (7).

Aterosklerozun gelisiminde sigara kullanimi, hiperkolesterolemi, hipertansiyon,
diyabet, yas, cinsiyet ve genetik yatkinlik gibi geleneksel risk faktorleri vardir. Kisilerin
yasam kalitesinin arttirilmasi agisindan Koroner arter hastaligina yatkinliginin olup
olmadigin1 erkenden G6grenebilmek ve ona gore Onlem alabilmek i¢in koroner arter
hastaliklarinin genetik alt yapisinin belirlenmesi 6nemlidir. eNOS enziminin kronik
inhibisyonunun aterosklerozu hizlandirdig: ve kan basincinda yiikselmeye neden oldugu
hayvan deneyleriyle ortaya konmustur. Vazospastik anginali hastalarin  koroner
arterlerinde NO aktivitesinin diisiik oldugu gdosterilmistir. Bu bulgular, azalmig NO
saliniminin ateroskleroz gelisimi tizerindeki etkisini desteklemektedir (1,8).

Ateroslerozun gelismis iilkelerde en sik goriilen hastaliklardan biri olmasina da
bagli olarak son yillarda 6zellikle ateroskleroz patogenezinde rol oynayan genetik
faktorler iizerine yapilan g¢alismalara ilgi artmistir. NO’in kalp damar fizyolojisinde
onemli bir rol almasi nedeni ile bu ¢aligmada, Mersin bolgesinde NO sentezini saglayan
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) T786C ve G894T gen polimorfizmlerinin koroner
arter hastalig1 olan hastalarda olasi roliiniin belirlenmesi, ayrica kontrol grubu sonuglari
degerlendirilerek saglikli kisilerde eNOS T786C ve G894T gen polimorfizmlerinin allel

siklig1 bulunarak toplumda goriilme sikliginin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endotel

Endotel, damarlarin i¢ yiizeyini doseyen tek katli yassi epitel tabakadir.
Endotelin hiicre tabakasi, vaskiiler diiz kas ile damar liimeni arasinda uzanan, bazal
membran iizerine yerlesmistir. Endotel, tiim vaskiiler sistemi kaplamasi nedeniyle
viicuttaki en yaygin ve en biiylik doku olarak kabul edilir. 19. yiizyilin basinda sadece
kan ile organlar arasinda bir bariyer oldugu diisiiniilen endotelin, bugiin yapilan
caligmalarla, vaskiiler tonusun kontroliinii sagladigi, hiicre ¢cogalmasinda gorev aldigi,
trombositlerin ve 16kositlerin damar duvart ile etkilesimini diizenledigi, tromboregiilator
molekiilleri ve biiylime faktorlerini sentezleyebildigi, fiziksel ve kimyasal uyarilara
yanit verebildigi gosterilmistir (1,9,10).

Eriskin bir insanda, hiicre sayisi 1 trilyonu bulan, yaklasik 1-7 m?lik bir yiizey
alan1 ve 1800 gram agirligina sahip olan endotel, aktivitesi oldukca yiiksek olan
metabolik bir dokudur. Ayrica, vazodilatator ve vazokonstriktor substratlarin yapiminda
etkili olarak, vaskiiler homeostazin saglanmasinda temel rol oynayan endokrin bir
organdir (11,12).

Endotelin esas gorevi normal kan akisini korumaktir. Endotel normal kan
akigini, prostoglandin 12 (PGI2) ve endotel kdkenli gevseme faktorii (EDRF) olan nitrik
oksit (NO), endotel kokenli hiperpolarizan faktor (EKHF), C tip natriliretik peptid gibi
cesitli vazoaktif maddelerin salinimi yoluyla gergeklestirir. PGI2 ve NO ana
vazodilatatorler olmalarinin yaninda plateletler iizerinde antiagregan etkiye de
sahiptirler. Vazodilatasyonu dengelemek igin endotelden endotelin-1, anjiotensin Il
(All), tromboksan A2 gibi vazokonstriktor bilesenler de salinir. Arteriyel homeostaziste
vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon arasindaki dengede NO ¢ok 6nemli roller oynar ve
vaskiiler agikligin saglanmasi ve perfiizyonun devam ettirilmesi esas olarak endotelden
NO ve PGI2 salinimu ile gergeklesir (13).

Endotelin hasar1 durumunda belirgin hale gelen prokoagiilan o6zellikleri de
vardir. Fibrin pithtilarin parcalanmasinda gerekli olan plazminojen gibi ajanlarin yani

sira, von Willebrand faktoér gibi prokoagiilanlart ve hem doku hem de iirokinaz-tipi



plazminojen aktivatdrlerini de salgilar (14,15).

Endotel hiicreleri yapisal benzerliklerine ragmen, farkli anatomik bdlgelerde
farkli ozellikler gosterirler. Ornegin, kapiller endotel hiicrelerinin yiizeyinde platelet
kaynakl1 biiyiime faktorii i¢in reseptorler bulunurken, arteriyel endotelde bulunmaz.
Bunun yam sira, arteriyel sistemin farkli bolgelerinde de farkli endotel hiicreleri yer
alabilmektedir. Bu durum, degisik hasarlara olusan yanitlarin farkliligini da agiklar
(14,15).

Endotel hiicreleri, ortak bir kokenleri olmasina ragmen damar gelisimi esnasinda
aldiklar1 farkli sinyallerle spesifik karakteristiklerini kazanirlar. Endotel hiicrenin
hetereojenitesi hem g¢evresel uyaranlara, hem de gelisim esnasinda edinilen epigenetik
ozelliklere baglidir. Son bulgular, arteriyel duvarin ¢esitli boliimlerini olusturan
hiicrelerin embriyolojik donem disinda, postnatal yasamda da, kemik iliginden
kaynaklandigim1 gostermektedir. Ozellikle periferik kan, endotel deskuamasyon
alanlarimin tamirine yardimei olan endotel progenitdr hiicrelerini (EPC) igerir. Ayrica,
kemik iligi kokenli diiz kas hiicreleri de, hasarli yada transplante arterlerin intima yada
mediasina yerlesebilirler. EPC, CD133, CD34 ve vaskiiler endotel biiylime faktorii gibi
karakteristik belirtecler gibi davranir. In vitro calismalarda, dolasimdaki EPC sayismin
bireysel farkliliklar gosterdigi saptanmustir. Ateroskleroz icin yiiksek risk faktori
tasiyan bireylerde, EPC sayis1 diisiiktiir. Aterosklerotik hastalarda, EPC sayis1 hastaligin
prognozuyla korelasyon gosterebilir. Ileri yas hastalarda EPC sayisinin  azalmasina
bagli olarak intimal biitiinligiin tamir yetenegi de azalir (15).

Endotelde hasara neden olan faktorler arasinda hiperlipidemi, hipertansiyon,
diabetes mellitus, sigara, hiperfibrinojenemi, hiperhomosisteinemi, Herpes infeksiyonu
ve immun mekanizmalar yer alir. Ateroskleroza ait histolojik ozelliklerin
saptanmasindan 6nce endotel hiicrelerine ait fonksiyon bozukluklar1 gézlenir. Endotel
hiicrelerin hasar1 sonunda subendotel intimada makrofaj birikimi olusur. Makrofaj ve
endotel hiicrelerinden agiga ¢ikan biiyiime faktorleri sonucunda diiz kas hiicrelerinde
aktivasyon veya proliferasyon goriilmektedir (16).

Aterosklerozun ilk basamagi endotel hasaridir. Hasarla birlikte, endotel
gecirgenlikte artig, trombosit agregasyonu, lokosit adhezyonu ve sitokin iiretimi
gozlenir. NO iretimindeki ya da aktivitesindeki azalma, endotel hiicresinin

vazodilatasyon kapasitesinde bozulmaya ve LDL kolesterol oksidasyonuna yol agar.



Bozulma, endoteldeki hasarin en erken bulgularindan biri iken, oksidasyon da
aterosklerozun en 6nemli basamagidir (10,17).

Endotel, vaskiiler saglikta yasamsal Oneme sahip anti-inflamatuar ve
antikoagiilan 6zellikleriyle merkezi bir role sahiptir ve bu etkilerinin birgogu NO aracili

gerceklesir (10).

2.1.1. Endotel Fonksiyonlari

Endotel tek katli basit yapisina ragmen, dolagimdaki kanin tiim igerigine karsi
bir bariyer olmasimin yaninda, kan ve diger dokular ile aktif biyolojik etkilesim
icindedir. Fizyolojik ve patolojik uyarilara karsi damar diiz kas hiicrelerinin toniisiinii
ayarlar ve damari dilate durumda tutmak yoniinde islev goriir. Bununla birlikte endotel,
damar icindeki kan ve potansiyel trombojenik subendotel dokular arasinda pihti dnler
bir tabaka olusturur. Cizelge 2.1’de endotelden salgilanan aract molekiiller ve islevleri
verilmis olup bu molekiiller; prostasiklin, NO, ekto-ADPaz, heparin benzeri
proteoglikan, trombomodulin, doku plazminojen aktivatorii (tPA), {rokinaz,
plazminojen aktivator inhibitorii (PAI-1), EKHF, anjiotensin doniistiiriicii enzim (ADE),
endotelin, transforme edici biiyiime faktorii o (TGFa), platelet kdkenli biiyiime faktorti,
endositik reseptorler, hiicre yiizeyi glikokaliksi, selektinler, interseliiler adezyon
molekiilii, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM-1), monosit kemoatraktan protein
(MCP-1) ve interlokin-8 (IL-8)’dir (Cizelge 2.1) (18-20).

Cizelge 2.1. Endotelden salgilanan araci molekiiller ve islevleri (20)

Molekiiller Islevler
Prostasiklin, NO, Ekto-ADPaz Antiplatelet
Heparin benzeri proteoglikan, Trombomodulin Antikoagiilan
tPA, Urokinaz Profibrinolitik
PAI-1 Antifibrinolitik
Prostasiklin, NO, EKHF, ADE, Endotelin Vaskiiler tonusun diizenlenmesi
Heparin benzeri molekiiller, NO, TGFa, PDGF Diiz kas hiicre biiyiimesinin kontrolii
Endositik reseptorler, Hiicre yiizeyi glikokaliksi Selektif gegirgen bariyer 6zelligi
Selektinler, ICAM-1, VCAM-1 MCP-1, IL-8 Inflamasyon ve hiicre adezyonu

*NO; nitrik oksit, tPA; doku plazminojen aktivatorii, PAI-1; plazminojen aktivator inhibitori, EKHF;
endotel kokenli hiperpolarize edici faktér, ADE; anjiotensin doniistiiriicii enzim, TGFa; transforme edici
biiytime faktdrii o, PDGF; platelet kokenli biiyiime faktorii, ICAM-1; interseliiler adezyon molekiili,
VCAM-1; vaskiiler hiicre adezyon molekiilii, MCP-1; monosit kemoatraktan protein, IL-8; interl6kin-8




Bu genel fonksiyonlara ilaveten endotel, biiylime ve inflamasyonu diizenleme,
akcigerlerde gaz degis tokusu, kalpte miyokardiyal fonksiyonun kontrolii, karaciger ve
dalakta fagositoz gibi viicudun farkli boliimleri i¢in farklilasmis, organ spesifik rollere

de sahiptir (18-20).

a- Endotelin Secici Bariyer Ozelligi

Endotel, dolasim ve damar duvar1 arasinda selektif gecirgen bir bariyer
olusturur. Sivi dengesinin siirdiiriilebilmesi i¢in bu yar1 gegirgen bariyer gereklidir.
Ayni zamanda, inflamasyon, immun cevap ve yara iyilesmesi icin intertisiel alana
antikorlar, hormonlar, sitokinler v.b. molekiillerin gecisi i¢cin de bu bariyer dnemlidir
(21).

Endotel hiicreleri arasinda, endositoz yoluyla her iki yonde madde gegisine
olanak saglayan, siki baglantilar ve aralikli baglantilar olmak {izere iki tip baglanti
vardir. Kapiller endotelde de gozlenen transendotel kanallarin arteriyel dokuda
makromolekiil taginmasindaki rolii heniiz ¢ok agik degildir. Endotel hiicrelerinin
tizerine oturdugu bazal membran, proteoglikan molekiilleriyle karigmis kollajen (tip IV
kollajen) igerir. Bu konnektif doku molekiillerinin sentezi endotel hiicre tarafindan

yapilir. Bazal membran kaba bir filtre gorevi de goriir (14).

b- Endotelin Tromborezistans Ozelligi

Endotel, trombositlerin adezyonuna direngli ve koagiilasyonu aktive etmeyen bir
ylizey saglar. Trombin olusumunun kontrolii, endotelin antitrombotik ve protrombotik
aktivitesinin dengelenmesinde anahtar basamaktir (22). Endotel, hemostaz ve tromboz
mekanizmasinda c¢ok Onemlidir. Trombin iiretiminin kontrolii, endotel hiicrelerin
antikoagililan ve prokoagiilan aktiviteyi dengelemesiyle saglanir. Normal endotel,
pihtilasmayr Onleyici bir yiizey olustururken, hasarlandiginda veya inflamatuar
durumlarda prokoagiilan olabilir (23).

Arteriyel sistemde, endotel hiicreleri diizgiin ve kesintisiz bir ylizey
olustururken, kan elementleri ve arter duvari arasinda ise se¢iciligi oldukga yiiksek bir

bariyer teskil ederler. Nontrombojenik bir yiizey olustururlar. Endotelin nontrombojenik



yiizey olusturmasinda yiizeyini kaplayan heparan siilfat ve prostaglandin tlirevlerinin
(6zellikle prostasiklin) rolii vardir. Bu molekiiller, antitrombin III i¢in kofaktor olarak
gorev yaparak trombini inaktive ederler (14,15).

Endotel yiizeyi ayrica trombine baglanarak protein C ve S’1 aktive etme yoluyla
anti trombotik etki gosteren trombomodiilin (TM) de igerir. Trombomodulin faktor
Xa’y1 inhibe eder. Olusan Trombin-TM kopleksi, faktdr V ve faktor XIII'u aktive eden
enzimleri inhibe eder. TM’e baglanan trombin hizlica inaktive edilir. Trombin-TM
kompleksi, antikoagiilan bir faktor olan protein C’yi aktive eder. Aktive olmus protein
C (APC)’nin aktivitesi ise endotelden de salinan protein S ile arttirilir. APC’de faktor V
ve VII'i inhibe eder (22).

Endotel hiicrelerine trombosit adezyonu, prostasiklin ile inhibe edilir.
Prostasiklin, arasidonik asit metabolizmasinin bir iiriinii olarak damar endotel ve diiz
kas hiicreleri tarafindan sentez edilir. Prostasiklin, platelet aktivasyonu, sekresyonu, ve
agregasyonunu ayrica monositlerin endotel ile etkilesimini inhibe eder. Ayn1 zamanda
diiz kas hiicresinin gevsemesine neden olur. NO’da benzer sekilde platelet adezyon,
aktivasyon ve agregasyonunu inhibe eder. Bir kisim NO ise limene gecerek plateletleri
etkiler (24).

Ayrica endotel, trombolitik ajan olan doku plazminojen aktivatorii (tPA) de
salgilar. Endotel hiicrelerin yiizeyinde yer alan plazminojen ve tPA reseptorleri etkin

siiflandirilmis fibrinolitik aktiviteye sahiptir (25).

c- Endotelin Vaskuler Tonus Kontroliindeki Rolii

Endotel, dolagim ile ¢cevre dokular arasinda bariyer olma 6zelligi gdstermesinin
yaninda fizyolojik durumlarda vaskiiler hemodinamiyi etkileyen hem relaksasyona hem
de kontraksiyona neden olan vazoaktif mediyatorler salgilar (Sekil 2.1) (18). Baslica
vazodilator olarak NO salgilayan endotel, bununla birlikte daha az vazodilator etkisi
olan prostasiklin (PGIl;) ve endotel kaynakli hiperpolarizan faktér (EKHF)
salgilamaktadir. Endotel ayrica vazokonstriktdr anjiotensinojen, vazokonstriktor
prostoglandinler, trombosit aktive edici faktor (PAF) salgilar. Robert Furchgott ve
arkadaslar1 tarafindan tavsan aortu iizerinde yapilan deneyle asetilkolin ile endotel

dokudan NO saliniminin gdsterilmesinin ardindan, bradikinin, seratonin, adenozin



difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP), vasopresin, endotelin, substans-P, trombin
gibi bircok farmakolojik ajanin endotel dokudan NO, EKHF, PGI2 salgilattig
gosterilmistir. Bu ajanlar ayni zamanda damar diiz kaslar1 iizerinde de reseptdrlere
sahiptirler. Diliz kaslar tlizerindeki bu reseptorlerin s6z konusu ajanlarla uyarilmasi

damarda kasilmaya yol acar (26,27).

NO ET-1
PGI2 Superoksit
Bradikinin PGH2/TXA2

Anjiyotensin Il

Vazodilatasyon Vazokonstriksiyon

Sekil 2.1. Endotelyumdan salinan vazoaktif mediyatorler (18).
*NO; Nitrik oksit, PGI2;Prostasiklin, ET-1;Endotelin-1, PGH2;Prostaglandin H2, TXA2;Tromboksan A2

Endotelden Salinan Vazodilator Mediyatorler

Nitrik Oksit; Endotelden salgilanan en onemli vazodilator mediyatordiir. Endotel
disfonksiyonda ilk goriilen, NO aracilig1 ile olan endotel bagimli vazodilatasyonun
bozulmasidir. NO {iretimi veya aktivitesindeki bozukluk endotel disfonksiyonun ana

mekanizmasi oldugu ve aterosklerozu tetikledigi one stiriilmektedir (28).

Endotel Kaynakh Hiperpolarizan Faktor; Endotel kaynakli hiperpolarizan factor
(EKHF), NO ve PGI2 disinda endotel kaynakli vazodilatér olarak tanimlanmuistir.
Yapilan arastirmalarda nitrik oksit sentaz (NOS) ve siklooksijenaz inhibitorleri ile
engellenemeyen vazodilatatér yanitin bradikinin, substant P ve shear stres’e karsi da

elde edildigi gosterilmistir (29). Bu vazodilatér yanitin potasyum kanallarmin bloke



edilmesi ile ortadan kalktig1 gosterilmistir. Vazodilatasyon, diiz kaslardaki K+
kanallarinmn agilmast ile hiicre disina K* ¢ikmasi sonucu hiicrenin hiperpolarize olmasi
ve bunun sonucunda da voltaj bagimli Ca*? kanallariin kapanmasi ile hiicre igine Ca*
akismin durmasmdan kaynaklanir (30,31). insan koroner arterlerinde bradikinin ile
olusan vazadilator yanittan sorumlu olan EKHF’nin, NO’nun tersine kiigiik damarlar
(rezistan arterler) lizerine olan etkisi, biiyiikk damarlardan fazladir. NO, EKHF iiretimini
inhibe eder. Ileri yas ve uzun siireli hiperkolesterolemi, periferik arteriyollerde NO gibi
EKHF’nin de azalmasina neden olur (32).

Endotel kaynakli hiperpolarizan faktoriin hangi molekiil veya molekiillerden
olustugu tam olarak agiklanamamakla birlikte farkli damar yataklari {lizerinde farkli
etkiler gostermesi birden ¢ok EKHF molekiilii olabilecegini akla getirmistir (33). Bu
molekiillerden bir tanesi arasidonik asit metabolitlerinden olan Epoksieikosatrienoik
asittir (EET). Hayvan koroner arterlerinde yapilan deneylerde, asetilkolin, bradikinin ve
arsidonik asitin endotelden EET salarak vazodilatasyona neden oldugu gdsterilmistir
(31). H202’nin endoteli soyulmus damarda hiperpolarizasyon ve vazodilatasyon yaptigi
gosterilmistir. Ayrica aragidonik asit sentezinde fonksiyonu olan “anandamit”

molekiiliiniin ve potasyum iyonunun EKHF aktivesi saptanmistir (34).

Prostasiklin; Prostasiklin (PGl,), endotel kaynakl giiglii bir vazodilatordiir. Iskelet
kasinda kan akimi ve metabolik vazodilatasyonu diizenlemede biiylik 6nemi vardir.
Arasidonik asitten sentezlenen PGIy, trombositlerin agregasyonunu ve endotel yiizeyine
tutunmalarin1  engeller (35). Siklooksijenaz enzim aktivasyonuyla endotelden
kaynaklanan prostasiklinin koroner damarlar lizerine etkisi agik degildir. Siklooksijenaz
inhibitérii indometazinin koroner kan akimini azalttign fakat bu etkinin Sentezinin
engellenmesine bagli olmadigi bildirilmistir (36).

Prostasiklin salinimini1 uyaran faktorler pulsatil basing, bradikinin, trombin,
serotonin ve trombosit kokenli biiyiime faktoriidiir. Fizyolojik sartlarda prostasiklin
tiretimi diisiik diizeyde olmasina ragmen ateroskleroz varliginda tiretimi artmaktadir.
Koroner ateroskleroz yada risk faktorii olan hastalarda prostasiklinin, istirahat
epikardiyal ve rezistans arterlerin tonusunda, akima bagh dilatasyon ve metabolik
vazodilatasyonda Onemli rol oynadigi ortaya konmustur (37-39). Bu nedenle

prostasikline bagli koroner vazodilatasyon, NO eksikligi olan ortamda onemli bir



kompansatuar mekanizma olarak rol oynar (39).

Adenozin; Adenin niikleozit (adenozin) ve niikleotidler (ATP ve ADP), akim artigi
veya trombiis gibi uyaranlarla endotelden salgilanirlar. Plirinoseptorler P1 ve P2 olmak
tizere iki katergoriye ayrilir ve adenozin gibi niikleozitler ile aktive olan piirinoseptorler
P1 tipi, ATP gibi niikleotitler gibi aktive olan piirinoseptorler ise P2 tipi olarak
adlandirilir. Adenozinin diiz kaslardaki reseptorii P1’e baglanmasiyla cAMP iiretimi
olur ve bunun sonucunda vazodilatasyon olusur. Adenozinin hem endotel hiicresinde
hemde diiz kas hiicresindeki reseptorii P2’dir. Endoteldeki P2 reseptorii uyarildiginda
EDRF/ PGl; iiretimi gergeklesir ve vazodilatasyon olur. Diiz kastaki P2 reseptoriiniin
uyarilmasit ise vazokonstriksiyon ile sonuglanir. Endotel dokunun ATP ve ADP’yi
adenozine c¢eviren ve boylece lokal konsantrasyonu kontrol eden, ektraselliiler
ektoniileotidaz enzim sistemi vardir. Bu fonksiyon sayesinde, trombiislerden salgilanan
ADP’nin adenozine cevrilerek etkisi engellenmis olur. Adenozin, ATP ve ADP’ye
damarin verecegi vaskiiler cevabi, bu molekiillerin miktar1 ve fonksiyonel endotelin
varlig1 belirler. Miyokardiyal oksijen arz-talep arasi dengesizlik ve koroner kan akimi

artigina bagli olarak adenozin liretiminde artis meydana gelir (40).

Endotelden Salinan Vazokonstriiktor Mediyatorler

Endotelin: Endotelin (ET), endotelden salinan en iyi tanimlanmis vazokonstriiktordiir.
Endotelinin ii¢ izoformu arasinda (ET-1, ET-2 ve ET-3) endotelden sadece endotelin-1
(ET-1) salinir. ET-1, preproendotelin olarak bilinen 6ncii bir molekiilden sentezlenir ve
daha sonra biiyiilk endoteline doniigiir. Son olarak da endotelin doniistiiriicii enzim
vasitastyla aktif ET-1’e doniisiir. ET icin ET-A ve ET-B olmak iizere iki reseptor
tanimlanmistir. ET-A reseptorleri daha ¢ok damar diiz kaslarinda bulunur. Diiz kas
proliferasyonu ve vazokonstriksiyonu saglar. ET-B reseptorleri ise endotel hiicrelerinde
bulunur ve endotele bagli vazodilatasyonundan sorumludur (41,42). ET-1’in
endoteldeki ET-B reseptorine baglanmast endotelden NO salinimina ve
vazodilatasyona yol agar. Hiperkolesterolemi gibi patolojik durumlarda ET-B’nin
uyarilmasinin toplam etkisi vazokonstriksiyondur (43,44).

Vazodilator uyaranlara cevap olarak hizla salinip saniyeler i¢inde inaktive olan
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NO’nun tersine, ET-1 bagimli konstriiksiyon yavas baslangi¢lidir ve uzun siire devam
eder. ET-1 vazokonstriktor etkisine ilaveten diiz kas hiicre ¢ogalmasini uyarir, vaskiiler
yeniden yapilanma ve 16kosit adhezyonuna katkida bulunur. Boylece inflamasyon ve

aterogenezde 6nemli rol oynar (10,22,40).

Anjiyotensin Il: Anjiyotensin II, damar diiz kasinda pek ¢ok hiicresel ve hiicreler arasi
olaylan etkileyerek vazokonstriksiyona ve arter duvarinda yapisal degisliklere neden
olmaktadir. Endotel hiicrelerinde iki tip anjiyotensin II reseptorii saptanmuistir.
Anjiyotensin - II’'nin  tip-1 reseptorii Ozellikle damar diiz kas hiicrelerinin
kontraksiyonunda rol oynamaktadir. Anjiyotensin II reseptor blokerleri endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) araciligiyla NO ve prostoglandinlerin salinimini arttirmaktadirlar.
Anjiyotensin |1 tip-II reseptorleri ve anjiyotensin I’in metaboliti olan anjiyotensinin ise

endotelde gevsemeyi saglamaktadir (45,46)

d- Endotelin Kan Hiicreleri ile Etkilesimi

Normal arteryel endotel doku, 16kositlerin endotel hiicrelerine yapigsmasina karsi
direnglidir. Inflamasyonun oldugu dokuda ekstravaskiiler alana 16kosit gecisi arterlerden
degil postkapiller veniillerden olur (47). Fakat aterosklerotik diyet ile beslenmenin
hemen ertesinde, arteryel endotel hiicreleri 16kositleri baglamak igin 6zel adezyon
molekiilleri sentezler. Endotel dokunun sentezledigi bu adezyon molekiilleri
immunglobulin ailesi iiyeleri ( VCAM ve ICAM ) ve E-selektindir (48). Endotel
hiicreleri kendi sentezledigi E-selektin disinda trombosit tarafindan sentezlenen P-
selektini de kendi hiicre zarlarma alirlar (22). Ayrica endotel hiicre zarlarinda
I6kositlerdeki L-selektine baglanan molekiiller vardir. Endotel ve 16kosit hiicre zarinda

gerceklesen reseptor ligand hiicre iliskisi Cizelge 2.2.de 6zetlenmistir (49).
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Cizelge 2.2. Endotel ve 16kosit kaynakli adezyon molekiilleri, ligandlar1 ve bu reseptdr ligand iligkisini
kullanan 16kosit tiirleri (49)

Adezyon molekiilii Sentezleyen Baglanan Baglanan hiicre
(reseptor) Hiicre molekiil( ligand)
. . | VCAM-1 Endotel VLA-4 Monosit, Lenfosit.
Immunglobulin
ailesi ICAM1,2 Endotel CD1la (FLA-1) Bir ¢ok lokosit tiirii
CD11b (Mac-1)
Selektinler E-Selektin Endotel Sialyn-Lewis X Granulosit> Monosit>
(ELAM-1) T hiicresi.
P-Selektin Trombosit PSGL-1 Monosit
(GMP-140) =Lenfosit=Grantilosit.
L-Selektin Lokosit PSGL-1 Endotel

*\VCAM : Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii ICAM : Interseliiler adezyon molekiili VLA : Cok ge¢
doénem antijen PSGL : P-Selektin glikoprotein ligand

Bir 16kositin transmigrasyonu alt1 asamada gergeklesir (22,47):

1- Endotel hiicresinin aktivasyonu: Endotel hiicre zarinda E-selektin ve P-selektin
diizeyi artar.

2- Lokositin endotele geri doniisiimli yapismasi: Selektin- reseptor etkilesimi sonucu
gerceklesir.

3- Lokositin endotel lizerinde yuvarlanmasi: Selektin-reseptor etkilesimi ile gerceklesir.
4- Lokositin aktivasyonu: Kemokinlerle aktive olan lenfosit yiizeyinde VCAM-1 ile
baglanan ligandlarin miktari artar.

5- Lokosit, endotel baglantisinin giiclendirilmesi: Lokositlerdeki ligandlarin, VCAM ve
ICAM ile etkilesmesi ile gergeklesir.

6-Lokositin iki endotel hiicresi arasindan dokuya ge¢mesi: PECAM-1 (platelet
endoteliyal hiicre adezyon molekiilii) ve diger birgok molekiil gorev alir.

Herhangi bir inflamatuar uyar1 olmadiginda, nétrofiller serbestge dolasir ve
endotel ile etkilesmeye girmezler. Buna karsilik monosit ve lenfositlerin damar
duvarmin iki tarafina dogru diisiik seviyede trafigi vardir. Kan akimindan go¢ eden
monositler, doku ve organa 6zgii fonksiyonlari olan makrofajlari olustururlar. Doku
bagisikligimin siirdiiriilebilmesi i¢in lenfositler, kan ve lenfatikler arasinda dolasirlar.
Konake1 korunmasi ve tamiri i¢in kritik 6neme sahip olmakla birlikte bazi kosullarda
16kosit endotel hiicresi etkilesimi damar ve doku hasarina neden olur. Siki olarak

endotele baglanmis ve aktive olmus l6kositler gecirgenligi degistiren aracilar salgilarlar
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veya endotel hasarina neden olarak trombozise neden olabilecek toksik tiriinler iiretirler.

Benzer sekilde goc etmis l6kositler de komsu dokularda hasara neden olabilirler (50).

2.1.2. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu, aterosklerozun yapisal degisikliklerinden 6nce olusur ve
gelecekteki kardiovaskiiler olaylar1 6ngérmeye yardim eden bagimsiz bir faktordiir.
Endotel yaralanma, fiziksel travma ya da hafif hiicresel zedelenme olarak tanimlanan
endotel disfonksiyon, ayni zamanda NO iretiminde bozulma, ET-1, angiotensin ve
oksidanlar gibi gevseme ve kasilma faktorlerin arasindaki dengesizligi ifade eder (7).
Cesitli mekanizmalarin i¢inde en belirgin olani NO azalmasidir. Bu durumun nedeni
NO’nun biyolojik aktivitesinde azalma veya endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
enziminin aktivitesinin azalmasidir (51).

Endotelyal nitrik oksit sentaz aktivitesinin azalmasimin nedenlerinden biri
peroksinitrit artisidir. NO ile serbest oksijen radikallerinin (SOR) reaksiyona girmesiyle
olusan ve sitotoksik oksidan olan peroksinitrit, endotel disfonksiyonuna yol acar. Bu
etkisini proteinlerin nitrasyonu yoluyla hiicresel proteinlerin fonksiyonunu bozarak
gosterir. Aynt zamanda, LDL’nin oksidasyonuna yol acarak proatrojenik rol oynar.
Peroksinitrit, eNOS’un kofaktdrii olan tetrahidrobiopterin ile etkileserek enzimin
aktivitesini azaltir. Oksidatif stres artist eNOS enziminin rediiktaz fonksiyonunu aktif
hale getirir ve daha fazla SOR olusumuna neden olur. Bu da damar duvarinda
proinflamatuar olaylari baslatir ve SOR, adezyon molekiillerini (VCAM-1 ve ICAM-1)
ve kemotaktik molekiilleri (makrofaj kemotaktik peptid; MCP-1) artirir. Inflamasyonun
baslamast NO’nun aktivitesini azaltir. C reaktif proteinin de eNOS aktivitesini azalttigi
gosterilmistir (51).

Nitrik oksit azalmasina yol agan bagska bir mekanizma ise eNOS enziminin
endojen kompetitif inhibitdrii olan asimetrik dimetil arjinin (ADMA) diizeylerindeki
artistir. ADMA, protein katabolizmas1 sirasinda ortaya ¢ikan bir {irlindiir, bobrekler
yoluyla atilir veya sitriilline metabolize edilir. Hiperkolesterolemik bireylerde ADMA
diizeylerindeki artis ile endotele bagimli vazodilatasyon arasinda negatif korelasyon
bulunmus, eNOS enziminin substratt ve ADMA’nin kompetitif inhibit6rii olan L-arjinin

inflizyonunun endotel fonksiyonlarini diizelttigi gosterilmistir (51).
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Vazoaktif maddelerin dengesinin bozulmasi trombojenik ve aterojenik bir ortam
olusturmaktadir. Endotel disfonksiyonun onemli bir sonucu inflamasyona egilimin
artmasidir (52).

Normal endotel fonksiyon bozuklugu kendini asagidaki durumlarla gosterir;

a) Endotele bagimli vazodilasyon bozulur (53).

b) Nitrik oksit yapimi ve salgilanmasi azalir ve sonucunda trombosit agregasyonu
kolaylasir (54).

¢) Endotelin diizeyi artar ve vazokonstriiksiyon geligir (55).

d) Endotel hiicrelerinde, yikimin azalmasi nedeni ile ADMA diizeyi artar ve bu da NO
sentezini inhibe eder (56).

e) Yiiksek kolesterol diizeyi, endotelden serbest oksijen radikallerin salgilanmasina
neden olur ki bunlar da NO’ya baglanarak aktivitesini bozar (57).

f) Hiicre yiizeyinde VCAM-1, ICAM-1 ve platelet/endotel hiicre adezyon molekiilii
(PECAM-1) gibi adezyon molekiillerinin diizeyi artar ve endotel disfonksiyonunun
oldugu bolgelerde l6kositlerin tutunmasini kolaylastirir (58).

g) PGlI; iiretiminin azalmasi, endotel hiicresine bagli protein kinaz C etkinlesmesinde
azalma ile tromboplastin {retiminin ve platelet aktivator inhibitor-1 (PAI-1)
salgilanmasinin artigina ve trombiis olusumuna egilimin artmasi ile sonuglanir (58).

Endotel disfonksiyon olusumu sekil 2.2. de gosterilmistir (59).

NO, PGI2, PDGF, AT II, Endotelin — Endotelyal gecirgenlik
L selektin, integrinler, PECAN-1, VCANMN-1—> Up-regilasyon
Okside LDL, MCP-1, IL-8, PDGF, M-CSF —>Lékosit migrasyonulékosit

gecirgenlik MiGrasyont adezyon adezyonu

Endotelyal I Lokosit I Endotelyal I Lokosit I

Sekil 2.2. Endotel disfonksiyonu (59)
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Koroner arter hastaliginda endotel disfonksiyonunun kotii prognoz gostergesi
oldugu da bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda endotel fonksiyonlarindaki bozulmalarin
aterosklerozun, akabinde aterosklerotik plaklarin ve en sonunda aterosklerotik plak
komplikasyonlarinin gelismesinde ana element oldugu anlasilmistir (16,60). Bunlara ek
olarak, sigara igenlerde, yash kisilerde, menopozdaki kadinlarda, hipertansiyon ve
hiperhomosistinemisi bulunan olgularda da endotel fonksiyon bozuklugu saptanmistir

(61,62).

2.2. Nitrik Oksit

2.2.1.Tarihge

Nitrik oksit (NO), ortam havasinda belli bir oranda yer alan atmosferik bir gazdir. NO
sigara dumani, egzoz gazi ve kirli havada daha yogun olarak bulunmaktadir. ilk olarak
1980 yilinda Furchgott ve Zawadski tarafindan tavsan aort halkasinda saglam bir
endotel varliginda asetilkoline gevseme seklinde yanit verilmesiyle fark edilmistir.
Asetilkolinle olusan bu gevseme, arteriyel endotel uzaklastirildiginda veya harap
edildiginde goriilmemistir (26). Bundan dolay1 bu faktdr endotel kaynakli gevseme
faktor (EDRF) olarak adlandirilmig, ardindan EDRF ile ilgili arastirmalar hiz
kazanmistir. Baglangigta EDRF, aragidonik asidin lipooksijenaz kolundaki bir ara iiriin
olarak degerlendirilmistir. 1987 yilinda, Ignarro ve ark (63) ve Moncada ve ark (64) iki
ayr1 ¢alisma ile, EDRF'yi damar endotelinden izole etmisler ve bu yapinin dominant
kisminin NO oldugunu tespit etmislerdir. 1988 de Palmer ve arkadaslarinin EDRF ile
ilgili yaptiklar1 aragtirmada, bu molekiiliin yar1 6mriiniin ¢ok kisa oldugu, aktivitesinin
saniyeler icinde olusup, bir baska forma doniiserek sona erdigini de gdstermislerdir
(64). Yine arastirmalar sirasinda, Onemli bir EDRF olan ve biyolojik ve kimyasal
Ozellikleri benzeyen NO’nun L-argininden sentezlendigi kesfedilmis ve NO sentezi
reaksiyonunu gergeklestiren enzime ise nitrik oksit sentaz adi verilmistir (64,65).
llerleyen yillarda NO’ya olan ilgi artmis, buna paralel olarak NO ile ilgili arastirmalar
hiz kazanmistir ve NO’nun fizyolojik ve patolojik olaylardaki rollerinin boyutlar
genislemis ve 1992°de ise yilin molekiilii se¢ilmistir. NO’in kardiyovaskiiler
fizyolojideki roliinii ortaya ¢ikaran ¢alismalari nedeniyle 1998’de Furchgott, Ignarro ve

Murad Nobel 6diiliinii kazanmiglardir (66).
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2.2.2.Nitrik Oksitin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Nitrik oksit (NO), molekiil agirligi 30.006 gr/mol olup renksiz ve son derece
toksik bir gazdir. [IUPAC adi:Nitrik oksit, sistematik adi: Oksidonitrojen, diger isimleri:
Nitrojen monoksit, Nitrojen (II) oksit’dir. Sekil 2.3’de sematik goriiniimii verilen NO,
serbest radikal yapisindadir ve yar1 6mrii ¢ok kisa olup 20-30 saniyedir. NO lipofilik
ozellikte olup, yiiksek konsantrasyonlardaki NO oksijensiz ortamda oldukca stabildir ve
suda erime Ozelligi gosterir. Diisiik konsantrasyonlarda ise, ortamda oksijen varliginda
dahi stabilitesini koruyabilir. Havadaki NO, kisa stlirede oksijenle oksitlenerek nitrojen
diokside doniisiir. Nitrojen dioksit dokular i¢in oldukca zararh bir bilesiktir. Diisiik
konsantrasyonlarda iken NO toksik degildir ve c¢ok Onemli fizyolojik islevlerin
gerceklesmesinde rol alir. NO’nun, iizerinde yiik tasimamasi ve eslenmemis elektron
bulundurmasi onu 6nemli bir mesajci yapar. Yani yiiksiiz oldugu icin hiicreden hiicreye
hi¢bir bariyerle karsilasmadan kolaylikla geger ve eslenmemis bir elektrona sahip
olmasi nedeni ile hizli reaksiyona girer. Radikal bir molekiil olarak isimlendirilmesine
ragmen, diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler i¢in zararli iken NO
diisiik konsantrasyonlarda ¢ok dnemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1

ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir (67-69).

Molekiiler formiil NO
Yapisal formiil N=0

Molekiler modeller

Sekil 2.3. Nitrik oksitin sematik gériiniimii (69).
Nitrik oksit bir elektron kaybederek nitrozonyum katyonuna (NO+), bir elektron
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alarak nitroksil anyonuna (NO-) doniisebilir (70).

Nitrik oksit ve tekrar NQO'ya doniisebilen nitrojen oksitleri (NOgze, N2O3, N2Oy
vb), gii¢lii nitroze edici ajanlardir ve primer ile sekonder aminleri nitrézleyerek,
nitrozaminleri olustururlar. R2-NH + NOx - R2N-N=0O ----- > Nitrozamini simgeler ve
potansiyel bir karsinojeniktir. Cilinkii bu bilesikler DNA'da, nitrozilasyon, deaminasyon
yapabilir ve alkil niikleofillerin olusumuna neden olabilirler. Bu sekilde olusan
mutasyonlar onkojenleri aktifleyerek malign transformasyonlara neden olabilir (71).

Diisiik konsantrasyondaki NO'mun hemoglobine baglanma affinitesi oksijene
gore oldukca yiiksektir. Hemoglobin oksi formunda ise NO'yu 6nce nitrit (NO3)'e
ardindan nitrat (NO3)'a oksitler. Goriildiigii gibi dolasimdaki oksihemoglobin NO igin

kuvvetli bir oksidan olup onun etkilerini engelleyen bir inhibitordiir (72,73).

2.2.3. Nitrik Oksit Sentezi

Nitrik oksit (NO), pek ¢ok hiicrede nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi
tarafindan Kkatalizlenen reaksiyon ile sentezlenmekte ve L-arginin ile oksijen
molekiilleri, NO ve sitriillin molekiillerine doniistiirilmektedir. NO sentez reaksiyonu
sirasinda molekiiler O, nin yani sira kofaktor olarak flavin adenin diniikleotid (FAD),
flavin mononiikleotid (FMN), nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP),
tetrahidrobiopterin (BH,) ve hem kullanilir. Bu kofaktorler arasinda elektron transferleri
gerceklesmektedir. (49,66,67,74,75).

Nitrik oksit sentezinin iki basamagi vardir: Birinci basamak, L-argininin NG-
hidroksi-L-arginine hidroksilasyonudur. Ikinci basamak ise, NG-hidroksi-L-argininin,
L-sitriillin ve NO’ya oksidasyonudur (Sekil.2.4) (75).

HM MM HMN
>= sH >— NOH Je= MOH
H= H—HN H—N
Oy O Q=) HO
>—<’ >—<ﬁ + N0
1 NADPH NADP ([ 0.5 NADPH 0.5 KADP™  Hgh
O O o

HO HO HO

L-Arjinin L-N-Hidroksiarjinin L-Sitrullin

Sekil 2.4. Nitrik oksitin sentezi (75)
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Reaksiyon sonunda, oksijen molekiiliinden bir atomunun argininin terminal
guanidin nitrojeni ile birlesmesiyle NO olusmaktadir (O + Guanidin = NO). Yarilanma
omrii kisa oldugundan NO, NO, ve NOj’e okside olur (75). NOS ekspresyonu ve
aktivitesi transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel mekanizmalarla diizenlenir (Sekil
2.5) (75).

L-Arjinin Sitrdllin

MO sentaz

Post-translasyonel oN—
modifikasyon N=0

(NO sentaz proteini) (Mitrik oksit) \
NO

? Translasyon 2 + NO 3
(NO sentaz mRNA's) (nitrit + nitrat)
? Transkripsiyon

(NO sentaz geni)

Sekil 2.5. Nitrik oksit sentaz ekspresyonunun diizenlenme mekanizmasi (75)

Nitrik oksit salinimi, damarlarda baslica shear stres ile tetiklenir. Bu, kalbin her
sistolde kanit damarlara gondermesi sonucu damar endoteli yiizeyinde olusturdugu
mekanik etki olarak ifade edilir. Bu etki ile endotel hiicreleri sekil degisikligine
ugrarken hiicre iskeleti araciliiyla hiicre i¢ine sinyaller gonderir. Bunun sonucunda
Protein kinaz B aktive olur ve eNOS’u fosforile ederek aktive olmasini saglar. Endotel
hiicrelerin shear strese maruz kalmasi stirekli NO salinimi ile sonuglanir (76-78). Diger
taraftan hiicre ici Ca* diizeylerini arttiran asetilkolin, histamin, trombin, serotonin,
ADP, bradikinin, norepinefrin, substant P gibi ¢esitli bilesikler de, vaskiiler endotelden
kalsiyuma bagimli bir enzim olan eNOS enzimini aktive ederek, NO sentez ve
salinimini arttirabilmektedirler. NO, nitrerjik ndronlarda, epitel hiicrelerde ve ¢izgili
kaslarda kalsiyuma bagimli bir enzim olan néronal NOS (nNOS) aracilig1 ile de dretilir
ve salinir. Ayrica NO, Ca™ dan bagimsiz olarak immiin sistem hiicreleri tarafindan

iretilir ve bu hiicrelerin selektif olmayan sitotoksik etkilerine aracilik eder. Fizyolojik
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onemi heniiz bilinmemekle birlikte NO, non-enzimatik olarak ultraviyole 15181 etkisiyle

hiicre i¢i depolarindan da salinir (78,79).

2.2.4. Nitrik Oksitin Etki Mekanizmasi ve Fonksiyonlari

Nitrik oksit (NO), bir haberci veya diizenleyici molekiil olarak ve konak
savunmasinda yararliyken, potansiyel olarak toksik bir molekiildiir. NO, farkh
konsantrasyonlarda degisik etkilere sahiptir. Sekil 2.6’da etki mekanizmasi verilen
NO’nun konsantrasyonu ve etkileri, ayn1 zamanda ortamda NO ile etkilesen diger
maddelerin varligina da baghdir. Asetilkolin, endotel hiicre yiizeyinde bulunan G
proteine bagli reseptore baglanir. G proteininde olusan konformasyonel degisiklikle
fosfolipaz-C aktive olur. Aktiflesen fosfolipaz-C, fosfatidil inositol bifosfat’1 (PIP2)
fosfatidil inositol 1,4,5- trifosfat (IP3) ve 1,2-diagil gliserol’e (DAG) donistiiriir.
Sitoplazmada IP3 seviyesinin artist endoplazmik retikulumda depolanan Ca*?’un
sitoplazmaya gegisini tetikler. Sitozolde olusan Ca*¥/ kalmodulin kompleksinin NOS

enzimini aktive etmesi sonucu L-Arginin ve O,’den, sitrulin ve NO sentezlenir (80).

Asetilkolin

Arter limeni o o g A g
| Asetilkolin e
L GPCR J—»’L Fosfolipaz C Jw
1Py
o

Endotel

hiicresi / {(-azt,vkalmodulin 1

[ NO Sentaz ]

Arjinin + O, Sitrulin + O
¥ NO ~GTe S—
reseptorilh, [ Protemn
> cGMP — | kinaz G
PRy
Diiz kas hiicresi Diiz kas hiicresi gevser

Sekil 2.6. Nitrik oksitin etki mekanizmasi (80)

Hiicrelerarasi iletisimi saglayan molekiiller (hormonlar, noérotransmitterler,

bliylime faktorleri vb.) bu etkilerini daha c¢ok plazma membranindaki spesifik
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proteinlere baglanip, hiicre i¢i cAMP miktarini artirarak gerceklestirirler. Buna karsin
kan akimmin damar fiizerinde olusturdugu basing, asetilkolin ve bradikinin gibi
uyaranlarla sentezlenen NO ise iiretildigi hiicreden disar1 ¢ikarak sitozolik cGMP
diizeyini arttirir veya direk hedef hiicresine yonlenir. Sonucta hedef molekiiliine
baglanarak direkt olarak veya enzim aktivitesini degistirerek amaclanan etkiyi olusturur.
Buna eNOS'un vazodilatasyon, nNOS'un sinaptik transmisyon ve makrofaj iNOS'un
savunmayla ilgili etkileri 6rnek olarak verilebilir (72,81,82).

Nitrik oksitin karekterize edilmis en onemli hedef molekiilleri; demir, kiikiirt ve
oksijen tlirevi yapilardir (72,81,82). Makrofajlardaki NO, timor hiicresi ve
mikroorganizmalardaki Fe-S tasiyan enzimleri nitrolayarak antimikrobiyal ve
antitimoral sitotoksik etki gosterir. Ayni mekanizmayla mitokondriyal elektron
transport zinciri enzimlerinin aktivitesini de azaltir (71). Ayrica NO, tiimér hiicresinde,
hiz kisitlayici enzim olan riboniikleotid rediiktazi inhibe ederek DNA sentezini engeller
ve hiicre DNA’sinin deaminasyonu ile bu hiicrelerde sitostatik etki meydana getirir. Bu
durum Kkanser tedavisinde kullanilmaktadir (83). NO ferritinle reaksiyona girerek
serbest demir salinimina yol acar ve bu serbest demir ise lipid peroksidasyonunu
baglatir (84). NO'nun bir diger hedefi siilthidril (-S-H) grubudur. -S-H ile reaksiyona
girerek S- nitrozilasyon yapar ve plazminojen aktivatorii gibi bazi enzimlerin katalitik
fonksiyonlarmi arttirir. NO'nun 6nemli bir diger hedefi de bir oksijen radikali olan
stiperoksit (O2e-) molekiiliidiir. Bu ikisinin (NOe¢ ve 0O2e-) tepkimesiyle olusan
peroksinitrit (ONOO-)'-den, nitrojen dioksit (NO2-) ile hidroksil (OH¢) radikali olusur.
Yine NO'nun lipidler iizerine olan direkt etkisiyle lipid peroksidasyonu baslatilir ve
cesitli peroksitler iiretilir (71).

Nitrik oksitin immiin sistemde, sinir sisteminde, kardiyovaskiiler sistemde
onemli gorevleri vardir. Bunlar; endotel kaynakli vazokonstriktorlerin etkilerine karsi
koymak, trombosit adhezyon ve agregasyonunu, 16kosit adhezyon ve infiltrasyonunu ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu engellemek ve LDL oksidatif
modifikasyonunu Onlemek olarak Ozetlenebilir (85). Ateroskleroz olusumunun ana
mekanizmalarindan biri LDL’nin oksidayonu olarak kabul edilmektedir. Ayrica
oksidatif stress, okside LDL disindaki baska yollar araciligi ile de NO sentezini azaltir
(86). VVazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu ve aktivasyonunda artma, vaskiiler diiz

kas hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu, 16kosit adhezyonu, oksidatif stresde
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artma ve okside LDL, Kaveolin-1’in sentezini arttirarak eNOS’u inaktive eder ve NO
tiretimini azaltir. NO {iretimindeki azalma ateroskleroz gelisimine veya komplike
olmasina yol agan olaylarin artmasi ile sonuglanir (29).

Nitrik  oksit, antiagregan etkisiyle trombositlerin endotel yiizeyinde
kiimelesmesini engelleyerek ve antiinflamatuar etkisiyle de, aterosklerozu her evrede
engelleyerek endotelin koruyucu islevinde 6nemli roller iistlenmektedir. NO adhezyon
molekiillerinin endotel yiizeyinde belirmesini, lipitlerin endoteli gecisini ve diiz kas
hiicrelerinin  proliferasyonunu onler (10,87). Yapilan c¢alismalarda aterosklerozu
kolaylastirdigi bilinen hipertansiyon, diyabetes mellitus, sigara ve superoksit diizeyi
artis1 gibi durumlarda, endotelden NO yapimmin azaldigi ya da yikiminin arttigt

gosterilmistir (88).

a. Immiin sistemde nitrik oksit

Makrofaj kaynaklt NO sentezinin uzun siireli ve ¢ok miktarda iretilmesi
sonucunda asir1 biriken NO, makrofaj ve diger hiicrelerde hasar meydana getirir. Ancak
NO, bakteri, parazit gibi birgok patojenin ve tiimor hiicrelerinin ATP {ireten oksidatif
fosforilasyonunu (ubikinon rediiktaz), glikolizi (gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz),
TCA siklusunun Fe iceren bazi enzimlerini (cis-akonitaz) inhibe etmekte ve sonugta
bakteri, parazit, tiimor hiicrelerini 6ldiirmektedir. Antikor veya sitotoksik T lenfositler,
spesifik patojenleri veya infekte hiicreleri ilk taniyan ve onlari tahrip edici ajanlar olarak
gorev almaktadirlar. Buna bagli olarak NO fonksiyonlarinin genis bir hiicre
spektrumunda nonspesifik etkiler gosterdigi ve lenfositlerin kompleks ve spesifik
etkilesimleri Oncesinde gorev alan birincil immiin sistem oldugu belirtilmektedir
(49,66). NO’nun otoimmiin hastaliklarda, normal hiicrelerin yapisini bozdugu da
belirtilmektedir. Ayrica NO’in bazi viriislerde viral replikasyonu inhibe ederek antiviral

etki olusturdugu bildirilmistir. (66,74).

b. Sinir sisteminde nitrik oksit
Nitrik oksit sentaz, insan ve hayvanlarin beyin dokusunda degisen oranlarda
yaygin olarak bulunur. NO 6zellikle serebellar noéronlarda bulunur. Bu sebeple

koordinasyon ve denge saglanmasinda gorev aldigr belirtilmektedir (66). NO,
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noronlardaki presinaptik terminallerden salgilanan glutamat ile siki iligkisi vardir.
Salgilanan NO komsu noronlara diffiize olmakta ve daha sonra perisinaptik noronlarda
bulunan glutumatin daha fazla salinmasma neden olmaktadir. Glutamat, NMDA (N-
Metil-D-Aspartat) reseptoriine baglandiginda, membran Ca*? kanallar1 acilarak hiicre
ici Ca™ diizeyi artar. Bunun sonucunda nNOS aktivasyonu gergeklesir ve cGMP
seviyelerinin degisimine neden olur. Bdylece perisinaptik ve postsinaptik ndronlar
arasinda sinyal iletimi gerceklesir (Sekil 2.7) (89-91). Glutamat beyin gelisimi, bellek
ve 0grenme fonksiyonlari i¢in 6nemlidir. NO’nun glutamatla iligkisi nedeniyle hafiza ile
ilgili caligmalarin sonucunda 6grenme fonksiyonun bozuldugu durumlarda NOS’un
inhibe oldugu ve NO diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (92). Ayrica gérme islevi, koku
alma, agr1 duyusu ve beslenme gibi diger fizyolojik islevlerde de rol almaktadir (93,94).

- noronal impuls

Sekil 2.7.Sinir sisteminde nitrik oksit (91)

Yiiksek konsantrasyonda NO, norotoksik bir dongiiyli baslatir. Alzheimer ve
Huntington gibi nérodejeneratif hastaliklarda NO’nun NMDA reseptorlerini etkileyerek
fazla miktarda glutamat olusumu ve bunun sonucunda hiicre 6liimiinde etkili oldugunu
gosteren bulgular mevcuttur (95).

Nitrik oksit, periferik sinirlerden nonadrenarjik nonkolinerjik (NANC) sinirler
olarak bilinen bazi sinirlerde transmitter ya da diizenleyici olarak rol oynar. NOS
gastrointestinal ve tirogenital sistemde NANC sinirlerinde bulunurlar. Mide i¢indeki

basingtaki artiglara karst uyum saglamaya yonelik mide gevsemesine yol agar. Bunun
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disinda, penisin ereksiyonunda rol alir. NO, vazodilator etkisi yaninda brankodilator
etkiye de sahiptir. Bu etkisini dogrudan brons diiz kasi icindeki cGMP oranini artirarak
ve dolayli olarakta inhibitor NANC noéronlarinin bir norotransmitteri olarak gosterir.
NO’nun mesane kapasitesinin diizenlenmesinde de norotransmitter olarak fonksiyon

yaptig1 gosterilmistir (82,96,97).

c. Kardiyovaskiiler sistemde nitrik oksit

Nitrik oksit, eNOS araciligiyla endotelde iiretilip salgilanir ve damar diiz kasina
difiizyonla gecerek vaskiiler diiz kas hiicrelerinin direkt olarak gevsemesini saglayarak
kan damarlarinin genislemesine sebep olmaktadir. NO, vaskiiler denge i¢in esansiyeldir
ancak yar1 6mrii kisa oldugundan, vazodilatasyon etkisi kendiliginden kaybolmakta ve
tekrar onceki konumuna donmektedir. Hiicre dis1 alanda lokal etkiye sahiptir (37,98-
100). NO, dolagim sisteminin bazi1 bolgelerinde lokal degisikliklere cevap seklinde
otomatik olarak kan akisini ve kan basincini diizenlemektedir. Yine beyin, kalp, akciger,
gastrointestinal sistem ve bobrek kan akimi da bazal NO diizeyleri ile diizenlenmektedir
(101,102).

Nitrik oksitin tespit edilen kardiyovaskiiler sistemdeki fonksiyonlart;

1- Vazomotor tonusun diizenlenmesi,

2- Miyokardial kasilmanin modiilasyonu,

3- Hiicre proliferasyonun kontrolii,

4- Platelet aktivasyonu, adezyon ve agregasyonun inhibisyonu seklinde

dzetlenebilir (Sekil 2.8) (5,66,74,102-104).
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Sekil 2.8. Nitrik oksitin kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkileri (104)

Kardiyovaskiiler hastaliklara bagli oliimler, diinya genelinde son 30 yilda
azalmakla birlikte Kuzey Amerika ve Avrupa’da halen en sik 6liim nedenleri arasinda
yer almaktadir. Bu nedenle NO’nun damarlar ve dolasim sistemindeki Onemli
fonksiyonlarimin ve kardiyovaskiiler hastaliklardaki yerinin anlagilmasi 6nemlidir. Yine
ABD istatistiklerine gore yiiksek kan basinci, koroner arter hastaligi (KAH), inme ve
romatizmal kalp hastalig1 gibi kardiyovaskiiler hastaliklara bagli her yil bir milyon 6liim
goriilmektedir ve bunun 500.000’ini sadece KAH olusturmaktadir (14). Ulkemizdeki
KAH sikligr ise, 2000 yilindaki TEKHARF ¢alismasi ile eriskin niifusunda %3.8 iken,
risk grubu olan 60-69 yas arasinda %14 olarak belirlenmistir (105).

Aterosklerozun, koroner arterlerde meydana gelmesi ile olusan hastaliga
Koroner Arter Hastaligi (KAH) denilmektedir. KAH, koroner arterlerin ateromatoz bir
plakla daralmasi veya tikanmasi sonucunda kalp kaslarma kan akiginin azalmasi
nedeniyle olusan miyokard iskemisi ile sonuglanan bir hastaliktir (106). Iskemi,
genellikle ateroskleroz, tromboz, spazm ya da emboli gibi nedenlerle olussa da,
konjenital koroner arter anomalileri, miyokardiyal koprilesme ve radyasyonla
indiiklenen inflamatuar koroner arterit de miyokardiyal iskemiye neden olabilmektedir
(7,107).
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Koroner arter hastaligi ve buna bagli kalp kasi beslenme bozukluklarinin
nedenleri arasinda;
1-Ateroskleroz (%99),
2-Arteritler (Sistemik lupus eritematozus, Pan arteritis nodoza, Takayasu),
3-Embolizm,
4-Koroner damarda kalinlasma (Amiloidoz, radyasyon),
5-Diger nedenler (Spazm, aort diseksiyonu),
6-Dogumsal koroner arter hastaliklar1 (Arteriovendz fistiiller, koroner arter ¢ikis

anomalileri) yer almaktadir (108).

Koroner arterler, aort damarindan sag ve sol ana korenerler olarak ¢ikan kalp
dokusuna temiz kan tasiyan damarlardir. Kalbin epikardiyal bolgesinde seyrederler ve
bu ana dallardan ¢ikan daha kiigiik damarlarla kalp hiicrelerine ulagirlar. Normal arter
yapist Sekil 2.9’da verilmis olup, saglikli arterin liiminal yiizii endotelle, dis yiizi ise
gevsek bag dokusuyla kaplidir. Orta tabakada ise elastik laminalar arasinda yer alan,
cevresi kollajen ve proteoglikanlarla dolu diiz kas hiicreleri yer alir. Diiz kas hiicreleri
sistol ve diyastol sirasinda kan akimmi saglayan arteriyel duvar tonusundan
sorumludurlar. Endotel, damarin kan hiicreleriyle temas eden yiizeyidir ve bu hiicrelerle

etkilesir ve uygun kosullarda da aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde rol oynar (14).

Elastca interna

\C\ _ Endotel
N Lamen
~)\-\ - duz kas hicrelen
fibrobilast N
e ee e, intima
—— = madiz

advantisva

Sekil 2.9. Normal arter yapis1 (14)
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Ateroskleroz, ¢ocukluk ¢aginda baslayip, orta ve ileri yaslarda klinik belirti veren
progresif bir hastaliktir. Hastalik siireci oncelikle elastik arterlerin intima tabakasinda
gelisir. Bu tabaka lipitler ve inflamatuar hiicreler tarafindan infiltre olur ve bu
hiicrelerde degisik derecelerde fibrozis gelisir. Ilerlemis aterosklerotik lezyonlarda ii¢

temel biyolojik olay vardir (14,15). Bunlar;

1. Intimada diiz kas hiicreleri ve degisik sayida makrofaj ve T-lenfositlerin
birikimi,

2. Cogalan diiz kas hiicreleri tarafindan kollajen, elastik lif ve proteoglikanlar
iceren konnektif doku matriksinin bol miktarda yapilmasi,

3. Konnektif doku cevresinde ve hiicre icinde Ozellikle kolesterol ester ve serbest

kolesterol tarzinda lipit birikimidir.

Zamana gore seyri sekil 2.10’da verilen ateroskleroz, arterleri diizenli bir sekilde
tutmaz, fokal bir hastaliktir. Aterosklerotik plaklar diisiik shear stresi bulunan dallanma
bolgelerine yakin yerlerde yerlesirler. Aterosklerozda lezyonlarin ¢ogu fibrotik iken,
geri kalanlar biiyiik miktarlarda lipit ve nekrotik doku igerir. Lipit ve konnektif dokunun
lezyonlardaki dagilimi lezyon stabilitesini, riiptiir, trombus ve klinik sekel olusturma

riskini belirlemektedir (14,15,109).

Sekil 2.10. Aterosklerozun zamana gore seyri (109)
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Aterosklerotik lezyonlar iki sekilde gelisebilir. Klinik sekel yaratan tipte, genellikle
intimada asimetrik bir kalinlasma vardir. Kalinlasma liimeni daraltarak, kan akimini
azaltir. Sekil 2.11°de normal koroner arter ve plakli koroner arterin kesit goriiniimi
verilmis olup aterosklerotik lezyon yeterince biiylirse arter liimenini tikayarak, doku
yada organa kan akiminda azalmaya neden olur. Bu azalma, iskemi yada nekroza neden
olur ve bu durumda miyokart infarktiisii, serebral infarktiis, extremitelerde gangren veya

ani kardiyak oliim gibi olaylarla sonuglanir (14,15).

~ 2

nermal plakii
koroner aner Koroner aner

Sekil 2.11.Normal koroner arter ve plakli koroner arterin kesit gorliniimii (14)

Intimal kalinlasmanin diger formu ise, kalinlasmaya arteriyal dilatasyonun eslik
ettigi formdur. Boylelikle arter liimen ¢apinda 6nemli bir degisiklik olugsmaz ve nadiren
Klinik sekel goriiliir. Temel ateroskleroz siireci sekil 2.12°de verilmis olup, plazmadaki
LDL intimaya girer, modifiye olur ve endotelde monosit migrasyonuyla sonuglanan
degisiklikleri baslatir. Intimada daha da fazla okside olan LDL, makrofajlar tarafindan
aktif bigimde alindiginda kopiik hiicreleri olusur. Makrofaj 6liimiiyle, lipidler serbest
kalarak ¢ekirdegi olusturur. Endotel hiicreleri ve makrofajlar tarafindan salinan biiyiime
faktorleri, diiz kas hiicresinde biiylimeyi ve bag dokusu matriksinde sentezi uyarirlar

(14,15,110).
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Sekil 2.12. Temel ateroskleroz siireci (110)

Nitrik oksitin ateroskleroz olusumunda koruyucu etkilerinin oldugu bilinmektedir.
NO antiaterosklerotik etkilerini;
1- Endotel hasar1 sirasinda gelisen hiicre aktivasyonunu inhibe edip indirekt olarak
monosit ve lokositlerin endotele yapismasini engelleyerek (111),
2- Trombosit aktivasyonunu baskilayarak (112),
3- Damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu engelleyerek (113),
4- Ateroskleroz patogenezinde olumsuz etkileri olan endotelin-1 iretimini ve

endotelin-1’in mitojenik etkilerini baskilayarak gerceklestirmektedir (114).

Endotel yaralanma, aterogenezi baglatan temel olaydir. Aterosklerozu olan insan
ve deneysel ateroskleroz olusturulmus hayvan modellerinde endotele bagimli gevseme
belirgin bigimde azalmaktadir. Ancak beklenen plak ve yirtik alanlardaki gevsemenin
azalmas1 olsa da aterosklerozlu hastalarin normal damar kisimlarinda da bu azalma
goriilmektedir. Yapilan arastirmalar bunun nedeninin endotel disfonksiyonu oldugunu
gostermektedir. Bu duruma; NO'nun siiperoksit radikalleri tarafindan yikiminin artmasi,
hiicrelerin reseptor fonksiyonlarinin bozulmasi ve endotel hiicrelerinin NO prokiirsorii

olan L-arginin'i alma veya metabolize etme fonksiyonlarindaki bir aksaklik yol agabilir
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(115,116).

Trombositlerde de eNOS enzimi ve guanilat siklaz bulunmustur. cGMPnin
trombosit i¢indeki konsantrasyonu arttik¢a, trombositlerin adezyon ve agregasyon
Ozellikleri azalir. Bu durum, kollajen, trombin, ADP ve arasidonik asit araciligiyla
tetiklenen trombosit agregasyonunu dengelemeye yarar. Ayni zamanda bu mekanizma,
aterosklerozun fizyolojik engelleyicileri arasinda 6dnemli bir rol alir. Endotelde olusan
mekanik bir hasar sonucu, lokal NO yetmezligi gelisir ve bu bolgelerde kisa siirede,
trombosit trombiisleri olusur (117,118)

Nitrik oksit tiretiminin azalmasi ve biyoaktivitesinin kaybi, ateroskleroz i¢in risk
faktorleri olarak kabul edilen hiperkolesterolemi, hipertansiyon, diyabet ve sigara i¢imi
gibi farkli durumlarin fizyopatolojisinde de 6nemli rol oynamaktadir (119).

Hiperkolesterolemi, NO biyoaktivitesini azaltir, siiperoksit iiretimini ve
endotelin aktivitesini arttirir. Okside-LDL, L-arginin hiicre i¢ine alimini bozar ve
dalayisiyla NO sentezi azalir. Bunun sonucunda endotel bagimli vazodilatasyonda
azalma olur. Bu durum sadece LDL konsantrasyonuyla bagli olmayip, esas olarak LDL
oksidasyonuyla iligkilidir. Hiperkolesterolemik hayvanlara ve insanlara L-arginin
verilmesi, bozulmus olan endotelden kaynaklanan NO {iretimini diizeltmekte ve bu
hastalikla iliskili vaskiiler lezyonlar1 azaltmaktadir (119).

Hipertansiyon, endotel islev bozuklugunun nedeni degil sonucu oldugu
diisiiniilmektedir. Bu durumun sebepleri arasinda, NO’nun artmis iiretimi ile birlikte
stiperoksit anyonlar1 iiretimine bagli NO biyoaktivitesinin azalmasi, artmus All ve
azalmig bradikinin seviyelerinin NO iiretimi ve aktivitesini baskilamasi sayilabilir. Hafif
koroner aterosklerozlu hastalarda hipertansiyon ve bozulmus asetilkolin ile azalmis
koroner NO salinim1 arasinda kuvvetli bir birliktelik bulunmaktadir (119).

Hiperglisemi ile proteinler ve fosfolipitler glikolizasyona ugrayarak hiicre igi
oksidatif stres olusmaktadir. Glikozun enzimatik olamayan yollarla oksidasyonu sonucu
olusan glikolizasyon firtinleri LDL oksidasyonunu arttirir. Bu durumda endotel hasara
yol acar. Dislipoproteinemi ve reaktif oksijen radikallerinde artis olur. Insiilin bagiml
diyabeti olan hastalarda NO diizeylerindeki azalma tromboza yol agar (119, 120).

Sigara i¢imi, oksijen kaynakli serbest radikaller araciligiyla endotel islev
bozukluguna yol agar. Sigara dumani igindeki O, radikali damar endoteline ulastiginda

NO ile etkilesip vazoaktif seviyesini azaltabilir. Ileri yasa bagl olarak, endotelin
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yaslanmasi ve daha az fonksiyon gormesi veya NO sentaz genlerinin ekspresyonunda da

azalma olabilecegi diisiiniilmektedir. (119).

2.3. Nitrik Oksit Sentaz Enzimleri

Ik kez 1989°da tanimlanan nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi, memelilerde
NO duretimini diizenlemektedir. Sitokrom Passg rediikktaz enzim ailesi ile benzerlik
gosteren NOS, ‘hem’ grubu icermektedir ve sitokrom Pysp i¢in tipik olan indirgenme ve
CO ile muamele ile 450 nm’de maksimum absorbans gosterme Ozelligine sahiptir.
Bununla birlikte sitokrom Pgssp’de oldugu gibi, molekiiler oksijen protoporfirine
baglanmadan once, Fe*¥iin Fe+2’ye rediiksiyonu gerekmektedir. Sekil 2.13°de yapisi
verilen NOS enzimi ayrica kofaktor olarak hem, FAD, FMN ve BH, e ihtiyag¢ duyar
(73,121-123).

olﬁijenaz reduktaz
bolgesi bélgesi

Sekil.2.13.Nitrik oksit sentaz enziminin yapisi (73)

1991 ve 1994 yillar1 arasinda, NOS enziminin {i¢ izoformu tanimlanmis olup,
ikisi yapisal, liglinciisii ise sitokin ve diger bilesikler tarafindan uyarilabilen formdur.
NOS enziminin izoformlarinin, aralarinda %351-57 arasinda homoloji gosterdigi
belirlenmistir. Bu izoformlarinin, farkli hiicre tiplerinde bulundugu, farkli yerlerde
lokalize oldugu, regiilasyonlari, katalitik 6zellikleri ve inhibitér duyarliliklarinin farkl
oldugu bildirilmistir (73,104). NOS izoformlarini sentezleyen 3 gen bolgesi bulunur ve
bu genler sirasiyla kromozom 12, 7 ve 6’da lokalizedir (95).

Nitrik oksit sentaz, viicudun ¢ok degisik dokularindan (damar endoteli, beyin,
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makrofaj, liriner sistem dokular1 vb.) izole edilerek fizikokimyasal ve kinetik 6zellikleri
incelenmistir (81). NOS enziminin izoformlari, yapisal veya indiiklenebilir olmalari,
kalsiyum bagimli veya bagimsiz olmalari, hiicresel lokalizasyonlari, sitozolik veya
partikiil halde olmalar1 ve alt tiinitelerinin biiyiikliikleri gibi cesitli karakteristik
ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir (49,73). (Cizelge 2.3).

Buna gére, NOS enziminin izoformlari;

1. Endotelyal NOS (eNOS, NOS3),

2. Noronal NOS (nNOS, NOS1),

3. Indiiklenen NOS (iNOS, NOS2) olmak iizere 3 gruba ayrilir (5).

Pek ¢ok hiicrede infeksiyon ve inflamasyon gibi durumlarla uyarilabilen iNOS,
indiiklenen izoform olarak adlandirilirken, eNOS ve nNOS konstitiif (yapisal) izoform
olarak adlandirilir (5).

Cizelge 2.3. Nitrik oksit sentaz enziminin izoformlar1 ve genel 6zellikleri (49)

. Alternatif Molekiiler Kromozomal Gen
Enzim . Hiicre tipi | agirhk(kDa) . Biiyiikliigii
isimler lokalizasyonu

Ve aa sayisl Ve yapisi

Konstitiif NOS, 21 kb,
eNOS | endotelyal tip, E.ncdrgilr 1132305[;:’ 7935-7036 26 ekzon,
ecNOS, NOS3 u 25 intron

- Noronlar,

E::;Srf:l“tfos iskeletkas | o o 160 Kb,
nNOS ncNOS, NOSL, hucrglerl, 1434 2a 12924-12924 | 29 gkzon,
Bevin NOS kardiyak 28 intron

y kas hiicreler

Indiiklenebilir Makrofaj, 130 kDa 37 kb,
iNOS NOS, NOS2, notrofil, 1153 aa’ 17911.2 26 ekzon,
makrofaj NOS hepatosit 25 intron

Nitrik oksit sentaz enziminin baglanma bdlgeleri sekil 2.14’de verilmis olup
enzimin bir ucunda C terminali diger ucunda ise NH2 terminali bulunur (102). NOS
enziminin C terminali sitokrom Py4so ile benzer kofaktér baglanma yerleri vardir. Bu

nedenle, C terminali kismi, rediktaz kisim olarak adlandirilir. C terminalinin ilerisinde
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NADPH baglanan kism1 tiim NOS’larda vardir ve sitokrom Pyso rediiktaz ile aynidir.
NADPH baglanma bolgesinden sonra FAD ve FMN baglanma bolgesi gelir. NOS
enzimi, sitokrom p450°den farkli olarak substratini kendisi oksijene eder. Substrati olan
L-arjinin, NH2 terminalinin hem kisminda okside olur. Hem’e katalitik aktive i¢in
ihtiyag vardir ve bu kisim L-arjininin baglanma kismidir. Rediiktaz ve oksijenaz
kisimlar1 elektron akigini diizenlerler. Kalsiyuma bagimli NOS izoformlar1 kalmoduline
bagimli degillerdir ama kalsiyum varli§inda kalmoduline yiiksek afinite ile baglanma
gostererek enzim aktivasyonunu gerceklestirir. Buna karsin iNOS kalmoduline ¢ok siki

olarak baglidir. Bu yiizden aktivitesi kalsiyumdan bagimsizdir (73,102).

NO SENTAZLAR

oksidatif holge rediiktaz holge
I | |
Myt :
NH, | I555] [ran{ I [naorn | |-coon

PKC

e eNOS
cGMPFPX cAMP-PK
C#+~CaM-PK
O | [65] | Il [naoen | |coom
iNOS
N, 22001 I

nNOS
NH, "[ Jran ﬁ“’m i l" COOH

NADPH-sitokrom p450 rediiktaz

Sekil 2.14. Nitrik oksit sentaz enziminin baglanma bolgeleri (102)

Nitrik oksit sentaz izoformlarmin farkli regiilasyon mekanizmalar1 ve farkli
aktivitelerin oldugu bilinmektedir. Konstitiif izoformlar, damar endoteli, idrar yolu
dokulari, periferik ve santral sinir sistemi gibi dokularda bulunurlar ancak inaktif
durumdadirlar. Intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu arttiginda ise, kalsiyum baglayan
bir protein olan kalmodiilin kalsiyumla birleserek kalsiyum-kalmodulin kompleksi
olugsmakta ve bu NOS izoformlarmi aktive etmektedir. Yapisal NOS izoformlari
kalsiyum seviyeleri diisene kadar az miktarda NO’yu sentezlemeye devam

etmektedirler. Sentez siiresinin kisa olmasi, sentezlenen NO miktarinin ¢ok diisiik
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olmasma neden olmaktadir. NO’nun diisiik konsantrasyonlardaki ara iiriinleri sinyal
iletiminde rol oynamaktadir (81,82,122,123).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz izoformu hiicre iginde bulunmaz. Makrofaj ve
hepatositlerde sentez edilir, fakat bu hiicreler kalsiyuma bagimli olmadan spesifik bir
sitokinle aktive edildiklerinde, NOS’m indiiksiyonu ve NO sentezi ger¢eklesir.
Ozellikle bakteri lipopolisakkaritleri, interferon gama veya yiiksek konsantrasyonda
lipopolisakkaritle uyarilan makrofajlar, ¢ok miktarda NO fiireterek yabanci hiicrelerde
sitotoksik veya sitostatik etki meydana getirirler. 1k iiriin olusumunu takip eden siirecte
daha da artan miktarlarda NO sentezi gerceklesmektedir. Indiiksiyon sonras1 NO sentezi
saatlerce hatta gilinlerce devam edebilir. Ancak asir1 miktarda NO sentezi makrofajlarda
ve diger dokularda harabiyete yol agar (81,82,122,123).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, 6zellikle non spesifik immiinitede énemli rol
oynar. Sekil 2.15’de indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin makrofajlardaki
indiiksiyonu ve {irettigi nitrik oksitin etkileri verilmis olup bakteri, mantar, viriis ve
tiimor hiicreleri ile protozoonlara sitotoksik veya sitostatik etki olusturur. Inflamatuvar
ve otoimmiin hastaliklar (transplantin reddi, artritis, multipl sklerozis, astma vb.) da rol

oynadig bildirilmistir (81,83,124-126).

Llpopollsakkam CEKIRDEK

Sitokm\‘ iNOS mRNA
\‘ \ amsn
B NMHUNMUDULASYUN

=N

Sekil 2.15. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin makrofajlardaki indiiksiyonu ve iirettigi nitrik
oksitin etkileri (81).

Endotelyal nitrik oksit sentaz, asetilkolin gibi bir haberci endotel {lizerindeki

reseptoriine baglandiginda artan kalsiyum diizeyi ve ardindan kalsiyum-kalmodulin
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kompleksinin olugmasiyla uyarilir. Endotelden sentezlenen NO, komsu diiz kas
hiicrelerinin sitozolindeki guanilat siklaz enziminin hem grubundaki demire baglanir,
onu aktiflestirir ve GTP'den cGMP olusumunun artmasina neden olur (Sekil 2.16).
Sonug olarak, artan cGMP ise diiz kaslarin gevsemesine ve damarlarda vazodilatasyona
neden olur. Kan basincini, kan akis hizin1 ve kalp kasilmasini diizenler. Trombositlerin

adezyon ve agregasyonlarini inhibe eder (82,116,122,123,127) .

Ca[+2|}., ASEtIIk?i:1 o
N\
~——» | Ca(+2)/Kalmodulin
I
eNOS o
Arjinin + O5 "I'/"ND + Sitrallin

Diz kas

Gevseme - _
? hicresi

Sekil 2.16. Endotelyal nitrik oksitin olusumu ve etki mekanizmasi (82).

Noronal nitrik oksit sentaz kaynakli NO, santral sinir sisteminde néromodiilator
olarak gbrev yapar. Presinaptik ugtan salgilanan glutamatin etkisiyle (glutamat NMDA
reseptorlerine baglanir), postsinaptik ugtaki hiicrenin NOS'nu aktiflestirir ve olusan NO
ile hedeflenen etki olusur. Sekil 2.17’de noronal nitrik oksit sentazin NMDA ile iliskisi
ve sinir sistemindeki etkileri verilmis olup NNOS noronal sinapslarin sekillenmesine
yardime1 olur, koku alma, gorme, agriy1 algilama ve hafiza olusmasi gibi iglevlerde rol
oynar. Ayni zamanda, periferik sinir sisteminde, nonadrenerjik nonkolinerjik sistemde
norotransmitter olarak rol oynar. Bununla birlikte, solunum fonksiyonlarinda, penis
ereksiyonunda, gastrointestinal sistem motilitesinde ve tiim dokularin kan basinglarinin
ve akig hizinin diizenlenmesinde rol alir (115,122,128-130).
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Sekil 2.17. Noronal nitrik oksit sentaz enziminin NMDA ile iligkisi ve sinir sistemindeki etkileri (122).

Nitrik oksit sentaz, L-NMMA gibi L-arginin analoglar1 ve L-argininin
guanidyum kismina benzeyen pek cok amino asit bilesigi tarafindan inhibe edilir.

Ayrica glukokortikoidler de NOS’u inhibe ederler (95).

2.4. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Enzimi ve Varyasyonlari

1992 yilinda, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimini kodlayan gene ait
genomik klonlar tespit edilmistir. Insan eNOS geni kromozom 7g35-7q36 bolgesinde
lokalizedir ve 26 ekzon ve 25 introndan olugsmaktadir. Genomda yaklagik 21 kilobaz
biiyiikliigiinde olan bu gen, haploid insan genomunda bir kopya olarak bulunur ve 4052
niikleotidlik bir mRNA kodlamaktadir. eNOS geninin ¢cDNA’lar1 sigir ve insan endotel
hiicrelerinden klonlanmis ve 3609 niikleotidlik a¢ik okuma gercevesine sahip oldugu
gosterilmistir. Yaklagik 133 kDa molekiiler agirliginda, 1203 amino asitten olusan
eNOS enziminin trankripsiyonundan ve sentezinden sorumludur (4,131). Genin 5’
flanking bolgesi TATA kutusu icermez ve bunun gorevini proksimal elementler
iistlenmistir. Bu proksimal promoter elementler endotel hiicrelerde bulunan yapisal
olarak eksprese edilen gen ile uyumlu oldugunu gostermektedir. Sterol diizenleyici cis
elementleri, SP1, CRE, GATA, NF-1, AP-1, AP-2 ve p53, eNOS geninin proksimal
promotor elementleridir (4,131,132). Shear stresin hemodinamik giiciiniin ve kronik
egzersizin, eNOS mRNA ekspresyonunu arttirdig1 bildirilmis olup bu durum promoter

bolgesinde shear strees cevap elementinin diizenleyici rolii oldugunu diisiindiirmektedir
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(49,132).
Endotelyal nitrik oksit sentaz, 134 kD’luk iki benzer monomerden olusan bir
dimerdir ve sadece dimerik formda tam olarak fonksiyoneldir (Sekil 2.18) (75,97).

N Rediiktaz

Sekil.2.18. Endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi dimerik yapis1 (97).

Endotelyal nitrik oksit sentazin rediiktaz bolgesi, NADPH, FAD ve FMN
flavinleri ve kalmodulin i¢in baglanma bdlgeleri igerir. NO igin gerekli elektronlari
rediikte olmus NADPH’1 dehidrojenize ederek iiretir. Uretilen elektronlar daha sonra
katalitik bolge iceren N-terminal oksijenaz bolgesine gecerler. Bu elektron transferi
kalsiyum bagimli kalmodulin baglanmasi ile aktive olur. NO {iretim yeri olan oksijenaz
bolgesi L-arjinin, BH4 ve hem ic¢in baglanma bolgeleri igerir. Sekil 2.19°da etki
mekanizmasi verilen eNOS enziminin, dimerik hale gelmesi hem molekiiliiniin
baglanmasi ile baglar ve dimerik haldeki enzime BH,4 baglanmasiyla enzim kararl hale
getirilir (133). Kararli hale ge¢is ayn1 zamanda ¢inko iyonlari ile de saglanir. BH4
baglanmamis bir eNOS dimeri O, iiretmeye egilimli iken yiiksek seviyede BH4 varligi
ise doymus bir dimer olusturarak yalnizca NO sentezleyen bir enzim olusmasini saglar

(75).
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Sekil.2.19. Endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin etki mekanizmasi (133)

Enzimin aktiflesmesi i¢in, hiicre i¢i Ca*? seviyelerinde artis sonucunda,
kalsiyum/kalmodulin kompleksinin olusumu ve bu kompleksin kaveolinle yer
degistirerek, NOS enzimindeki kalmodulin bolgesine baglanmasi gerekmektedir.
Kaveola kolesterol ve sfingolipidden zengin, fosfolipidden fakirdir. Kaveola, birgok
dokuda G proteini, protein kinaz gibi birgok reseptoriin kiimelendigi bir yapidir.
Hiperkolesterolemi gibi hiicre membraninin lipid kompozisyonunda degisiklige yol
acan faktorler kaveolanin fonksiyonunu bozarak NOS aktivitesini olumsuz yonde
etkileyebilir. Kaveolin-1 (Cav-1) ile etkilesmeyen, kaveollere lokalize olmus eNOS
optimal enzimatik fonksiyona sahiptir. Kaveoldeki eNOS lokalizasyonu maksimum
eNOS aktivitesi i¢in gerekli oldugu halde, Cav-1, bu aktiviteyi eNOS ile etkilesime
girerek inhibe edebilir. Cav-1 eNOS aktivitesini kuvvetli bir sekilde inhibe eder.
Asetilkolinin agonist aktivasyonu ile Ca*? sitozole geger ve kalmoduline baglanir. Ca?*
ile aktive olmus kalmodulin eNOS’a baglanir. Béylece Cav-1" in kuvvetli inhibisyonu
hafifletilerek NO iiretilir. Cav-1 eNOS’ a tekrar baglanarak dongii tamamlanir (Sekil
2.20) (134).
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Sekil 2.20. Endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin sinyal mekanizmasinin hiicre membraninin
kaveoliinde gosterilmesi (134)

Endotelyal nitrik oksit sentaz endotelden siirekli salinir. Yapilan deneylerde
eNOS sentezinin bir¢ok faktdr tarafindan artirilip, azaltildigr gosterilmistir. eNOS
sentezini arttiran faktorler shear stres, lizofosfotidilkolin, siklik GMP analoglaridir.
eNOS aktivitesini azaltan faktorler ise TNF-a, okside LDL ve hipoksidir. Bu
durumlarda mRNA posttransripsiyonel Omriiniin  kisalmasi, eNOS sentezinin
azalmasinda 6nemli rol oynar (134).

Endotelyal nitrik oksit sentaz geninde meydana gelecek bir varyasyon eNOS
enziminde fonksiyon degisikligine yol acar ve bu durumun vaskiiler hastaliklar da
arasinda olmak {izere bir¢ok hastalikla iliskili oldugu ortaya ¢ikmistir. Bugiine kadar
koroner arter hastalig1, miyokard enfaktiisii, hipertansiyon, inme ve renal hastaliklar gibi
pek cok vaskiiler bozukluk eNOS gen polimorfizmi ile iliskili bulunmustur (135).
Yapilan arastirmalarda irklar arasinda degisiklik oldugundan spesifik genetik
varyantlarin sadece belli irklara 6zgii oldugu diisiiniilebilir. eNOS geninin, fonksiyonel
olarak polimorfik oldugu gosterilmis ve eNOS sentezinde ve saliniminda diizensizlige

yol agan ¢esitli polimorfizmler tanimlanmistir (6).
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2.4.1. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Genindeki Varyasyonlar

Endotelyal nitrik oksit sentaz geninin &zellikleri 1990°larin  ortasinda
bulundugundan beri bu genin pek c¢ok spesifik allel varyasyonlar1 tespit edilmistir. DNA
dizi ¢caligmalariyla promotor bolgede, ekzonlarda ve intronlarda dizi varyasyonlari tespit

edilmistir. Bunun tizerine temel olarak,

Intron bdlgesinde olan varyasyonlar
Ekson bolgesinde olan varyasyonlar
c. Promotor bolgesinde olan varyasyonlar olmak tlizere ii¢ ¢esit varyasyon

tanimlanmustir (6).

Endotelyal nitrik oksit sentaz geni ve bilinen polimorfizm bolgeleri sekil 2.21°de

verilmistir (6).

Promoter  Promoter

region recion Exon 7 Iritren 18
Ti-1468)4 Ti-TAET 8947 BZTC
# {.&J.IG 1 24 54“89 012 1416 1?4 & N M

3 *’/_t ——— e —— e ——— —
! T ! t

Jromoter Intran 4 Intron 13 Intron 23
region VNTR [CAY, G107
A-R22)5 (27 bR, repeat

TRENDS in Franma@bgical Scences

Sekil 2.21. Endotelyal nitrik oksit sentaz geni ve bilinen polimorfizm bdolgeleri (6)

Bu varyasyonlar ile ¢esitli kardiovaskiiler hastaliklar arasindaki muhtemel

baglantilar1 gosteren arastirmalar Cizelge 2.4’de gosterilmistir. (5,6,136,137).
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Cizelge 2.4. insan endotelyal nitrik oksit sentaz geni polimorfizmleri ile kardiovaskiiler hastaliklar
arasindaki iligkiler (6)

Pohimorfizm Lokalizasvon Hastahk Populasvon  Sommnc
Intron bilgesinde telk niikleotit polimorfizimd
AlaXiCys Introan 18 Hipertansiyon Beyaz ik Anlamsiz
] Japon Anlamsiz
Glyv10Thy Introm 23 Hipertansiyon Japon Anlamsiz
Intron bilgesinte VINTE polimorfizini
VNTE (CAn Introm 13, 23 Dhabetik retinopati Bevyaz Irk Anlam=i=
Introm 13 Migren Beyaz Irk Anlamsiz
. Hipertansiyon Beyaz Irk Anlamsiz
WINTE (27 b Intron 4 Plarma MO diizesa Bevyaz Irk Anlamh
Japon Anlaml
Japon Anlaml
Hipertansiyon Japon Anlamsiz
Bevyaz Irk Anlamsiz
Eoroner arter hast Beyaz Irk Anlaml
Beyaz Irk Anlamsiz
Japon Anlamsiz
Miyokart enfakh Zencilen Anlamh
Japon Anlaml
Japon Anlaml
Eore Amnlaml
Primer glomemiloneftit  Beyaz Irk Anlamsiz
Er Bobrek yvetmezliF Japon Anlaml
Dhalizle ilgli HT Japon Anlaml
Iskenmk SWVH Japon Anlamsiz
Tiirk Anlamh
WVendz romboembolizmm Lencilen Anlamh
Dermn ven frommmbozn Tiirk Anlam=z

5" Promotor bilze variasyonlan
Thr-7T86Cys T36bg Koroner arter hastahim = Japon Anlamlh
Bevyaz Irk Anlamsiz

Eksondaki variasyonlar

GlvE84 Thr Ekson((Gha?98Asp) Koroner arter hastalifm Beyaz Irk Anlaml
Bevyaz Irk Anlamsiz

Japon Anlaml

Japon Anlaml
Hipertansiyon Beyaz Irk Anlamsiz
Japon Anlam=i=

Japon Anlaml
Miyokardial enfakt Beyaz Irk Anlamsiz

Bevyaz Irk Anlaml

Precklamsi Bevaz Irk Anlamh
Iskemuk SWH Tiirk Anlam=iz

a. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Genine Ait Intron Bolgesindeki
Varyasyonlar
Endotelyal nitrik oksit sentaz geninde tanimlanmig varyasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu
intronlar icindedir. Intron 2, intronl1, intron 12, intron 18 (ala 27 cys), intron 22 ve
intron 23 (gly 10 thr)’de tek niikleotid varyasyonlar ile intron 2, intron 8, intron 13 ve

intron 4 bolgelerinde VNTR (degisken ardisik tekrar polimorfizmleri) polimorfizmi
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tanimlanmistir (5, 138). Yapilan ¢alismalarla intron 18°de “’Ala 27 Cys’’ ve intron 23
“Gly 10 Tyr”’ tek niikleotid varyasyonlari esansiyel hipertansiyonla iligskilendirilmistir
(139). intron 13’te 37 kopyadan fazla CA (sitozinadenozin) tekrarina sahip
Kafkasyalilar’da koroner arter hastaligi riskinin arttigi gosterilmistir (140). Diger bir
VNTR polimorfizmi; intron 4°de, 5 (major alel) veya 4 (minér alel) kopyali bir 27 bg
tekrar olmasi ile tanimlanmistir. Bu VNTR’mn kardiovaskiiler hastaliklarla iliskisi
belirsizdir. Ancak yapilan ¢alismalar eNOS geni intron 4 polimorfizmi ile plazma NO

diizeyini iligkili oldugunu géstermektedir (141).

b. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Genine Ait Promotor Bolgesindeki
Polimorfizimler
Endotelyal nitrik oksit sentaz geninin 5' flanking bdolgesinde baglantili 3 farkl
mutasyon tanimlanmistir. Bunlar; “Thr 786 Cys’’, “Ala 922 Gly’’, “ Thr 1468 Ala”’
varyasyonlaridir. Promotor bélgesinde kesfedilen bu varyant tipinin, transkripsiyonu ve

dolayisi ile enzim seviyelerini direkt olarak etkileme potansiyeli vardir (142).

c. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Genine Ait Ekson 7 Tek Niikleotid

Polimorfizmi

Endotelyal nitrik oksit sentaz geninin ekson 7’de tanimlanan polimorfizmi ise,
proteinin pirimer yapisint degistirir ve direkt olarak enzimin bir veya daha fazla
fonksiyonel 6zelligini degistirme potansiyeli vardir. Bu tek niikleotid polimorfizmi,
pozisyon 894’te guanin yerine timin gecisi ile olugmaktadir. Bu amino asit pozisyon
298°de glutamik asidin aspartik aside degisimiyle uyumludur. Bu varyantin diger eNOS
varyasyonlarina gore kardiyovaskiiler hastalik riskiyle nisbeten daha fazla iligkili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (138,142).

Koroner arter hastalar1 igin geleneksel risk faktorlerinin yetersiz kalmasi nedeni
ile son zamanlarda belirlenmis geleneksel olmayan risk etkenleri de 6nem kazanmustir.
Kisilerin yasam kalitesinin arttirilmas1 agisindan KAH’ligima yatkinliginin olup
olmadigin1 erkenden 6grenebilmek ve ona gore onlem alabilmek i¢in koroner arter
hastaliklarinin genetik alt yapisinin belirlenmesi 6nemlidir. Azalmig NO saliniminin

ateroskleroz gelisimi iizerindeki etkisinin belirlenmesiyle eNOS enzimini kodlayan
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gende saptanan mutasyonlarin, bozulmus NO salimina sonug olarak da koroner arter
hastaligina neden olabilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada, eNOS T786C ve G894T
polimorfizmi ile koroner arter hastaligi arasindaki iligskisini ortaya koymay1

hedefleyerek hastaligin genetik alt yapisinin aydinlatilmasina katki saglamayi

amacladik.
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3. GEREC ve YONTEM

Arac ve Gerecler

Kimyasal Madde ve Coziiciiler

Mutlak etil alkol (Reidel-Haen, Almanya)
2-propandiol (Merck, Almanya)

Bidistile su

Alet ve Gerecler

Santrifiij (Sigma k-15-1, Almanya)

Etliv (Niive EN 500, Tiirkiye)

-20 °C Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye)

-80 °C Derin dondurucu (Jouan, Danimarka)

+4 °C Sogutucu (Bosch, Almanya)

1,5 mI’lik kapaklt ependorf tiip (Isolab, Almanya)

Otomatik ayarlanabilir pipet (Eppendorf, Almanya)

Cobas Integra 800 otoanalizor (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
Gercek zamanli PCR cihaz1 (LightCycler480 II, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

ELISA okuyucu (Organo Teknika, Avusturya)

Distile su cihazi (Milli pore, Fransa )

3 ml’lik %7,5 EDTA’ i tiip (BD, Vacutainer, Ingiltere)

10 mI’lik igeriksiz biyokimya tiipii (BD, Vacutainer, Ingiltere)

Kullanilan Kitler

Total Kolesterol: (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
HDL Kolesterol: (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
Trigliserit: (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
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Aclik Kan Sekeri: (Roche Diagnostics Mannheim, GmbH, Almanya)

NO: (Cat. No: 11 756 281 001, Nitric oxide colorimetric assay, Roche
Diagnostics Mannheim, GmbH, Almanya)

High Pure PCR Template Preparation Kit (Cat. No. 11 796 828 001, Roche
Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)

3.2.  Kullamlan Ayiraclar

3.2.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Ayiraglarin Hazirlanmasi
DNA izolasyonu i¢in High Pure PCR Template Preparation Kit kullanilmistir.
Kit icerigi ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan kitin i¢erigi

Kimyasal Miktar Icerigi

Baglayici tampon 20 ml 6 M guanidin HCI, 10mM diire, 10 mM
Tris-HCI, %20 Triton X-100 (v/v), pH:4,4

Proteinaz K 90 mg Liyofilize preparat
Inhibitdr uzaklastirict 33 ml 5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI
tampon pH:6,6
Yikama tamponu 20 ml 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH:7,5
Eliisyon tamponu 40 ml 10 mM Tris, pH:8,5

Yukarida belirtilen kit iceriklerinden baglayici tampon ve eliisyon tamponu dogrudan
higbir islem yapilmadan kullanildi. Diger igerikler ise kit prospektiisiinde verilen
uygulama talimatina gore agagida verilen sekilde hazirlandu.

Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K (liyofilize halde oda sicakliginda saklandi) 4,5 ml
steril bidistile su ile sulandirildi ve 500 puL’lik porsiyonlar halinde -20°C’de korundu.
Inhibitér Uzaklastiriet Tampon: 33 ml tampona 20 ml mutlak etil alkol eklendi.

Yikama Tamponu: 20 ml yitkama tamponunun iizerine 80 ml mutlak etil alkol eklendi.

Ayrica DNA izolasyon kitinin icerisinde bulunmayan fakat uygulama da gerekli olan 2-
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propandiol herhangi bir hazirliga gerek duyulmadan, stok ¢o6zeltiden dogrudan
kullanildi.

3.3.  Cahsma Grubu ve Ornek Ahm

Calismaya, Mersin Universitesi T1ip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji ve Kalp
Damar Cerrahisi polikliniklerine goglis agrisi ile bagvuran ve koroner anjiografi ile
koroner arterlerinde %70 ve fazlasi1 darlig1 olan, yaslar1 37 ile 83 arasinda degisen 18’1
kadin, 71’si erkek 89 koroner arter hastasi (hasta grubu) ve koroner anjiyografi sonucu
normal koroner tespit edilen yaslar1 33 ile 88 arasinda degisen 38’i kadin, 48’1 erkek 86
birey (kontrol grubu) olmak iizere toplam 175 birey dahil edildi. Calisma Mersin
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulun 02.03.2011 ve 2011/41 nolu kararinca
onaylandi ve g¢alismaya katilan tiim bireyler ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek yazili
onanmalar1 alind1.

Calismaya katilan hasta ve kontrol gruplarina ait yas, cinsiyet, boy, kilo, sigara,
alkol, aile Oykiisii ve ila¢ kullanimu ile ilgili bilgiler kaydedildi. Hastalar ateroskleroz
risk faktorleri agisindan sorgulandi. Diyabet Oykiisii olan, insiilin veya oral antidiyabetik
ajan kullanan, ya da daha 6nce bu ajanlar1 kullanmis olup, su an diyetle kontrol altinda
olan hastalar veya 6zgeg¢misinde diyabeti olmayip ardisik birden fazla 6lg¢iimde aghk
kan sekeri (AKS) > 126 mg/dl olan hastalar diyabet hastasi olarak degerlendirildi.
Ozgegmislerinde hipertansiyon oykiisii olan, antihipertansif ilag alan hastalar veya
0zgegmisinde hipertansiyon Oykiisii olmayip, ardisik yapilan ii¢ Ol¢lim sonrasinda
tansiyon degeri 140/90 mmHg’ nin {izerinde olan hastalar, hipertansiyon hastasi olarak
degerlendirildi. Calisma grubunu olusturan hasta ve kontrol grubuna ait bu
degerlendirmeler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji ve Kalp
Damar Cerrahisi Anabilim Dali 6gretim iiyeleri tarafindan yapildi.

Hasta ve kontrol grubundan etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igerikli tiiplere
ve serumlart ayrilmak {izere ise diiz biyokimya tiiplerine periferik venoz kanlart alindu.
Hasta ve kontrol gruplarindan eNOS T786C ve eNOS G894T gen polimorfizmi
saptamak icin EDTA’l tliplere alinan kan Ornekleri DNA izolasyonu i¢in ¢alisma
giinline kadar +4 °C’de saklandi. Lipid profili, AKS diizeyleri i¢in iceriksiz biyokimya
tiiplerine alinan kan ornekleri ise, takiben 10 dakika sonra 3000 rpm’de 10 dakika
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santrifiij edilerek serumlart ayrildi ve Cobas Integra 800 otoanalizoriinde calisildi.
Nitrik oksit diizeyleri i¢in igeriksiz tiiplere alinan periferik vendz kan 6rnekleri ise 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve ¢caligma giiniine kadar -20 °C’de

saklanda.

3.4. Yontemler

3.4.1. Koroner Anjioplasti

Koroner anjioplasti standart Judkin teknigi kullanilarak femoral girisimle
gerceklestirildi. Koroner anjioplasti esnasinda kontrast ajani olarak Lopromide
(Ultravist-370, Schering AG) manuel olarak (her pozisyonda 6-8 ml kontrast ajani)
kullanild1. Yatay eksende her iki sag ve sol yerlesimli koroner arterlerin kranial ve
kavdal agilar1 gosterildi. Koroner anjioplasti islemi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Kardiyoloji Anabilim Dali 6gretim {yeleri tarafindan gergeklestirildi. Anjiyografi
sonrast hastalarin tikali damar sayilar1, Anabilim Dal1 Ogretim iiyelerince hesaplandi ve
degerlendirildi. Koroner anjiyografi sonuglarina gére koroner arterlerinden en az birinde

> %70 darlik belirlenen koroner arter hastalar1 (KAH) ateroskleroz tanist almistir.

3.4.2. Lipit Profili Ol¢iimleri

a) Total Kolesterol Ol¢iimii: Total kolesterol (TK) diizeyleri enzimatik kolorimetrik
metod (CHOD/PAP) ile ¢alisildi. Yontemde prensip, kolesterol esterlerinin kolesterol
esteraz (CE) enzimi ile agiga ¢ikan serbest kolesteroliin, kolesterol oksidaz varliginda
hidrojen perokside (H,O;) oksidasyonu ve olusan H,O;’nin ise peroksidaz (POD) ile
fenol ve 4-aminoantiprin (4-AAP) varliginda, kinonimine doniisimii ve olusan

kinoniminin 520 nm’de 6l¢iilmesine dayanmaktadir (Esitlik 3.1).
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Esitlik 3.1. Total kolesteroliin 6l¢iimiinde yer alan tepkime denklemi

CE

Kolesterol esterleri + H20 — Kolesterol ~ + Yag asitleri
CHOD

Kolesterol + O, — Kolest-4-en-3-on + H,0,
POD

2H,0, + 4-AAP + Fenol — Kinonimin + 4H,0

b) HDL Kolesterol Olciimii: HDL-Kolesterol (HDL-K) &lgiimiinde homojen
enzimatik kolorimetrik yontem kullanildi. Yontemin prensibinde magnezyum stilfat ve
dekstran siilfat varliginda, polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis enzimlere
direngli, suda ¢oziinen LDL, VLDL ve silomikron kompleksleri olusturulur. HDL-K
kolesterol igerigi PEG ile modifiye edilmis (%40 oraninda) kolesterol esteraz ve
kolesterol oksidaz tarafindan enzimatik kataliz ile belirlenir. Kolesterol esterleri
kolesterol esteraz tarafindan serbest kolesterol ve yag asitlerine yikilir (Esitlik 3.2).
Oksijen varliginda kolesterol, kolesterol oksidaz tarafindan A4-kolestenon ve H,0;’ye
okside olur. Hidrojen peroksit, POD tarafindan 4-AAP ve sodyum-N (2-hidroksi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoksianilin  (HSDA) varliginda mavi-mor pigment olusturur.
Olusan mavi-mor pigmentin 582 nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometrik

olarak belirlenir.

Esitlik 3.2. HDL-Kolesterol 6l¢iimiinde yer alan tepkime denklemi

PEG-CE
HDL-K-ester + H,O —  Kolesterol + Yag asitleri

PEG-Kaolesterol oksidaz

HDL-K + 0, — A4-kolestenon + H,0,

POD
2H,0, + 4-AAP + HSDA + H" + H,O —  mavi-mor pigment + 5H,0

¢) Trigliserit Olciimii: Trigliserit (TG) diizeyleri enzimatik kolorimetrik (gliserolfosfat

oksidaz-peroksidaz) yontem ile olgiildii. Yontemin prensibi, trigliseritlerin lipoprotein
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lipaz (LPL) tarafindan serbest yag asitleri ve gliserole hidrolizini, gliseroliin
gliserokinaz (GK) ile gliserol-3-fosfata katalizini, gliserol-3-fosfatin da gliserol fosfat
oksidaz (GPO) tarafindan dihidroksiaseton fosfata (DHAP) ve H,0;‘e oksidasyonunu
ve olusan H,O,‘in POD katalizi esliginde fenol ve 4-aminofenazon ile tepkimesi sonucu
4-benzokinonmonoiminofenazon olusumuna dayanmaktadir. Olusan kinon bilesiginin

520 nm’de verdigi absorbans HDL-kolesterol ile dogru orantilidir (Esitlik 3.3).

Esitlik 3.3. Trigliserit 6l¢timiinde yer alan tepkime denklemi

LPL
Trigiserit +  3H0 — Gliserol + 3 yag asiti

GK
Gliserol + ATP — Gliserol-3-P + ADP

GPO
Gliserol-3-P + 0, — Dihidroksiasetonfosfat + H,0,

POD
H,O, + 4-AP + 4-klorfenol — 4-benzokinonmonoiminofenazon + 2H,0

d) LDL ve VLDL Ol¢iimii: LDL ve VLDL diizeyleri oransal olarak Friedwald
esitligine gore hesaplandi (Esitlik 3.4) (143).

Esitlik 3.4. Friedwald Esitligi
Trigliserit
VLDL = - 1glsent

LDL =Total - kolesterol — (HDL +VLDL)

3.4.3. Ac¢hk Kan Sekeri Ol¢iimii: Aclik kan sekeri diizeyleri enzimatik heksokinaz
metodu ile ¢alisildi. Yéntemin prensibi, heksokinaz (HK) ve Mg*? varliginda glukozun
ATP ile fosforile olmasina dayanir. Olusan glukoz-6-P, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PDH) ve NADP® varhiginda okside olarak 6-fosfoglukonata doniisiir. Olusan
NADPH miktar1 6rnekteki glukoz konsantrasyonu ile direk orantilidir ve 340 nm’deki
artan absorbans degeri Ol¢iilerek hesaplama yapilir (Esitlik 3.5)
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Esitlik 3.5. Aclik kan sekeri 6lgiimiinde yer alan tepkime denklemi

HK
Glukoz + ATP — Glukoz-6-P + ADP
G6PD
Glukoz-6-P + 0, —  6-fosfoglukonat + NADPH + H*

3.4.4. Nitrik Oksit Olgiimii

Nitrik oksit diizeyinin belirlenmesinde kolorometrik yontem kullanilmis olup
kullanilan arag, gereg ve ¢ozeltiler Cizelge 3.2°de verilmistir. Yo6ntemin prensibi, nitrat
rediiktaz varliginda, nitratin NADPH kullanarak nitrite indirgenmesi esasina
dayanmaktadir.

Nitrate + NADPH+H" ------ > Nitrit + NADP" + H,0O

Olusan nitrit siilfamit ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidrokloriir ile reaksiyona
girer ve kirmizi-mor diazo boyasini Verir.

Nitrit + Stlfamit + N-(1-naftil)-etilendiamin dihidrokloriir ----- > Diazo

Bu renk 550 nm de olgiiliirerek elde edilen absorbans standart egri kullanilarak

nitrik oksit konsantrasyonu hesaplandi.

Cizelge.3.2. Nitrik oksit 6l¢iimiinde kullanilan arag, gereg ve ¢ozeltiler

Sise Icerik Miktar
no

1 Potasyum fosfat tampanu, pH 7.5, hazir 22 ml

2 Koenzim tabletleri: her tablet 0.5 mg NADPH ve 0.01 mg 10 tablet

FAD igerir

3 Nitrat rediiktaz 2 sise

4 Renk soliisyonu 1: stilfanilamid 8 ml

5 Renk soliisyonu 2 : N-(1-naftil)-etilendiamin dihidrokloriir 8mi

6 Potasyum nitrat standardi 80 mM

7 Plate 1 adet
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Nitrik oksit diizeyinin belirlenmesinde kullanilan ayiraglarin hazirlanmasi;

Rekasiyon karisimi 2°nin hazirlanisi: Her ii¢ koenzim tableti 1 ml potasyum fosfat

tamponunda ¢oziildii.

Soliisyon 3’iin hazirlamisi: Igerisinde nitrat rediiktaz bulunan her bir siseye 0.6 ml

distile su eklendi.

Standart cozeltilerinin hazirlanmasi: Liyofilize halde olan standart soliisyonundan

80, 16, 8, 4, 1.60, 0.8, 0.4, 0.25 uM’lik standartlar hazirlandi.

Calisma prosediirii;

a.

3.4.5.

Standart ve orneklerden 500 ul eppendorf tiiplerine konuldu. Kor iginde bir
eppendorfa 500 ul distile su konuldu.

Biitiin eppendorflara igerisinde koenzim bulunan reaksiyon karisimi 2 den 50 pl
eklendi ve karistirildi.

Her eppendorfa igerisinde enzim bulunan soliisyon 3 ten 20 pl eklendi ve
karistirldi. 30 dakika 20 °C de inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra hazirlanan soliisyonlardan (kor,standart,drnek) her bir
kuyucuga 150 pl konuldu.

Biitiin kuyucuklara 75 pl renk soliisyonu 1 ve 2 eklendi ve karistirildu.

20 °C’de 5 dakika inkiibasyondan sonra 550 nm de 6l¢itim yapildi.

eNOS T786C ve eNOS G894 T Gen Polimorfizmlerinin Belirlemesi

3.4.5.1. DNA izolasyonu

a) Prensip; Hiicreler, tim niikleazlari hemen inhibe eden bir kaotropik tuz

(guanidin HCI) varhiginda proteinaz K ile kisa bir inkiibasyon sonunda
parcalanir. Hiicresel niikleik asitler piirifikasyon filtre tiiplerinde bulunan 6zel
fiber cam yapiya segici olarak baglanir. Bagl niikleik asitler kontamine edici
hiicresel elemanlardan hizli yikama ve g¢evirme islemleri ile arindirilir. Bu
islemin gerceklesmesinde cizelge 3.1°de igerigi verilen inhibitér temizleyici
tampon ile yikama tamponu kullanilmaktadir. Son olarak diisiik tuz eliisyonu ile

niikleik asitlerin fiber cam yapidan ayrilmalari saglanir.
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b) Prosediir;

1.

Steril bir tiipe (1,5 ml’lik kapakli) 200 pL tam kan alindi ve {izerine sirast ile
200 pL baglayici tampon ve 40 uL proteinaz K eklendi. Proteinaz eklenmesini
takiben tiiplerin kapaklar1 kapatilarak hemen karistirildi.

Tiipler 10 dakika 72°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan 100uL izopropanol eklenir, iyice karistirilir ve karigim
filtre tlipiine aktarildi.

Bir dakika 8000 g’de santrifiij edildi.

Toplama tlipti degistirildi ve tiipe 500 pL inhibitor uzaklastirict tampon eklendi.
1 dakika 8000 g’de santrifiij edildi ve toplama tiipli tekrar degistirildi.

Ardindan tiipe 500pL yikama tamponu eklendi ve 1 dakika 8000 g’de santrifiij
edildi. Toplama tiipii degistirildi. Yikama islemi 2 defa tekrar edilir.

Tiipe herhangi bir ¢ozelti eklenmeden 10 saniye 13000 g’de tekrar santrifiij
edildi.

Filtreli tiipler, 1,5 ml’lik kapakli DNA saklama tiiplerine yerlestirilir ve 72°C’de
bekletilen eliisyon tamponundan 200 pL eklenerek 1 dakika 8000 g’de santrifiij
edildi.

Son olarak DNA eliisyon tamponunun yardimi ile 1,5 ml’lik kapakli DNA
saklama tiliplerine gectigi i¢in filtre tlipleri uzaklastirilir ve DNA eldesi

tamamlanmis olur.

3.4.5.2. eNOS T786C ve eNOS G894T Gen Polimorfizmleri i¢cin Primer ve Prob

Dizayni

Biitiin amplifikasyon primerleri standart fosforamid kimyasi (Ella Biotech

GmbH) ve tiim flurofor-isaretli problar Metabion tarafindan sentezlenmis ve ters-faz

HPLC ile saflagtirilmigtir. Amplifikasyonda eNOS T786C ve eNOS G894T igin bir set

primer kullanild1.

eNOS T786C Mutasyon Analizi icin Primer ve Prob Dizaymi: eNOS T786C

mutasyon analizi i¢in kullanilan primer ve prob dizileri gizelge 3.3’de verilmistir.

Primerler T786C varyantin yer aldigi 170 bg’lik amplikon eldesi i¢in kullanilmistr.
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T786C mutasyonun belirlenmesi i¢in vic prob ve fam probu kullanilmistir. Vic probun

5’ucu yakima yellow ile igsaretlenmistir. Fam prob 13-mer oligoniikleotiddir.

Cizelge 3.3. eNOS T786C mutasyon analizi i¢in kullanilan primer ve prob dizileri

Primer ve Problar Primer ve Prob Dizileri

Forward Primer 5’-CCACCAGGGCATCAAGCT- 3’
Reverse Primer 5’-CGCAGGTCAGCAGAGAGACTA-3’
Vic Probu 5’-yakima yellow-CTGGCTGGCTGAC- 3’
Fam Prob 5’-Fam-TCCCTGGCCGGCT- 3’

eNOS G894T Primer ve Prob Dizayni: eNOS G894T mutasyon analizi i¢in kullanilan
primer ve prob dizileri ¢izelge 3.4’de verilmistir. Primerler G894T varyantin yer aldig1
164 bg’lik amplikon eldesi i¢in kullanilmistir. G894T mutasyonun belirlenmesi icin
¢apa prob ve belirleme probu kullanilmistir.
Belirleme probu 164 bg’lik amplikonda G alleli ile komplementerdir. Probun 5’ucu
LCRed 640 ile isaretlenmis, (Taq polimeraz tarafindan olasi uzamanin engellenmesi
icin) 3’ ucu fosforile edilmis 23-mer oligoniikleotid dizisidir.

Capa probu belirleme probundan iki baz uzakliktaki bolgeye komplementer 3’

ucu floresanlanmis 23-mer oligoniikleotiddir.

Cizelge 3.4. eNOS G894T mutasyon analizi i¢in kullanilan primer ve prob dizileri

Primer ve Problar Primer ve Prob Dizileri

Forward Primer 5’-CACTCCCCACAGCTCTGCAT- 3’

Reverse Primer 5’-CAATCCCTTTGGTGCTCACG- 3

Belirleme Probu 5’-CCCCAGATGATCCCCCAGAACTC-FL-3’
Capa Prob 5’-LC-CCTTCTGCCCCCCGAGCTGGTCC-PH- 3
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3.45.3. eNOS T786C ve G894T Gen Polimorfizmlerine Ait Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Kosullari

Insan genomik DNA’sindan elde edilen spesifik primerlerle hedef gen
bolgesinden uygun baz ¢ifti uzunlugunda gen fragmani amplifiye edilir. Amplikon 6zel
bir ¢ift hibridizasyon probu araciligi ile isaretlenir. Hibridizasyon problari, polimeraz
zincir tepkimesinin (PZR) yapisma fazi esnasinda amplifiye fragmanin i¢ dizilerine
baglanan iki farkli oligoniikleotidden olusur. Problardan biri 5° ucundan LightCyler-
Red ile isaretli, 3 ucundan ise fosforile edilmistir. Digeri ise 3’ wucundan
floresanlanmistir. Problar dizi iizerinde birbirlerinden en fazla iki baz uzak olarak
yerlesirler. Iki florofor birbirine olduk¢a yakin konumlanirlar (maksimum 2 baz) ve
aralarinda, cihaz 151k kaynagi tarafindan uyarilmasi ile floresan rezonans enerji transferi
(FRET) gerceklesir. Bu islemde 151k kaynagindan gelen uyari1 Floresan probu uyarir ve
olusan rezonans enerjisi LightCycler-Red’i uyarir. Emilen floresan LightCycler cihazi
tarafindan ol¢iiliir.

eNOS T786C mutasyon analizi i¢in kullanilan materyallerin konsantrasyon ve

miktarlar ¢izelge 3.5°de, PZR kosullari ise ¢izelge 3.6°de verilmistir.

Cizelge 3.5. eNOS T786C mutasyon analizinde kullanilan materyallerin konsantrasyon ve miktarlari

Icerik Konsantrasyon Miktar
Forward primer 0,5 uM 2 uL
Reverse primer 0,5 uM 2 uL
Capa prob 0,3 uM 2 uL
Belirleme probu 0,3 uM 2 uL
Hibridizasyon tamponu 10X* 2 uL
MgCl, 3 mM** 1,6 uL
Ornek DNA 50 ng 3 uL
Distile su 6,4 uL
Toplam tepkime hacmi 20 uL

*10 kat yogun hibridizasyon tamponu niikleotidler, Taq polimeraz, 10 mM Mg*" igerir.
** 3 mM MgCl, 20 pL toplam hacimdeki final konsantrasyondur.
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Cizelge 3.6. eNOS T786C mutasyon analizi i¢in PZR kosullari

PZR asamalari Hedef | Bekleme | Is1 gecis | Floresan
151 siiresi (sn) | oram okuma
(°C/sn)
Denatiirasyon 95°C 10 4.4 Yok
Amplifikasyon [Denatiirasyon | 95°C 10 4,4 Yok
(45 Dongii) 'Yapisma 57°C 20 2,2 Tek
Uzama 72°C 10 20 Yok
Melting Curve Dinlenme 1 95°C 30 4.4 Yok
Dinlenme 2 40°C 0 0,1 Yok
Okuma 80 0 0,14 Stirekli
Soguma 40°C 30 2,2 Yok

eNOS G894T mutasyon analizi i¢in kullanilan materyallerin konsantrasyon ve

miktarlari ¢izelge 3.7°de, PZR kosullari ise gizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.7. eNOS G894T mutasyon analizinde kullanilan materyallerin konsantrasyon ve miktarlari

Icerik Konsantrasyon Miktar
Forward primer 100 uM 2 ulL
Reverse primer 100 uM 2 uL
Capa prob 100 uM 2 uL
Belirleme probu 100 uM 2 uL
Hibridizasyon tamponu 10X* 6 uL
MgCl, 3 mM** 1,6 uL
Ornek DNA 50 ng 3uL
Distile su 1,4 uL
Toplam tepkime hacmi 20 uL

*10 kat yogun hibridizasyon tamponu niikleotidler, Taq polimeraz, 10 mM Mg”" igerir.
** 3 mM MgCI, 20 uL toplam hacimdeki final konsantrasyondur.
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Cizelge 3.8. eNOS G894T mutasyon analizi i¢in PZR kosullar1

PZR asamalari Hedef | Bekleme Is1 gecis Floresan
151 siiresi (sn) orani okuma
(°C/sn)
Denatiirasyon (1 Dongii) 95°C 600 4,4 Yok
Amplifikasyon [Denatiirasyon | 95°C 5 4.4 Yok
(45 Dongti) 'Yapisma 62°C 10 2,2 Tek
Uzama 72°C 15 4,4 Yok
Melting Curve Dinlenme 1 95°C 5 4,4 Yok
(1 Dongii)  Dinlenme 2 40°C 60 2,2 Yok
Okuma 80°C 0 0,14 Stirekli

Soguma (1 Dongii) 40°C 30 2,2 Yok

3.4.5.4. eNOS T786C ve G894T Gen Polimorfizmlerine Ait Genotip Belirlenmesi
(Melting Curve Analizi)

Genotip belirlemede hibridizasyon problar1 kullanilir ve problarin erime 1s1s1
farkindan faydalanilarak yapilir. Problardan birisi (¢capa prob) mutasyonlu yoreye
baglanir. Diger prob ise ¢apa probdan en fazla iki baz uzaklikta ayn1 dizinin devamina
baglanir. Mutasyonlu ve dogal tip dizi arasindaki baz farki baglanan problarin artan 1s1
ile birlikte farkli zamanlarda ayrilmalarina neden olur. Melting Curve analizi bu farktan
faydalanarak dogal ve mutant tipleri birbirinden ayirir.

Ayrilma igleminde yani Melting Curve analizinde 1s1 belirli bir alt seviyeden
(genellikle 40°C) belirli bir st seviyeye (genellikle 75-85°C) kadar saniyede yaklagik
0,1°C artar. Problar bagli bulunduklar: diziden ayrildiklarinda iki prob arasindaki FRET
kesilir ve sinyal iiretimi olmaz.

eNOS T786C mutasyonuna ait Melting Curve analiz goriintilleri ve
degerlendirmeleri sekil 3.1°de verilmistir. Sekil 3.1’de eNOS T786C varyantlarinin
erime 1silart da verilmis olup TT genotipi i¢in erime 1s1s1 (Ty) 52 °C, TC genotipi igin

52 ve 59 °C ve CC genotipi i¢in ise 59 °C’dir.
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Sekil 3.1. eNOS T786C mutasyonuna ait Melting Curve analizi

eNOS G894T mutasyonuna ait Melting Curve analiz goriintilleri ve
degerlendirmeleri ise sekil 3.2°de verilmistir. Sekil 3.2’de eNOS G894T varyantlarinin
erime 1silar1 da verilmis olup GG genotipi i¢in erime 1s1s1 (Ty): 62 °C, GT genotipi i¢in

62 ve 69 °C ve TT genotipi i¢in ise 69 °C’dir.
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Sekil 3.2. eNOS G894T mutasyonuna ait Melting Curve analizi
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3.5. Istatistiksel Yontemler

Stirekli verilerin (AKS, TK, LDL, VLDL, TG ve NO degerleri) normal dagilima
uygun olup olmadiklar1 Shapiro Wilk testi ile incelendi. Normal dagilima sahip stirekli
degiskenler ortalamatstandart sapma seklinde, normal dagilima uygun dagilmayan
degiskenler ise medyan (ceyreklikler) seklinde verildi. Bagimsiz iki grup
karsilagtirmalarinda normal dagilim varsayimi saglandigi durumda Independent sample
t testi, normal dagilim varsayimi saglanmadigi durumda Mann Whitney U testinden
yararlamldi.  Ikiden fazla grup karsilastirmalarinda  normallik  varsayimi
saglanmadigindan Kruskal Wallis testinden yararlanildi. Allellerin genotiplere dagilimi
ve bu dagilimm beklenen degerlerle uyumunun (Hardy-Weinberg dengesi)
incelenmesinde Ki-kare testi uygulandi. Genotiplerin ve allelerin olasi riskleri odds orani
hesaplanarak belirlendi. Genotiplerin diger parametrelerle karsilagtirilmasi i¢in Ki-kare

testi kullanilarak belirlendi. Sonuglar i¢in p<0.05 anlamlilik degeri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Caisma Grubunu Olusturan Bireylerin Tamimlayici Bilgilerine Ait Bulgular

Calismaya, Mersin Universitesi T1ip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Kardiyoloji ve Kalp Damar Cerrahisi polikliniklerine basvurmus 56°s1 kadmn, 119°u

erkek olmak iizere toplam 175 birey dahil edildi. Koroner anjiografi ile major

epikardiyal damarlarda veya dallarinda capa gore en az > %70 darlik tespit edilen 89

birey hasta grubu (KAH) olarak, normal koroner tespit edilen 86 birey ise kontrol grubu

olarak belirlendi. Kontrol ve KAH gruplarma ait risk faktorlerinin dagilimi ve

tanimlayici bilgileri cizelge 4.1°te verilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol ve KAH gruplarina ait risk faktorlerinin dagilim ve tanimlayici bilgiler

Kontrol Hasta p degeri
Yas 56,6+12,9 60,9+10,9 0,018
n (%) n (%)
Kadin 38 (44,2) 18 (20,2)
Cinsiyet 0,001
Erkek 48 (55,8) 71 (79,8)
Var 52 (60,5) 69 (77,5)
HT 0,023
Yok 34 (39,5) 20 (22,5)
i 23 (26,7 27 (30,
Sigara Var 3(26,7) (30,3) 0.720
kullanim Yok 63 (73,3) 62 (69,7)
Var 30 (34,9) 35 (39,3)
DM 0,652
Yok 56 (65,1) 54 (60,7)
i 29 (32,6)
Tikalh damar 2 | 30 (33,7)
sayis1
3| e 30 (33,7)

n:hasta sayisi, p: gruplar arasi anlamlilik derecesi

*HT; hipertansiyon, DM; Diyabetes mellitus
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[k olarak Shapiro Wilk testinden yararlanilarak verilerin normal dagilima uygun
olup olmadiklar1 incelendi. Yas degerleri normal dagilima uygun bir dagilis gosterdigi
belirlendi (p=0,133). Yas degerleri bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark saptandi (p=0.018). Cinsiyet dagilim1 bakimindan KAH grubundaki erkek hasta
sayis1 kontrol grubuna oranla yiiksek olarak belirlendi (p=0.001). Hipertansiyonun (HT)
KAH olusturmasi agisindan risk tasidigi bulundu (p=0,023). Sigara tiikketimi (p=0,720)
ve diyabet (DM) (p=0,652) degiskeni ile KAH arasinda anlamli bir iligki saptanmadi.

Sekil 4.1°de damar tikanikliklarmma goére dagilimlar1 verilen koroner arter

hastalarinin 29’unda 1 damar, 30’unda 2 damar ve 30’unda ise 3 damar tikaniklig
saptandi.

30 —
29,8 N
296 -
294
29,2 k
29 ||/

288 |

28,6

|
284 <

-~

1damar

Sekil 4.1. Koroner arter hastalariin tikali damar sayisina gére dagilimlari

4.2. Kontrol ve KAH Gruplarinda AKS, Lipid Profili ve NO Diizeylerine Ait
Bulgular

Kontrol ve KAH grubunu olusturan tiim bireylerin AKS, lipid profili ve NO
diizeylerine ait degerler ¢izelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kontrol ve KAH grublarina ait AKS, lipit profili ve NO diizeyleri

Kontrol Hasta p degeri
A¢hik Kan Sekeri 101,00 [93,27-124,85] 106,20 [91,46-136,97] 0,630
Total Kolesterolt 185,70 [160,00-217,20] 182,06 [140,00-219,80] 0,396
HDL-Kolesterolt 42,45+13,18 42,35+13,29 0,965
LDL-Kolesterolf 104,00 [91,00-139,00] 100,01 [74,32-129,58] 0,099
VLDL-Kolesterolt 33,00 [24,00-43,15] 32,02 [21,03-49,55] 0,887
Trigliserit* 128,60 [94,70-192,75] 153,10 [109,82-220,80] 0,121
NO 39,24 [29,48-73,96] 38,09 [25,61-61,16] 0,246

1 Siirekli degiskenler ortalama+standart sapma olarak verilmis olup konsantrasyon birimleri mg/dl’dir
* Degiskenlik katsayilar1 %20°den fazla olan parametreler medyan degerleri ile degerlendirilmistir.
p: gruplar arast anlamlilik derecesi

Shapiro Wilk testinden yararlanilarak veriler incelendiginde HDL (p=0,629)
disinda, serum AKS, TK, LDL, VLDL, TG ve NO degerlerinin normal dagilima uygun

dagilis gostermedigi saptandi (p<0,001).
AKS (p=0.630), TK (p=0.396), HDL (p=0.965), LDL (p=0.099), VLDL
(p=0.887), TG (p=0.121) ve NO (p=0.246) degerleri bakimindan hasta ve kontrol grubu

arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

4.3. Nitrik oksit Diizeylerinin KAH’lardaki Tikali Damar Sayisi ile iliskisine Ait

Bulgular

Koroner arter hastalarinin tikali damar sayisina gore NO diizeyleri ¢izelge 4.3 ve

sekil.4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.3. KAH hastalarinda tikali damar sayisina gore NO diizeyleri

Tikamik Damar Sayisi

1

2

3

p degeri

NO 42,61 [25,19-69,55]

40,42 [28,50-64,12]

34,57 [24,41-44,62]

0,406
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Sekil 4.2. Koroner arter hastalarinin tikali damar sayisina gore NO diizeyleri

KAH siddeti tikali biiyiik damar (Sol ana koroner arter, sol anterior inen arter,
sirkumfleks arter ve sag koroner arter) sayisina gore 1 damar, 2 damar ve 3 damar ve
Ustli olarak 3 alt gruba ayrilmistir. NO degerleri ile tikali damar sayilari arasinda
anlamli bir fark olmadigi bulundu (p=0.406)

4.4. Kontrol ve KAH Gruplarinin eNOS T786C Genotiplerinde Hardy-Weinberg
Dengesine Ait Bulgular

Calisma grubunu olusturan kontrol ve KAH grubunda eNOS T786C varyantina
ait olan T/C allellerin olusturdugu genotiplerle olmasi beklenen genotipler arasindaki
uyum (Hardy-Weinberg dengesi) ¢izelge 4.7°da verilmistir. Her iki grup igin de
populasyonun dengede oldugu saptand: (p>0.05)

Cizelge 4.4. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS T786C varyantlari i¢in Hardy-Weinberg dengesi

Genotipler Gozlenen Beklenen Ki p degeri
deger deger kare
Kontrol TT 54 51,42
TC 25 30,16 2,515 0,113
CC 7 4,42
Hasta TT 38 35,87
TC 37 41,26 0,950 0,329
CC 14 11,87

p: gruplar arasi anlamlilik derecesi
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4.5. Kontrol ve KAH Gruplarinda eNOS T786C Genotip ve Allel Dagilimina Ait
Bulgular

Kontrol ve KAH grublarn arasindaki genotip ve allellerin olusturdugu riskler
binary logistik regresyon analizi ile yapilmis olup, eNOS T786C genotipleri ve alellerin

dagilim1 ve olusturduklari riskler ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS T786C genotiplerinin dagilimi ve olusturduklari riskler

Genotip Kontrol Hasta OR Giiven p
n (%) n (%) Arahi (%95) | degeri
T 54 (62,8) | 38(42,7) | -
TC 25 (29,1) 37 (41,6) 2,100 1,092-4,051 | 0,026
CC 7(8,1) 14 (15,7) 2,842 1,048-7,708 | 0,040
TT 54 (62,8) 38 (42,7)
TC+CC 32 (37,2) 51 (57,3) 2,265 1,235-4,153 | 0,008
Allel sikhig1
T 133(77,3) | 113(63,4) | -
C 39 (22,7) 65 (36,6) 1,964 1,227-3,137 0,005

n: hasta sayisi, p: gruplar arasi anlamlilik derecesi, OR: odds orani

Bu calismada eNOS T786C i¢in, TT, TC ve CC {i¢ farkli genotip belirlenmistir.
Hesaplamalar yapilirken TT genotipi referans olarak alinmustir. TT genotipiyle
karsilastirildiginda, TC genotipine sahip olanlar 2,1 kat (OR=2,100 (1,092- 4,051)), CC
genotipine sahip olanlar 2,842 kat (OR=2,842 (1,048-7,708)), TC+CC genotipine sahip
olanlar ise 2,265 kat (OR=2,265 (1,235-4,153)) koroner arter hastaligi olusturma riskine
sahip oldugu saptandi. Ayrica eNOS T786C polimorfizminde C alleli tasiyan bireylerde
hastalik olusturma riski T alleli tagiyan bireylere gore 1,964 kat daha fazla bulundu
(p=0,005).
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4.6. Kontrol ve KAH grublarim eNOS T786C Genotiplerine Gore NO Diizeylerine

Ait Bulgular
Kontrol ve KAH grublarin eNOS T786C genotiplerine gore NO diizeylerine ait

bulgular ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.6. eNOS T786C genotiplerine gore kontrol ve KAH gruplarina ait NO diizeyleri

Kontrol Hasta p degeri
TT 39,24(31,89-66,27) 38,52(23,14-56,25) 0,260
NO TC 42,70 (20,82-95,41) 36,12(26,17-76,39) 0,693
CcC 33,07(23,27-98,96) 39,43(25,50-59,39) 1,000
p degeri 0,913 0,886

p: gruplar arasi anlamlilik derecesi

Nitrik oksit diizeylerinin, hem kontrol (p=0,913) hem de hasta (p=0,886),
grubunda, eNOS T786C polimorfizmi agisindan farklilik gostermedigi saptandi. TT
genotipi (p=0,260), TC genotipi (p=0,693) ve CC genotipi (p=1,000) i¢in de, kontrol ve

hasta grubu arasinda NO degerleri bakimindan anlamli bir fark saptanmadi.

4.7. KAH Grubunda eNOS T786C Genotipleri ile Tikalh Damar Sayis1 Arasindaki
fliskiye Ait Bulgular
Koroner hasta grubunda eNOS T786C genotipleri ve tikali damar sayilari

arasindaki iliski ¢izelge 4.6 ve sekil 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. KAH grubunda eNOS T786C genotipleri ve tikali damar sayis1 arasindaki iligkisi

Genotip
Damar TT TC CC
1 15 (39,5) 12 (32,4) 2(14,3)
2 14 (36,8) 13(35,2) 3(21,4) p=0,110
3 9 (23,7) 12 (32,4) 9 (64,3)
p: gruplar arast anlamlilik derecesi
16
14
mTT
12
10 mTC
8 mCC
6 e
4 R
2
ST
0 i
1 damar 2 damar 3+ damar

Sekil 4.3. Koroner arter hastalarmin tikali damar sayisina gore eNOS T786C genotip dagilim

Tikali damar sayist ile eNOS T786C TT, TC, CC genotipleri arasinda anlaml
bir fark saptanmadi (p=0,110).

4.8. Kontrol ve KAH Gruplarmmin eNOS G894T Genotiplerinde Hardy-Weinberg
Dengesine Ait Bulgular

Calisma grubunu olusturan kontrol ve KAH grubunda eNOS G894T varyantina
ait olan G/T allellerin olusturdugu genotiplerle olmasi beklenen genotipler arasindaki

uyum (Hardy-Weinberg dengesi) ¢izelge 4.11°da verilmistir. Her iki grup igin de
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populasyonun dengede oldugu saptandi. (p>0.05)

Cizelge 4.8. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS G894T varyantlari i¢in Hardy-Weinberg dengesi

Genotipler | Gozlenen deger | Beklenen deger | Ki kare p degeri
Kontrol 1T 8 6,42
GT 31 34,16 0,391
GG 47 45,42 0.735
Hasta T 10 7,02
GT 30 35,96 2,441 0,118
GG 49 46,02

p: gruplar arast anlamlilik derecesi

4.9. Kontrol ve KAH Gruplarinda eNOS G894T Genotip ve Allel Dagilimina Ait

Bulgular

Kontrol ve KAH grublar1 arasindaki genotip ve allellerin olusturdugu riskler

binary logistik regresyon analizi ile yapilmis olup, kontrol ve hasta gruplarinda eNOS

G894C genotipleri ve alellerin dagilimi ve olusturduklar1 riskler cizelge 4.8’de

verilmistir.

Cizelge 4.9. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS G894T genotiplerinin dagilimi ve olusturduklar: riskler

Genotip Kontrol Hasta OR Giiven Arahg p
n (%) n (%) (%095) degeri
GG 49 (55,1) 47 (54,7) | -
GT 30 (33,7) 31 (36,0) 1,077 0,566-2,047 0,820
TT 10 (11,2) 8(9,3) 0,834 0,303-2,295 0,725
GG 49 (55) 47 (54,7) —
GT+TT 40 ( 45) 39 (45,3) 1,016 0,560-1,844 0,957
Allel sikhgi
G 128 (71,9) 125 (72,7) | -
T 50 (28,1) 47 (27,3) 0,962 0,602-1,537 0,873

n: hasta sayisi, p: gruplar aras1 anlamlilik derecesi
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Bu calismada eNOS G894T GG, GT ve TT ti¢ farkli genotip belirlenmistir.
Hesaplamalar yapilirken GG genotipi referans olarak alinmistir. Burada odds oranlarini
yorumlamasi yapilmamistir ¢iinkii p>0.05 oldugundan anlamsizdir. T alleline ya da TT

genotipine sahip olmanin koroner arter hastalig1 i¢in bir risk olusturmadig: saptandi.

4.10. Kontrol ve KAH gruplarinda eNOS GB894T Genotiplerine Gore NO
Diizeylerine Ait Bulgular

Kontrol ve KAH grublarin eNOS G894T genotiplerine gére NO diizeylerine ait
bulgular ¢izelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.10. eNOS G894T genotiplerine gore kontrol ve KAH gruplarina ait NO diizeyleri

Kontrol Grubu Hasta Grubu p degeri
GG 45,57(31,55-84,43) | 38,66(23,14-52,76) 0,181
NO GT 38,14 (26,15-90,68) | 36,47 (26,77-77,43) 0,535
TT 32,73 (21,75-48,28) | 36,19 (27,51-54,31) 0,594
p degeri 0.431 0,925

p: gruplar arasi anlamlilik derecesi

eNOS G894T polimorfizmi ag¢isindan, hem kontrol (p=0.431) hem de hasta
(p=0.925) grubunda, NO degerleri bakimindan anlamli bir fark saptanmadi. GG
genotipi (p=0.181), GT genotipi (p=0.535) ve TT genotipi (p=0.594) i¢in de, kontrol ve

hasta grubu arasinda NO degerleri bakimindan anlamli bir fark bulunmadh.

66



4.11. KAH Grubunda eNOS G894T Genotipleri ile Tikalh Damar Sayisi
Arasindaki Tliskiye Ait Bulgular

Koroner hasta grubunda eNOS G894T genotipleri ve tikali damar sayilari
arasindaki iliski ¢izelge 4.10 verilmistir. Tikali damar sayis1 ile eNOS G894T GG, GT

ve TT genotipleri arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (p=0,110).

Cizelge 4.11. KAH grubunda eNOS G894T genotip ve tikali damar sayisi iligkisi

Genotip
Damar TT GT GG
1 3 (30,0) 9 (30,0) 17 (34,7)
2 2 (20,0) 9 (30,0) 19 (38,8) p=0,539
3 5 (50,0) 12 (40,0) 13 (26,5)

p: gruplar arast anlamlilik derecesi
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5. TARTISMA

Giliniimiizde 6nemli bir mortalite ve morbidite sebebi olan koroner arter
hastaliginin (KAH) patogenezinde, ateroskleroz 6nemli bir yere sahiptir. Ateroskleroz,
kan damarlarimin subendotel araliginda, arter duvarmin tiim yapisal elemanlari,
trombosit, 16kosit, 6zellikle monosit, makrofaj gibi ¢esitli inflamatuvar hiicreler ile lipit
ve lipoproteinlerin birikimi i¢eren kronik inflamatuvar bir hastaliktir (144,145).

Endotel fonksiyonlarin bozulmasiyla baslayan ve degisik risk faktorlerinin de
etkisiyle progresif olarak ilerleyen aterosklerozun patogenezinde, nitrik oksit 6nemli bir
rol oynamaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklara (KVH) bagli 6liimler diinya genelinde son 30 yilda
azalmakla birlikte Kuzey Amerika ve Avrupa’da halen en sik 6liim nedenleri arasinda
yer almaktadir. Amerika’da her yil yaklasik bir milyon kisi akut miyokard infarktiisii
(AMI) tanisiyla hastanelere kabul edilmekte, buna ek olarak 200.000-300.000 kisi ise
AMI nedeniyle hastaneye ulasamadan hayatini kaybetmektedir. Yine ABD
istatistiklerine gore yiiksek kan basinci, KAH, inme ve romatizmal kalp hastaligi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklara bagli her yil bir milyon 6lim goriilmektedir ve bunun
500.000’ini sadece KAH’lar1 olusturmaktadir (14).

Ulkemizdeki KAH siklig1 ise, 2000 yilindaki TEKHARF calismasi ile eriskin
niifusunda %3.8 iken, risk grubu olan 60-69 yas arasinda %14 olarak belirlenmistir
(105).

Kardiyovaskiiler hastaliklar mortaliteye neden olduklari kadar dnemli 6l¢iide
morbiditeye de neden olmaktadirlar. ABD’de 13,5 milyon kiside AMI veya anjina
pektoris vardir. Bunun yedi milyonu anjina pektorisdir ve kadinlarda erkeklerden iki kat
daha fazladir (14).

Konjestif kalp yetmezligi 65 yas st kisilerde ©Onemli mortalite ve
hospitalizasyon nedenlerinden birisi olup, esas olarak 6nceden hipertansiyon veya KAH
olmasina baghdir (14).

Onemli ekonomik yiikii de beraberinde getiren KVH’in &nlenmesi ve tedavisi
icin 1997 yilinda 259,1 milyar dolar harcanmistir ve bunun biiylik kismin1t KAH’lar1

olusturmaktadir. KVH’daki mortalite ve morbidite azalmasinin yaklasik %30’u
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hiperlipideminin tedavi edilmesine, % 24’ii sigaranin kesilmesine ve % 9,5’u
hipertansiyonun kontrol altina alinmasmna bagli oldugu icin risk faktorlerinin
modifikasyonu ve hayat tarzi degisikliklerinin dnemi biiyiiktiir (14).

Koroner arter hastaligi risk faktorleri arasinda sigara  kullanimi,
dislipoproteinemi, diabetes mellitus ve arter kan basinci yliksekliginin yani sira, ailede
miyokard infarktiisii 6ykiisii, dolayisiyla genetik egilim de 6nemli bir yere sahiptir (8).
Giliniimiizde aterosklerozun okside LDL, hipertansiyon, sigara gibi genetik, metabolik
ve ¢evresel hasarlara yanit olarak gelisen kronik inflamatuvar bir hastalik oldugu kabul
edilmekte ve koroner aterosklerozun doguracagi klinik sonuglar agisindan liimen
daralmasiin derecesinden ziyade inflamasyonun siddetinin daha 6nemli oldugu ileri
stiriilmektedir (8, 60).

Giintimiizde aterosklerozun sigara, okside LDL, hipertansiyon gibi genetik,
metabolik ve ¢evresel hasarlara yanit olarak gelisen kronik inflamatuvar bir hastalik
oldugu kabul edilmekte ve koroner aterosklerozun doguracagi klinik sonuglar agisindan
limen daralmasiin derecesinden ziyade inflamasyonun siddetinin daha 6nemli oldugu
ileri siiriilmektedir (8,60).

Koroner arter hastaliginda 6nemli bir risk faktor olan yas ile birlikte hastalik
insidans1 ve prevalans1 da artar. Ornegin 40 yasindan 60 yasma kadar miyokard
infarktiisii insidansinda 5 kattan fazla artis vardir. KAH’ig1 prevalansi kadinlarda
erkeklere oranla daha fazla yasa bagimli olup 65 yasina kadar erkeklerde daha
fazlayken, kadmlarda ise 65 yastan sonra prevalansi artmaktadir. Orta yas grubunda
AMI insidans1 erkeklerde, kadinlara gore 3-4 kat daha fazladir. Son 20-30 yilda
KVH’lara bagli oliimler erkeklerde yaklasik %19, kadinlarda ise %15 oraninda
azalmistir. Mortalite azalmasi biiyiik dl¢lide revaskiilarizasyon girisimleri, trombolitik
tedavi, aspirin ve beta-bloker gibi AMI tedavisindeki modern modalitelerin yani sira
AMI sonras1 yasayan kisilerin takip ve tedavisindeki ilerlemelere baglidir (10).

Erkeklerde 45 yas, kadinlarda 55 yas tlizeri koroner kalp hastalig i¢in giiglii bir
risk faktoriidiir. Kadmlar menopoza kadar aterosklerozdan bir miktar korunurlar. Diger
risk faktorleri esitse, erkekler ateroskleroza kadinlardan ¢ok daha fazla egilimlidirler
(146).

Calismamizda, KAH ve kontrol grubunun 6zgeg¢mislerinin sorgulanmas ile elde

edilen risk faktorlerine ait veriler degerlendirildi ve yapilan ¢aligsmalara paralel olarak
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(10, 146). KAH grubunun yas ortalamalarinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
belirlendi (p=0,018). Yine aym sekilde ¢alismalarda tek basina risk faktorii kabul edilen
erkek cinsiyeti orant KAH grubunda % 71, kontrol grubunda ise % 48 olarak bulundu
(Cizelge 4.1, p=0,001).

Hipertansiyon, koroner arter hastalig1 i¢in ¢ok dnemli bir risk faktoriidiir. Biitiin
aterosklerotik  kardiyovaskiiler olaylarin  %35'inden  hipertansiyon sorumludur.
Hipertansiyon, bozulmus endotel fonksiyonu, endotel lipoprotein gecirgenliginin artisi,
artmis oksidatif stres, akut plak riiptiiriinii tetikleyen hemodinamik stres ve artmis
myokardiyal oksijen ihtiyac1 gibi mekanizmalarla koroner olaylara neden olur (147).
Calismamizda kontrol grubunun % 60,5’inin, KAH grubunun % 77,5’inin
hipertansiyona sahip oldugu (p=0,023) belirlendi (Cizelge 4.1).

Koroner arter hastalig1 i¢in bagimsiz bir risk faktorii olan diyabetin ateroskleroza
yol agma mekanizmalari, diisik HDL, yiiksek trigliserid/ artmis lipoprotein kalinti
partikiilleri, artmig LDL, yiliksek Lp(a) konsantrasyonu, artmis lipoprotein oksidasyonu,
LDL glikasyonu, artmis fibrinojen, artmis trombosit agregasyonu, artmis PAI-1,
bozulmus fibrinoliz, yliksek von Willebrand faktdr seviyeleri, hiperinsiilinemi ve
bozulmus endotel fonksiyonlarini igerir (148). Bu bagimsiz risk faktori
degerlendirildiginde, c¢alismamizda kontrol grubunda % 34,9 oraninda ve hasta
grubunda % 39,3 oraninda diyabet siklig1 gozlendi. (Cizelge 4.1, p=0,161).

Calismamizdaki KAH i¢in diger 6nemli bir risk faktorii olan sigara kullanimina
ait bulgular incelendiginde KAH grubunun % 26,7°sinin, kontrol grubunun ise %
30,3’iinlin sigara kullandigi belirlendi (Cizelge 4.1, p=0,720). TEKHARF caligmasi,
sigara i¢iminin iilkemizde en yaygin risk faktorii oldugunu ortaya koymaktadir. Sigara
i¢iciliginin koroner kalp hastaligina neden olmasinin etkenleri arasinda okside LDL de
dahil olmak iizere oksidasyon iiriinlerinde artisa neden olmak ve HDL’nin
kardiyoprotektif etkilerini ortadan kaldirmak yer alir. Bu etkiler, karbonmonoksit ve
nikotinin direk etkileri ile birlikte endotel hasar1 olusturur (61).

Koroner arter hastaliginin risk faktorleri arasinda lipit risk faktorleri 6nemli bir
yerdedir. Kanda total kolesterol ve LDL kolesterol diizeyleri yiikseldikce
kardiyovaskiiler risk artar. Yapilan ¢alismalarda serum LDL ve bununla ilgili
lipoprotein seviyelerinin yiiksekliginin aterogenezi baslattigi ve devam ettirdigi

gosterilmistir (149). Endotel disfonksiyonu, plak formasyonu ve biiylimesi, kararsiz
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plak, plak yirtilmasi ve tromboz gibi aterosklerozun tiim evrelerinde yiliksek LDL
seviyeleri rol almaktadir (150). Bu olaylarin bir sonucu okside LDL tarafindan endotel
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi ve bunun sonucunda nitrik oksit {iretiminin
azalmasidir (151). TEKHARF c¢alismasi, toplumumuzda total kolesterol diizeylerinin
batil1 toplumlarla karsilastirildiginda genelde diisiik oldugunu ortaya koymaktadir. Tiirk
erkek ve kadini erigkin hayata iyi kolesterol degerleri ile baglamakta, ancak bu diisiik
kolesterol degerleri zaman ig¢inde korunamamakta, ilerleyen yasla total kolesterol
degerleri her iki cinsiyette de hizla ylikselmektedir (105). Epidemiyolojik ¢alismalardan
elde edilen sonuglara gore, plazma HDL kolesterol diizeyi ile, daha sonra koroner olay
gelisme riski arasinda gii¢lii bir ters iligki bulunmaktadir (152). KAH’lig1 riskinin
belirlenmesinde, degisik plazma lipidlerinin bir aradaki etkisini hesaba katmak ve
KAH’l1g1 riskinin Onceden kestirilmesinde plazma total kolestero/HDL kolesterol
oranini hesaplamak 6nemlidir. Normal olarak bu oranin 5’in altinda olmasi istenir ve
total kolesterol diizeyleri 200-250 mg/dl olanlarda girisim gereksiniminin
belirlenmesinde 6zel onem tasir (153). TEKHARF caligmasi, total kolesterol/HDL
kolesterol oraninin, halkimizda koroner kalp hastaliginin en iyi lipid Ongoriiciisii
oldugunu ortaya koymustur. Ayni ¢alismanin sonuglarina gore total kolesterol / HDL
kolesterol oraninda 2 birimlik artig, koroner olay ve olum riskini bagimsiz bicimde %
68 oraninda yiikseltmektedir (105). Trigliserit ve koroner arter hastaligi arasindaki
iligki, biiylik oranda diyabet, obesite, hipertansiyon, yiiksek LDL kolesterol ve diisiik
HDL kolesterol gibi diger faktorlerle iliskilidir (154).

Calismamizda aglik kan sekeri (p=0.630), total kolesterol (p=0.396), HDL
(p=0.965), LDL (p=0.099), VLDL (p=0.887) ve trigliserit (p=0.121) degerleri
bakimindan kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmad: (Cizelge
4.2). KAH i¢in 6nemli risk faktorleri arasinda sayilan bu parametrelerde istatistik olarak
anlaml bir farklilik bulunmamasinin nedeninin ilag¢ kullanimi oldugunu diisiinmekteyiz.
Ayrica calismaya dahil edilen bireyler, belirli risk faktorlerini tasidiklari ve bu yiizden
ateroskleroz tanis1 koymak amagli anjiyo yapilmasina karar verilen hastalar oldugundan
KAH i¢in 6nemli olan risk faktorleri agisindan kontrol ve hasta grubu arasinda belirgin
bir fark bulunamamastir.

Uzun dénem Framingham Kalp Calismasi, kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde

kolesterolii major bir risk faktorii olarak ortaya koyarak, aterosklerozun patogenezi igin
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kullanilabilecek ilk biyomarkir1 tanimlamistir (155). Gergekten de, bir¢ok klinik
calismada, kardiyovaskiiler olaylar agisindan risk altinda olan kisilerde total ve LDL
kolesteroliin diizeylerinin arttigit ve bir farmakolojik tedavi uygulanarak bunlarin
seviyelerinin azaltilmasinin yararli etkilere sahip oldugu goézlemlenmistir. Ancak
normal lipoprotein konsantrasyonlarina sahip olduk¢a fazla sayidaki insanda da hala
ateroskleroz gelismeye devam etmektedir ve bu nedenle, bu hastaligin gelisiminde diger
baska faktorlerinde rol aldigini akillara getirmektedir. Aterosklerotik plak olusumunun
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi, hastalik olusum siirecinin,
kolesterol ve lipitlerin arteryel duvarlarda birikmesinden 6te, belirgin bir enflamatuvar
yanitin yer aldigi kompleks mekanizmalar icerdigini ortaya koymustur (156,157). Bu
nedenle, kardiyovaskiiler hastaligi olan genel populasyonda taninin ¢ok daha dogru
konulabilmesi ve prognozun ¢ok daha iyi belirlenebilmesi ve akut koroner
sendromlardan etkilenen hastalarin, medikal ve girisimsel tedavi rejimlerinden daha
fazla fayda gorebilmeleri amacina yonelik olarak ayrimlasabilmesi igin yeni biyolojik
markirlara ihtiya¢ duyulmaktadir (158).

Endotel kaynakli bir vazodilatator faktor olan nitrik oksit (NO), kalp-damar
fizyolojisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. NO’in vaskiiler endotelde ateroskleroz
gelisimini  Onleyici ¢esitli etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu etkileri arasinda;
trombosit ve l0kositlerin endotele yapismasini Onler, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
migrasyonunu ve proliferasyonunu azaltir; LDL oksidasyonunu kisitlayarak LDL’nin
aterojenik LDL’ye doniisimiinii engeller (2,3). Vaskiiler endotelde NO’nun
sentezlenmesinde gorevli olan enzim eNOS’tur. Son yillardaki ¢alismalarda, bu enzimi
kodlayan gendeki ¢esitli mutasyonlarin bozulmus NO salinimina, sonug¢ olarak da
koroner arter hastaligina neden olabilecegini vurgulamaktadir (5,6).

Akarasereenont ve ark. (159), anjiografi ile koroner lezyonun varlig1 gosterilen
hastalarda NO diizeylerinin saglikli kontrollere goére daha yiliksek oldugunu
bulmuslardir. Yoon ve ark. (160)’nin koroner arter hastalarinda, plazma NO seviyesi ve
eNOS gen polimorfizmlerinin arasindaki iligkiyi arastirdiklar1 bir calismada intron 4a/b
ve Glu298Asp degisimlerini incelemislerdir. Yoon ve ark.’nin bu ¢alismasinda, NO
plazma seviyelerinin koroner arter hastaligi olan bireylerde kontrollere gore daha
yiiksek diizeyde oldugu belirtmislerdir. Srivastava ve ark. (161) tarafindan yapilan bir

caligmada ise Hindistanli bireylerde G894T polimorfizmi ile NO seviyeleri arasinda
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iliski olmadig bildirilmistir. Buna karsilik, Metzger ve ark. (162) ise Brezilyali saglikli
bireylerde NO seviyeleri ve eNOS gen polimorfizmi arasinda iliski oldugunu rapor
etmislerdir.

Calismamizda, kontrol ve hasta grubu arasinda, NO diizeyinde anlamli farklilik
bulunmadi (Cizelge 4.2, p=0.246). Bunun disinda KAH’larinin tikali damar sayisina
gore NO diizeyleri de incelendi ve anlamli bir fark olmadig1 bulundu (p=0.406).

Ayrica ¢alismamizda eNOS T786C polimorfizmi ile NO seviyeleri arasindaki
iliski incelendi. NO diizeylerinin, kontrol (p=0,913) ve hasta (p=0,886) grubunda eNOS
T786C polimorfizmi agisindan farklilik gostermedigi saptandi (Cizelge 4.5). eNOS
T786C TT genotipi (p=0,260), TC genotipi (p=0,693) ve CC genotipi (p=1,000) igin de,
kontrol ve hasta grubu arasinda NO degerleri bakimindan anlamli bir fark saptanmadi
(Cizelge 4.5).

Ayni sekilde eNOS G894T polimorfizmine goére NO diizeylerinde de, kontrol
(p=0.431) ve hasta (p=0.925) grubunda, NO degerleri bakimindan anlamli bir fark
saptanmadi (Cizelge 4.9). eNOS G894T GG genotipi (p=0.181), GT genotipi (p=0.535)
ve TT genotipi (p=0.594) icin, kontrol ve hasta grubu arasinda NO degerleri
bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (Cizelge 4.9).

Bizim c¢alismamizda dahil olmak tiizere nitrik oksit seviyesi ve eNOS gen
polimorfizmi arasindaki iligkiyi inceleyen arastirmalarda (159-162) benzerlik
bulunmamaktadir. Bu durum; etnik ve cografik farklilik, ¢evresel faktorler ya da NO
analizinde kullanilan yontemlerdeki farkliliklardan kaynaklanabilir. Clinkii NO’nun yar1
omrii oldukga kisa bir molekiildiir. Calismalar arasindaki farkliliklarin diger bir nedeni
olarak ta koroner arter hastaligi tanisi i¢in kullanilan anjiografi sonucuna gore koroner
arterlerdeki darlik kriterlerinin (koroner arterlerinden en az birinde > %70 veya > %50)
farkliliklarinda kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

KAH risk faktorleri arasinda sigara kullanimi, dislipoproteinemi, diabetes
mellitus ve arter kan basinci yiiksekliginin yani sira, ailede miyokard infarktiisii ykiisi,
dolayisiyla genetik egilim de 6nemli bir yere sahiptir (8).

Koroner arter hastaligina sahip olan hastalarin énemli bir kisminda geleneksel
risk faktorlerinin olmayisi nedeni ile Son yillarda ateroskleroz patogenezinde rol
oynayan genetik ve cevresel faktorler lizerindeki g¢alismalar, arastirmacilarin odak

noktasi haline gelmistir. Kisilerin yasam kalitesinin arttirilmasi agisindan koroner arter
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hastaligina yatkinligimmin olup olmadigini1 erkenden 6grenebilmek ve ona gore Oonlem
alabilmek i¢in koroner arter hastaliklarinin genetik alt yapisinin belirlenmesi 6nemlidir
(14).

Koroner arter hastaligi multifaktoriyel bir hastalik olup, prevalansi irklar ve
etnik gruplar arasinda farklilik gdsterebilir. Ayni sekilde KAH ile iliskilendirilen eNOS
gen polimorfizminin de ¢esitli etnik gruplar arasinda farklilik gosterdigi bildirilmistir.
Bir¢ok c¢alismada, farkli toplumlarda kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in eNOS genotip
iliskisi incelenmis olmasia ragmen, kardiyovaskiiler hastalik riski iizerine eNOS
mutasyonun etkileri tutarl degildir (163-167).

Colombo ve ark. (163) eNOS genindeki T786C mutasyonunun italyan
niifusunda KAH ve yaygmhg ile olan iliskisini incelemisler ve CC homozigot
bireylerin TT homozigotlara goére 2.5 kat daha fazla KAH’ye yakalanma riski
gosterdiklerini ve koroner ateroskleroz yaygiliginin da bu bireylerde artmis oldugunu
bildirmislerdir.

Alvarez ve ark. (164) KAH grubunda eNOS T786C CC genotipini kontrollere
kiyasla daha yiiksek siklikta bulmuslardir. Yaptiklar1 ¢alismada, eNOS T786C CC
genotipine sahip KAH ve kontrol sikliklarini sirasiyla %22 ve %14 (p=0.039) olarak
bildirmislerdir.

Rossi ve ark. (165) Kafkas populasyonunda, koroner arter hastalarini bir, iki ve
tic damar hastas1 seklinde smiflandirmis ve eNOS T786C mutasyonu ile istatistiksel
olarak anlamlilik sinirinda bir iligki saptamislardir.

Colombo ve ark. (166) eNOS G894T gen polimorfizmi ile ilgili yaptiklari
calismada, koroner arter hastalar1 ve kontrollerde GG, GT ve TT genotip sikliklarini
strastyla % 45.3, 38.8, 15.9 ve 42.1, 51.8, 6.1 olarak saptamislardir. Bunun sonucunda
eNOS G894T polimorfizmini, italyan toplumunda KAH olusumu ve ciddiyeti i¢in
major risk faktorlii olarak bildirmislerdir. Jeerooburkhan ve ark. (167) ise ayni
polimorfizmi KAH i¢in risk faktorii olarak bulmamustir.

Bae ve ark. (168) Kore halkinda yaptiklari calismada eNOS T786C ve G894T
polimorfizmleri ve KAH hastalar1 arasindaki iliskiyi degerlendirmis ve KAH igin
bagimsiz risk faktorli olmadiklarini bildirmislerdir. Zhang ve arkadaslari (169) ABD'de
diyabetli erkeklerde eNOS varyantlar1 ve koroner kalp hastaligi risklerini incelemisler

ve eNOS T786C ve G894T genotip dagilimlar: ile koroner kalp hastaligi olan veya
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olmayan erkekler arasinda anlamli bir farklilik bulmamiglardir. Rittig ve ark (170)
Alman populasyonunda, bozulmus endotel fonksiyonu ile 4a4b polimorfizmi arasinda
bagimsiz iliski oldugunu, ancak eNOS T786C ve G894T polimorfizmleri i¢in gegerli
olmadigini bildirmislerdir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda Tirkiye’de KAH ve eNOS polimorfizmi
arasinda iligkiyi inceleyen bir galismaya rastlanilmistir ve Tangiirek ve ark. (171)
tarafindan yapilan bu ¢alismada, C dominant bireylerde KAH’nin 2.9 kat fazla oldugu
gosterilmis olup ve eNOS T786C gen polimorfizminin KAH varli§i ve yayginligi icin
bir risk faktorii olarak degerlendirilebilecegini bildirmislerdir.

eNOS T786C ve G894T polimorfizmlerinin KAH’da olast roliinii belirlemeyi
amagladigimiz bu caligmada ayrica kontrol grubu sonuglarin1 kullanarak eNOS T786C
ve G894T polimorfizmlerinin bolgemizdeki dagilimini incelemeyi de amagladik.

Kontrol ve KAH grubunda eNOS T786C varyantina ait olan TC allellerin
olusturdugu genotiplerde Hardy-Weinberg dengesine ait bulgular incelendiginde, her iki
grup i¢in de populasyonun dengede oldugu saptandi (Cizelge 4.3, p>0.05). Genotip ve
allel dagilimma gore, kontrol ve KAH gruplarinda eNOS T786C TT, TC ve CC
genotipleri sirasiyla kontrol grubunda % 62.8, 29.1, 8.1 ve hasta grubunda ise % 42.7,
41.6, 15.7 olarak bulundu. Hasta grubunda, TT genotipine sahip olanlarla
karsilastirildiginda TC genotipine sahip olanlar 2,100 kat (p=0,026), CC genotipine
sahip olanlar 2,842 kat (p=0,040) ve TC+CC genotipine sahip olanlar 2,265 kat daha
fazla (p=0,008) KAH olusturma riskine sahip olduklari1 saptandi (Cizelge 4.4). Ayrica
eNOS T786C C alleli kontrol grubunda %22.7, KAH grubunda %36,6 siklikta bulundu.
Calismamizda, C alleline sahip olmanin 1,964 kat daha fazla hastalik igin risk
olabilecegi bulundu (p=0,005).

Calismamizda kontrol ve KAH grubunda eNOS G894T varyantina ait olan GT
allellerin olusturdugu genotiplerin de Hardy-Weinberg dengesine gore, her iki grup igin
de populasyonun dengede oldugu saptandi (Cizelge 4.7, p>0.05). eNOS G894T GG, GT
ve TT genotipleri sirayla kontrol grubunda % 55.1, 33.7, 11.2 ve hasta grubunda % 5.7,
36, 9.3 olarak bulundu. GG genotipine gore karsilastirildiginda GT (p= 0,820)
genotipinin, TT genotipinin (p=0,725) ve GT+TT (p=0,957) genotipinin hastalik riski
icermedigi saptandi. Bu sonuglar 15181inda eNOS G894T polimorfizmi ile KAH arasinda
anlamli bir iligki bulunamadi (Cizelge 4.8, p>0.05).
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Yaptigimiz caligmada, koroner arter hastalari, bir, iki, ii¢ ve iistii damar seklinde
tikali damar sayisina gore siniflandirildi. Bu gruplar ile eNOS T786C polimorfizmi
(Cizelge 4.6, p=0,110) ve eNOS G894T polimorfizmi (Cizelge 4.10, p=0,539) arasinda
anlaml bir iliski bulunmadi.

Biitiin ¢aligmalar ele alindiginda, eNOS geninde bulunan polimorfizmlerin etkili
olduguna dair calismalarin yani sira etkili olmadigim1 savunan c¢aligmalar da
bulunmaktadir. Aterosklerozun patolojik gelisiminde NO seviyelerinin etkili oldugu
bilinmekle birlikte literatiirdeki eNOS genine ait polimorfik genotip dagilimi hastalik ve
biyokimyasal degerler arasindaki bu ¢eliskili bulgular, bu genlerin her birinin tek basina
fonksiyonel olmasindan ziyade farkli genlerin ve cevresel faktorlerin de bu etkiye
katilabilecegini diisiinmekteyiz.

Bulgular degerlendirildiginde, KAH ile iligkili eNOS polimorfizmleri ilgili
farkliliklar olsa da Mersin bolgesinde yapilan bu ¢alismada, eNOS T786C
polimorfizminde, TT ve TC genotipleri ve C alleli tasiyan hastalar icin KAH riskinin

arttigini diisiinmekteyiz.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizin sonucunda;

v’ Calismaya katilan kontrol ve KAH grubunda erkek olma ve yas gibi KAH i¢in
risk faktorleri degerlendirilmesinde, bu faktérler KAH gelisimi igin risk
olusturdugu saptandi.

v" Nitrik oksit diizeyi, kontrol ve KAH grubu arasinda karsilastirildiginda anlamh
bir fark bulunmadi.

v" Nitrik oksit diizeyi ile KAH grubundaki tikali damar sayis1 arasinda anlamli bir
fark bulunmadu.

v" eNOS G894T polimorfizmi ile KAH arasinda iliski saptanmadi.

v" eNOS T786C polimorfizminde ise TT, TC ve CC seklinde belirlenen ti¢ farkli
genotip i¢in, TT genotipine sahip olanlarla karsilastirildiginda;

v TC genotipine sahip olanlar 2,100 Kat,

v CC genotipine sahip olanlar 2,842 kat

v' TC+CC genotipine sahip olanlar 2,265 kat daha fazla KAH olusturma riskine
sahip oldugu belirlendi.

v" eNOS T786C polimorfizminde C alleline sahip olmak 1,964 kat daha fazla KAH
riskini arttirdigi belirlendi.

v Koroner arter hastaligi grubunda eNOS T786C ve G894T genotipi ile NO

diizeyleri ile karsilatirildiginda anlamli bir fark bulunmadi.

Yukarida siraladigimiz sonuglar dogrultusunda, eNOS G894T genotipleri ile
KAH arasinda iligkili bulunmazken, eNOS T786C varyantlarinin KAH i¢in risk faktorii
olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.

eNOS gen polimorfizmi ile ateroskleroz arasindaki iliskiyi daha ayrintili ortaya
koymak igin, ateroskleroz hastalarinin hastalik seyrine gore siniflandirilarak ve hasta

say1st artirilarak bu polimorfizmin arastirilacagi ileri arastirmalar 6nermekteyiz.
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