T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIK ANABILIM DALI

ESANSIYEL HIiPERTANSIiYONLU OLGULARDA
CHROMOGRANIN A GENI POLIMORFIZMLERININ
ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
DR. METIN ESER

DANISMAN
DOC. DR. C. NUR SEMERCI

DENIZLI 2012



T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIK ANABILIM DALI

ESANSIYEL HIiPERTANSIiYONLU OLGULARDA
CHROMOGRANIN A GENI POLIMORFIZMLERININ
ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
DR. METIN ESER

DANISMAN
DOC. DR. C. NUR SEMERCI

Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’nin 10.10.2011 tarih ve 2011TPF040 nolu karar1 ile

desteklenmistir.

DENIZLI 2012



Dog. Dr. C. Nur SEMERCI damsmanh@mda Dr. METIN ESER tarafindan
yapillan “Esansiyel hipertansiyonlu olgularda Chromogranin A geni
polimorfizmlerinin arastirilmasi” bashkh tez ¢alismasi 1A%/ 20 tarihinde
yapilan tez savunma smavi sonrasi yapilan degerlendirme sonucu jiirimiz
tarafindan Tibbi Genetik Anabilim Dah’nda TIPTA UZMANLIK TEZI olarak

kabul edilmistir.

BASKgNm,{. Do Gidseren BH ZC%&@@

ﬁYE ' W
Doc .dr. C-Hor Semer<

YD -00c-Or . Rave. TeePed \1%_

Yukaridaki imzalarmm adi gecen o6@retim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

25,898,213
2 é\

Prof. Dr. Mustafa Kili¢
Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Dekam

III



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim tez
damigmanim Dog¢. Dr. C. Nur SEMERCI’ye, katkilarindan dolayr Anabilim Dali
baskanimiz Prof. Dr. Giilseren BAGCI’ya, tez ¢alismamin planlama ve laboratuvar
asamalarinda katkilarmmdan dolay1 Prof. Dr. N. Lale SATIROGLU TUFAN’a, tez
calismamin her asamasinda bilgi ve tecriibesinden ¢okg¢a faydalandigim yardim ve
destegini benden esirgemeyen Yrd. Dog¢. Dr. Emre TEPELI’ye, ¢alisma
grubumuzdaki hastalarin se¢iminde katkilarindan dolay1 Kardiyoloji Anabilim Dali
baskani Prof. Dr. H. Asuman KAFTAN’a ve Ars. Gor. Dr. Musa SANLIALP’e,
calisma sonuclarimizin istatistiksel degerlendirilmesinde katkilarindan dolay1 Halk
Sagligi Anabilim Dali &gretim iiyesi Prof. Dr. Mehmet ZENCIR’e, laboratuvar
calismalarinda yardim ve desteginden dolay1r Ars. Gor. Dr. Akif AYAZ’a, Tibbi
Genetik Anabilim Dali’'ndaki hocalarima ve c¢alisanlarma ayrica bu sliregte

desteklerini siirekli hissettigim esim ve ogluma ¢ok tesekkiir ederim.

v



ICINDEKILER

Sayfa No

ONAY SAYFAST ...ttt sttt e e et 111

TESEKKUR .....ooviieeieeeee ettt sanaeaenen v

ICINDEKILER .....oviiieitieeeeeeececeeeeeeeeeeee ettt A%
SIMGELER VE KISALTMALAR .......cooviiuiieieeeeeieeieeeteeeeeee e Vil

SEKILLER DIZINI ...t IX

TABLOLAR DIZINI.......oooiiiiiioiiieeeeceeeeeeeeeeeeee e X
OZET .. oottt et XII
INGILIZCE OZET ..ot XIv
GIRIS oottt 1
GENEL BILGILER .....cooiiiiiiieieeeieeeee e 3
HIPERTANSIYON. .....ooiiiiieeeeieececeeeeeee et 3

TANIM (e e 3

Etiyolojik Smiflandirma ..........ccccoooiiiiiiiiiiiiiieeecece e 3

Kan Basmci Diizeylerine Gore Smiflandirma .........ccoveiiiiiininnnnn, 3

FAiZyopatologi c.cocuveeeeeiiiecieeeeeeee e 5

ESANSIYEL HIPERTANSIYON ..ottt 5
Etiyopatogenezden Sorumlu Faktorler.........c.coc oveiieiiiiniiinnnns o 5

Asir1 Tuz alim1 ve Renal Sodyum Retansiyonu..........ccccceeevveeennnennee. 6
Renin-Anjiotensin SIStEMI........eeervieeeriieeeriieeeiieeeeeerreeerveeervee e enes 6

Sempatik STNIE SISEEM ...vveeeevrieiiiieeiieecieeeeee e 8

Vaskiiler HIPETtrofl .....ccocuveeiiieiiie e 8

Endotel Kokenli FaKtorler .........c.oooeeiiiiiiiiiiiiiicceeeeeeee 8

Obezite ve InSHln DIrenCi ........c.ocovevueveueiieeieceeeeeereeeeeee e 9

Genetik FaKtorler ..o 10

GENETIK POLIMORFiZM VE HIPERTANSIYON .......c.cccoovivivinne. 11
KROMOGRANIN A PROTEINI ..o, 13
CgA’nin Yapist ve Fonksiyonlart ........cccoecevveeivieiiiieiiiie e, 14

\Y%



CgA-Bagli Peptidlerin GOTevIer ........cccueveveeeeieeeciie e 16

VaSOSTALIN-1..euveiiiiiiiieii e e e e ee et eans 17

(11511 72151 s RO PSRRI 18

(015 (€ 7N € 1< 1§ TR 19

CHGA Geni Polimorfizmleri ve Esansiyel Hipertansiyon................ 23

GEREC VE YONTEM .....ooooiiiieeeeeeieeeeeee e 25
CALISMA GRUPLARL.........coooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s 25

KAN ORNEKLERINDEN DNA IZOLASYONU........cccoovivirereireeeeennns 26
[ZOLE EDILEN DNA’NIN SAFLIK DEGERLENDIRMESI..................... 27
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU........coeveioeieeeeieeeeeceeeeee e 27
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI.........cocvoviuiiieeiceeeeeeeeeeee e 29

PCR URUNLERININ PURIFIKASYONU........cccovoieieeieeieieceeeeeeeeerens 30
SEKANS REAKSITYONUNUN HAZIRLANMASI.........cocoevveeirrrerereeen. 31
SONUCLARIN DEGERLENDIRILMEST......c.cooviievieeeeeeeeeeeeee, 33
ISTATISTIKSEL ANALIZ......ooiviiiiiiceeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
BULGULAR..........ooiiieteieeeeeeeeeeeee e eee e ess s s s ss e se s sa s neenanes 34
TARTISMA. ....oooooiieeeeeeeeeeeeee oot s e 56
SONUCLAR........oouveieeeeeieeeeeeee oo sesees e sse e sa s s e s s s e s snaenes 63
KAYNAKLAR ....ooooiiiitieeeeee et ssa st es s naenans 65

VI



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

A : Adenin

aa : Aminoasit

ACE : Anjiyotensin “converting” enzim
Ach : Asetil kolin

ADH : Antidiiiretik hormon

b¢ : Baz ¢ifti

C : Sitozin

CgA : Kromogranin A proteini

CHGA : Kromogranin A

DKB : Diyastolik Kan Basinci

DM : Diabetes mellitus

DNA : Deoksiribontikleik asit

dNTP : Deoksintikleotid trifosfat

DTCS : Dye Terminator Cycle Sequencing
EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik asit
EHT : Esansiyel hipertansiyon

ESC : Avrupa Kardiyoloji Dernegi
ESH : Avrupa Hipertansiyon Dernegi
ETA : Endotelin reseptorii A

ETB : Endotelin reseptorii B

ET-1 : Endotelin-1 peptidi

F : Forward

G : Guanin

HT : Hipertansiyon

JNC : Amerika Birlesik Devletleri Birlesik Ulusal Komitesi
KB : Kan basinci

MgCL, : Magnezyum kloriir

VII



NO
PCR

RAAS
rpm
SKB
SNP
SSS

TAE

TNF-a
5’UTR
3’UTR
VEGF

: Nitrik Oksit

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Reverse

: Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi
: Dakikadaki doniis sayis1

: Sistolik Kan Basinci1

: Tek Niikleotid Polimorfizmi

: Sempatik Sinir Sistemi

: Timin

: Tris-Asetikasit-EDTA

: Timor Nekroz Faktor alfa

: 5’Untranslated Region

: 3’Untranslated Region

: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori

VIII



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 1: Esansiyel hipertansiyon olusumunda etkili meknizmalar ............................ 5
Sekil 2 : Anjiyotensin-11"nin OlUSUMU ........cooiiiiiiiiiiiieieee e 7
Sekil 3 : Anjiyotensin-I11"nin etkileri ..........cooooiviiiiiiiiiiii e 7
Sekil 4 : NO’nun damar tizerine olan etkileri.........ccooeeeeeieiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeeeeeeceeee, 9
Sekil 5 : Leptinin kan basinci tizerine etkilert ..........ccoeeeviiiiiiniiiiiiniiiiieeeee 10
Sekil 6 : CHGA ve katekolaminlerin sentez ve salinimi...........ccceeevveiiiiieieeeeeennnnnnns 14
SeKil 7 1 CZA NIN YAPIST wevviiiieeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiiieeee e e e e e et e e e e e e e essnaararaeeeeeeennnnnns 15
Sekil 8 : Catestatinin 3D goriintiisii ve CgA’nin molekiiler yapist..........cccceeeeennnens 16
Sekil 9 : CgA proteini ve derive peptitlerinin ndroendokrin graniillerde depolanmasi
VE SALIIIIMI Lttt et e e ettt e e et e e e e 17
Sekil 10 : CHGA’nin 14. Kromozom iizerindeki lolalizasyonu...............cccceeeennnens 20
Sekil 11 : CgA molekiiliiniin 3 boyutlu gorintisti..........cccvvvvvieeeeeeeiiiiiiiieeee e, 20
Sekil 12 : CHGA promotor bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilan hedef dizisi ve kullanilan
PIIMETLET. ... e ettt et sb e et e e e e 39
Sekil 13 : CHGA geni promotor bolgesindeki polimorfizmler (forward dizi).......... 40
Sekil 14 : CHGA promotor bolge PCR iiriinii (1F-2R, 851 bg) jel goriintiist........... 41
Sekil 15 : CHGA promotor bdlge PCR iriinii (1F-1R, 403 bg).....ccoovvvveviieiiieenn. 41
Sekil 16 : CHGA promotor bolge PCR iiriinii (2F-2R, 286 b¢)......ceevvvvercvieeiiiene. 41
Sekil 17 : CHGA promotor T-1014C bolgesi elektroferogram goriintiileri............... 42
Sekil 18 : CHGA promotor bolge T-988G bolgesi elektroferogram goriintiileri.......43
Sekil 19: CHGA promotor bolge G-462A bolgesi elektroferogram goriintiileri.......44
Sekil 20 : CHGA promotor bolge T-415C bolgesi elektroferogram goriintiileri......45

IX



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tablo 1 : INC VII’nin 6nerdigi hipertansiyon smiflamasi...........cccceeeeveeeiiireiieeennnnn. 4
Tablo 2 : ESH/ESC Guidelines’e gore kan basinct siiflamasi ...........ccceeveveeennennee. 4
Tablo 3 : SNP kullanim alanlart.............coocoiiiiiiiiiiiiee e 12
Tablo 4 : Esansiyel hipertansiyon gelisiminde etkili olabilecek genler.................... 13
Tablo 5 : CgA’dan proteolitik etki ile olusan peptidler............cccovvveviiiiieiiinnnen. 16
Tablo 6 : Vazostatin-1"1n fonkSiyonlari..........cccccveerviveiiiiieieiie e 18
Tablo 7 : Catestatinin fonksiyonlari...........cccceevevieivieeiiieeeieeece e 19
Tablo 8 : CHGA geni transKriptleriv......ccueeeeveeeeiieiiie e 20
Tablo 9 : CHGA geni temel 0ZellIKIerT.......ccccvviiiiieeeiie et 21
Tablo 10 : CHGA promotor bdlgede sik goriilen SNP’ler.........ccoovcveviiiiniiiinnnnnn, 22
Tablo 11 : Calismaya dahil olma ve dislanma kriterleri...........ccccoeevveiivniirnncnnnnnnen. 25
Tablo 12 : Primerlerin 0zellKIert.......ccoouiiiiiiiiiiii e, 28
Tablo 13: PCR Kari$im oranlari............cccceeeeeiiiiieeiieie e e 28
Tablo 14 : Hot start master Miks 1GETIZ 1. .eeruuirerieieiiieeiieerie et e e eee e eee e 29
Tablo 15 : PCR reaksiyon basamaklarti...........ccccoeevveeiiiieiiiiieiiiiieeiiieceee e 29
Tablo 16 : Sekans PCR master miks 1GEIIG 1. ..ueeuvrerriieerriieeeiieeeeeesieee e 31
Tablo 17 : Sekans PCR Sartlari............cccoceviiiiiiiiieiiiieie e 32
Tablo 18 : Stop SOIUSYONU ICETIZ 1. ..ueerriieeiieeeiiieeeiieeeeie e e eree e sere e seae e e e s 32
Tablo 19 : Hasta grubu 0zelliKIeri..........cccoeviiiiiiiiiiieeee e 34
Tablo 20 : Kontrol grubu 0ZellIKIETi......cccuveveeiiriiie it 36
Tablo 21 : Hasta grubu spektrofotometri 6lgtimleri..........cccoeeveveevcieeiiiiriiiie e, 37
Tablo 22 : Kontrol grubu spektrofotometri S1gUmIeri..........ccccveeveiericeiriciienieeenen 38
Tablo 23 : Hasta grubunda tespit edilen genotipler..........ococvveeviiveeriiieiniiieiiiie s 46
Tablo 24 : Kontrol grubunda tespit edilen genotipler..........ccccoevuveeviiieniiienieieeennns 47
Tablo 25: CHGA promotor -1014 polimorfik bdlgesi genotiplerinin cinsiyete gore
4275 1§10 ) TP 48
Tablo 26: CHGA promotor -1014 polimorfik bolgesi genotip frekanslart............... 48

X



Tablo 27: CHGA promotor -988 polimorfik bolgesi genotiplerinin cinsiyete gore

14275 1§13 0§ TR 49
Tablo 28: CHGA promotor -988 polimorfik bolgesi genotip frekanslart.................. 49
Tablo 29: CHGA promotor -462 polimorfik bdlgesi genotiplerinin cinsiyete gore
4TS 1§10 ) TR 50
Tablo 30: CHGA promotor -462 polimorfik bolgesi genotip frekanslari................. 50
Tablo 31: CHGA promotor -415 polimorfik bolgesi genotiplerinin cinsiyete gore
AGIIML e ettt et e e et e et e e e te it e et ae et ae e naaeenn 51
Tablo 32: CHGA promotor -415 polimorfik bolgesi genotip frekanslart.................. 51
Tablo 33: Allel ve genotip sikliklarmin gruplar arasinda karsilagtirilmast................ 52
Tablo 34: Hasta ve kontrol grubu haplotipleri..........ccceevvveeeviiiieiieinieeeieeeceeeie, 55

XI



OZET
Esansiyel hipertansiyonlu olgularda CHGA geni promotor bolge
polimorfizmlerinin arastirilmasi.

Dr. Metin ESER

Hipertansiyon gelismis iilkelerde yetiskin popiilasyonun %20-30’unu etkileyen
onemli bir saglik problemi olup miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler atak, konjestif
kalp yetmezligi ve son donem bobrek yetmezligi gibi major morbidite ve mortalite
icin risk olusturur. Esansiyel hipertansiyon, nedeni saptanamayan ya da ikincil bir
hastaliga bagli gelismeyen kan basinci yliksekligi olarak tanimlanmakta olup genetik
ve cevresel etkilerle meydana gelen ve genetik olarak heterojen 6zellige sahip
kompleks hastaliklar grubundandir. Esansiyel hipertansiyonla iligkili ¢ok sayida gen
polimorfizmleri, metabolik yollar ve sistemler tanimlanmig olmakla birlikte esansiyel
hipertansiyonun patogenezi tam olarak anlagilamamistir. Halen esansiyel
hipertansiyon patogenezinde ka¢ gen rol almaktadirr ve bu genlerin birbiri ile
etkilesimi nasildir bilinmemektedir.

Son zamanlarda iizerinde ¢alisilan duyarlilik genlerinden biri de
Chromogranin A (CHGA) genidir. CHGA geni basta adrenal medulla ve
postganglionik sempatik aksonlardan eksprese olan, intraselliiler ve ekstraselliiler
mekanizmalar ile katekolaminlerin depolanmasi ve salinimini diizenleyen bir gendir.

CHGA geninin promotor, 5’UTR, 3’UTR, kodlayan bolge ve kodlayan
bolgelere bitisik intronik bolgelere ait cok sayida polimorfizmler tanimlanmis ve bu
polimorfizmlerden bazilarmin kan basinci ve otonom aktivitesinde degisikliklere
neden oldugu klinik, fizyolojik, hiicresel ve molekiiler ¢aligmalar ile hem hayvan
modelleri hem de insanlar iizerinde gosterilmistir.

Bu caligmada kardiyoloji klini§ine basvuran ve esansiyel hipertansiyon tanisi
almig 50 hasta ve saglikli olarak kabul edilen 32 kisiden olusan kontrol grubunda
CHGA geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve T-415C bolgelerindeki

polimorfizmlerin dizi analizi ile saptanmas1 amag¢lanmstir.
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Bu polimorfizmler agisindan esansiyel hipertansiyon hastalar: ile kontrol grubunda
fark olup olmadig: arastirilmistir.

Bulgular incelendiginde esansiyel hipertansiyon hastalarinda CHGA geni
promotor T-1014C polimorfik boélge icin C alleli, CC ve TC genotipi, T-988G
polimorfik bolgesi i¢in G alleli, GG ve TG genotipi siklig1 kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak yiiksek saptanirken (p<0.05), CHGA promotor bolge G-462A ve
T-415C Polimorfik bolgelerinde allel ve genotip siklig1 acisindan hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05).

Sonu¢ olarak CHGA geninin kan basmc1 degisikliklerinin  genetik
diizenleyicisi olmast ve bu gen polimorfizmlerinin esansiyel hipertansiyon
gelisiminde genetik risk olusturabilmesi nedeniyle, calismamizda saptanan ve
istatistiksel olarak anlamli bulunan T-1014C ve T-988G bolge polimorfizmlerinin
iilkemizde daha genis olgu gruplarinda yapilacak c¢alismalarla desteklenmesi

gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Esansiyel hipertansiyon, CHGA geni promotor bolge

polimorfizmleri.
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SUMMARY

Investigation of polymorphisms of CHGA gene’s promoter region in cases with
essential hypertension.

Dr. Metin ESER

Hypertension is an important health problem among 20-30 % of adults population in
developed countries, and is a major risk factor for morbidity and mortality of
myocardial infarction, cerebrovascular attack, congestive heart failure and end-stage
renal disease. Essential hypertension is defined as high blood pressure with unknown
cause or does not due to secondary disease, and it is occured with genetic and
environmental effects and is in genetically heterogeneous complex disease group.

There are described a lot of gene polymorphisms, metabolic pathways and
systems associated with essential hypertension. However these genes, metabolic
pathways and systems give partial information for understanding of essential
hypertension’s pathogenesis. Currently it is not known how many genes are involved
in the pathogenesis of essential hypertension and how is the interaction of these
genes with each other.

Chromogranin A (CHGA) gene, one of susceptibility genes, have been
studied recently. CHGA gene that is mainly expressed in the adrenal medulla and
postganglionic sympathetic axon, regulates storage and release of catecholamines by
intracellular and extracellular mechanisms.

There are defined a large number of polymorphisms of CHGA gene‘s
promoter, S'UTR, 3'UTR, coding regions and intronic regions adjacent to coding
regions. In the clinical, physiological, cellular and molecular studies in both animal
models and humans it is shown that some of these polymorphisms cause changes in
blood pressure and autonomic activity.

In this study, it is aimed to investigate polymorphisms in CHGA gene’s
promoter T-1014C, T-988G, G-462A and T-415C regions with sequence analysis in
50 patients admitted to cardiology clinics, diagnosed with essential hypertension and

32 healthy control cases.
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According to polymorphisms the difference was investigated between patients with
essential hypertension and control group.

According to the results in the CHGA gene; frequency of C allele, CC and TC
genotypes for promoter T-1014C polymorphic region, G allele, GG and TG genotype
for promoter T-988G polymorphic region is significantly higher (p <0.05) in patients
with essential hypertension to the control group; whereas in CHGA promoter region
G-462A and the T-415C polymorphic regions there is no statistically significant
difference according to frequencies of allele and genotype between patient and
control groups (p> 0.05).

In conclusion, due to CHGA gene is a genetics regulatory of changing in
blood pressure and the polymorphisms of this gene may be genetics risk for being
essential hypertension, the polymorphisms of T-1014C and T-988G region which
were statistically significant between patient and control groups in our study, must be

analyzed to large group of patients for our country.

Key words: Essential hypertension, CHGA gene promoter region

polymorphisms.
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GIRIS

Arteriyel kan basmcinin normal kabul edilen degerlerin {istiine ¢ikmasi olarak
tanimlanan hipertansiyon (HT), gelismis iilkelerde yetiskin popiilasyonun %20-
30’unu etkileyen o©nemli bir saglik problemi olup miyokard infarktiisii,
serebrovaskiiler atak, konjestif kalp yetmezligi ve son donem bobrek yetmezligi gibi
major morbidite ve mortalite i¢in risk olusturur (1-3). Kan basinci, kalp debisi ve
periferik vaskiiler direncin bir {iriiniidiir. Kalp debisinin veya arteryel direncin
artmast durumunda kan basinci artmakta ve hipertansiyon ortaya ¢ikmaktadir (4).
Hipertansiyonu olan erigkin hastalarin %92-95’inde bir neden saptanmayip primer ya
da esansiyel hipertansiyon (EHT) olarak adlandirilir (5). Sekonder hipertansiyon ise
kan basinci yiiksekliginin bir hastaligin ¢esitli bulgularindan birini olusturdugu
durumlardir ve tiim hipertansiyon olgularmin %35-6’sm1 olusturur. Esansiyel
hipertansiyon patogenezinde rol oynayan faktorler ve mekanizmalar heniiz tam
olarak acikliga kavusmamistir. Genetik faktorler basta olmak iizere muhtemelen
birden fazla faktor kan basinci yiiksekliginden sorumludur.

Esansiyel hipertansiyon genetik ve ¢evresel etkilerle meydana gelen ve
genetik olarak heterojen Ozellige sahip kompleks hastaliklar grubundandwr. Bu
hastalilk grubunda tek niikleotid polimorfizmlerinin (Single nucleotide
polymorphism=SNP) hastaliga olan egilimi gostermesi agisindan 6nemi biiyiiktiir.
Esansiyel hipertansiyonda da ACE geni, anjiyotensin II tip 1 resoptor geni ve a-
adducin geni gibi bircok gen polimorfizmlerinin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Son
zamanlarda iizerinde calisilan genlerden biri de Chromogranin A (CHGA) genidir.
CHGA adrenal medulla ve postgangliyonik sempatik aksonlardan katekolaminler ve
noropeptidler ile birlikte sekrete edilen 48 kDa asidik bir polipeptitdir (6-12). CHGA
polipeptidi uzun zamandan beri ndroendokrin tiimdrlerin tanisinda marker (belirtec)
olarak kullanilmaktadir. CHGA geni 14q32.12 bolgesinde lokalize, 12194 baz ¢ifti
(bg) uzunlugunda, 8 ekzon ve 7 intron bolgesinden olusmustur. 457 aminoasit (aa)
uzunlugunda bir propeptidi (18 aminoasidlik kismi artik sinyal peptidi, 439
aminoasitlik kismi Chromogranin A proteini) kodlar ve bu propeptit spesifik bir
endoniikleaz enziminin proteolitik etkisi ile vasostatin-1, chromacin, pancreastin,

parastatin ve catestatin’den olusan biyolojik aktif peptitlere doniisiir. CHGA geninin



promotor, S’UTR, 3’UTR, ekzon ve intronik bolgelerinde ¢esitli varyasyonlar tespit
edilmistir. Promotor bdlge, catestatin peptit bolgesi ve 3’UTR’deki DNA
varyasyonlar1 (degisiklikleri) kan basinci ve otonomik aktivitesinde degisikliklere
neden olmaktadir (13-15).

2008 yilinda 920 kisi (204 esansiyel hipertansif hasta, 715 normotansif birey)
ile yapilan bir arastirmada CHGA geni promotor bdlgesindeki T-1014C, T-988G, G-
462A, C-415T ve A-89C polimorfizmleri arastirilmis ve G-462A bolgesinde GA
genotipine sahip bireylerde soguk stres sonrast GG ve AA genotipine sahip bireylere
gore beklenenden daha yiiksek sistolik ve diyastolik kan basinglar1 6l¢iilmiis ve GA
genotipine sahip bireylerin hipertansif ve normotansif bireyler arasinda yer alan ara
bir fenotipe sahip olduklar1 ve hipertansiyon gelisimi agisindan genetik risk
tasidiklar1 belirtilmistir (14,16). 2005 yilinda yapilan bir arastirmada CHGA geni
cikarilmis farelerde kan basinci kontroliiniin bozulmasi sonucu kan basinct
degerlerinin yiikseldigi gozlenmistir (17). 2007°de yapilan bir calismada ise CHGA
geni promotor T-988G, G-462A ve A-89C bolge polimorfizmlerinin endotel
hiicrelerinden endotelin-1 (ET-1) salinimini etkiledigi ve sempatokromafin sistem ile
endodel fonksiyonlar1 arasinda bir baglant1 oldugu goriisii ileri siirtilmiistiir (18).

Bu calismalar incelendiginde CHGA geninin o6zellikle promotor ve
3’UTR’deki polimorfizmleri ile esansiyel hipertansiyon arasinda kuvvetli iliskiye
dikkat ¢ekilmistir.

Bu proje kapsaminda PAU Kardiyoloji bdliimii tarafindan tiim tetkikleri
yapilarak esansiyel hipertansiyon tanis1 almis hastalarda CHGA genindeki T-1014C,
T-988G, G-462A ve C-415T polimorfizmlerinin arastirilmas: amaglanmistir. Bu
arastrma CHGA geni ile ilgili Tirkiye’den yapilacak ilk ¢aligma olup esansiyel

hipertansiyon i¢in yapilan diger calismalara katk: saglayacaktir.



GENEL BiLGILER

HIPERTANSIYON

Tamim

Hipertansiyon, arteriyel kan basincinin normal kabul edilen degerlerin iistiine
cikmasi olarak tanimlanir. Anormal kan basinci diizeyi hakkinda farkli goriisler ileri
stirtilmiistiir. Pickering 1972 yilinda normal ve anormal kan basinci arasinda kesin
bir sinir olmadigini, arteryel basing diizeyleri ile mortalite arasindaki yakin bir iliski
oldugunu ve kan basinci yiikseldik¢ce prognozun kotiilesecegini savunmustur (19).

Hipertansiyon, inme, koroner kalp hastaligi gibi major komplikasyon
risklerinde artisa neden olan kan basmct yiiksekligi olarak tanimlanabilir.
Glinlimiizde sistolik kan basmmcinin 140 mmHg, diyastolik kan basmcinin da 90
mmHg veya iizerinde olmasi veya kisinin kan basmcii kontrol etmek icin

antihipertansif ila¢ kullaniyor olmasi hipertansiyon olarak tanimlanmaktadir (20).

Hipertansiyonun Etiyolojik Siniflandirilmasi

Hipertansiyon etiyolojik olarak primer ve sekonder olmak iizere
siniflandirilir. Primer hipertansiyona idiyopatik veya esansiyel hipertansiyon da
denir. Primer (esansiyel) hipertansiyon, nedeni saptanamayan ya da ikincil bir
hastaliga bagli gelismeyen kan basinci yiiksekligi olarak tanimlanir. Sekonder
hipertansiyon ise kan basinci yiiksekliginin ikincil bir hastaliga bagl gelisen yani
ikincil bir hastaligin bulgularindan biri olarak ortaya ¢ikan hipertansiyon tipidir. Tim
hipertansif olgularin % 92-95’ini esansiyel hipertansiyon, % 5-6’sin1 sekonder

hipertansiyon ve %1-3’iinii de diger nedenler olusturur.

Hipertansiyonun Kan Basinci Diizeylerine Gore Siniflandirilmasi

Amerika Birlesik Devletleri Birlesik Ulusal Komitesi’nin (JNC) raporunda 18
yas ve lstlindeki erigskinlerin kan basinglar1 normal, prehipertansiyon, evre I, evre 11
olarak dort dereceye ayrilmistir (Tablo 1). Bu siniflandrmaya gore normal kan
basincy, sistolik kan basincinin 120 mmHg nin, diyastolik kan basinct 80 mmHg’ nin
altinda olmasi olarak tanimlanir. Sistolik kan basincinin 120-139 mmHg, diyastolik

kan basincinin 80-89 mmHg olmasit prehipertansiyon olarak kabul edilir.



Hipertansiyon tanisi1 iki ya da daha fazla muayene sirasinda iki ya da daha fazla kan

basinci ortalama degeri normal kabul edilen diizeyin iizerinde ise konmalidir.

Smiflandirmada sistolik ve diastolik kan basinglar1 farkli smiflara giriyorsa, daha

yiiksek olan kan basinci

sinifi

dikkate alinmalidir. 2007 yilinda Avrupa

Hipertansiyon Dernegi / Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESH/ESC) Guidelines’e gore

tablo 2’de goriilen farkli bir siniflandirma daha yapilmistur.

Tablo 1. JNC VII'nin 6nerdigi hipertansiyon smniflamasi (21).

Kan basinci (mmHg)
Siniflama Sistolik Diyastolik
Normal <120 <80
Prehipertansiyon 120-139 80-89
Evre-I hipertansiyon 140-159 90-99
Evre-1I hipertansiyon > 160 > 100

Tablo 2. ESH/ESC Guidelines’e gore kan basinct siniflamasi (22).

Kategori *SKB (mmHg) *DKB (mmHg)
Optimal <120 ve <80
Normal 120-129 ve/veya 80-84
Yiiksek normal 130-139 ve/veya 85-89
Grade-I hipertansiyon 140-159 ve/veya 90-99

Grade-II hipertansiyon 160-179 ve/veya 100-109

Grade-III hipertansiyon > 180 ve/veya >110
izole sistolik hipertansiyon > 140 ve <90

* SKB, sistolik kan basinci; DKB, diyastolik kan basinci




Hipertansiyonun Fizyopatolojisi

Kan basinci, kalp debisi ve periferik vaskiiler direng iliskisinin bir sonucudur
ve sistemik kan basinci: kalp debisi X periferik arteryel direng seklinde formiilize

edilir. Bu denklem noronal, hormonal ve metabolik etkenlerle dengede tutulur (23).

ESANSIYEL HIPERTANSIYON

Esansiyel hipertansiyon, nedeni saptanamayan ya da gosterilebilir hi¢bir
organ hastaligmin baslatmadigi kan basinci yiiksekligi olarak tanimlanir. Kan basinci
yiikselmesine yol acan pek c¢ok mekanizmanm ayri1 ayr1 veya birlikte esansiyel

hipertansiyona yol a¢tig1 diistiniilmektedir (Sekil 1).
[ Sigara ] [ Diyet ] [ Stres ]

[ Cevresel etkenler ]

r Genetik fak. ﬁ

[ Mitokondrial genom [ Niikleer genom [ Lokal hormonlar ]

/ 4 / N
[ Sinyal ] [ Eneriji tretimi ] [ Hiicre 6limi ] [ Arteryel fak. ] [ Bobrek ve RAAS ] SSS

SSS: Sempatik sinir sistemi, RAAS: Renin-Anjiotensin-Aldosteron sistemi

Sekil 1. Esansiyel hipertansiyon olusumunda etkili mekanizmalar (Kaynak 24’ten

Tirkgelestirilerek alimmustir (24) ).
Esansiyel Hipertansiyon Etiyopatogenezinden Sorumlu Faktorler
1-Asir1 tuz alimi ve Renal sodyum retansiyonu
2-Renin-Anjiyotensin sistemi
3-Sempatik sinir sistemi

4-Kalp debisini artiran faktorler



5-Vaskiiler hipertrofi

6-Endotel kokenli faktorler

7-Obezite ve insiilin direnci

8-Genetik faktorler

Asirlt Tuz Alimi ve Renal Sodyum Retansiyonu

Deneysel, epidemiyolojik ve klinik ¢aligmalar diyetle aliman sodyum miktar1
ile kan basici (KB) arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. Diyetle alinan sodyum
hipertansif hastalarin bir kisminda KB artisma neden olmaktadir (tuza duyarh
hipertansifler). Tuza duyarl hipertansiyonu olan kisilerde tuz kisitlamasi ile kan
basinc1 degerleri diiser. Yas, irk, obezite, sempatik aktivite, plazma renin diizeyi,
diabetes mellitus (DM) ve kronik bobrek yetmezligi (KBY) gibi etkenler tuza olan
duyarlilig: artirirlar. Alfa-addusin geni ve anjiyotensinojen geni sodyuma duyarlhilikla
iligkilidir (25). Renal sodyum retansiyonu da hipertansiyon etiyopatogenezinden
sorumlu faktorler arasinda sayilir. Renal sodyum retansiyonunda ileri siiriilen

mekanizmalar;
1-Basing natriiirezinin yeniden diizenlenmesi
2-Renal sodyum ekskresyonunda herediter defekt
3-Natriiiretik hormon indiiklenmesi
4-Nefron heterojenitesi
5-Azalmis nefron sayisi

Renin-Anjiyotensin Sistemi

Renin bir proteolitik enzim olup jukstaglomeriiler hiicrelerde depolanir ve
sekrete edilir. Renin karacigerde sentezlenen anjiyotensinojeni etkileyerek
anjiyotensin-I’1 olusturur. Anjiyotensin-I, ACE (Anjiyotensin converting enzim)
tarafindan anjiyotensin-II’ye doniistiiriiliir (Sekil 2). Anjiyotensin-II’nin damarlarda

vazokonstriksiyon, aldosteron depolanmast ve salmiminin uyarilmasi, renin



salmiminin baskilanmasi, ADH (Antidiiiretik hormon) salinimi ve sempatik debi

artig1 gibi fonksiyonlar1 vardir (Sekil 3).

Bu sistemin etkileri sonucu total periferik arteryel basing ve ekstraselliiler
voliim artar. Dolayisiyla bu sistemdeki bir bozukluk esansiyel hipertansiyon
olusumunda rol oynayabilir. Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda renin plazma

diizeyi diisiik, normal veya yiiksek olabilir (26-28).

I

ANJIOTENSIN-1
T

Sekil 2. Anjiyotensin-II’nin olusumu (27).

_ ALDOSTERON SALINIMINI ARTIRIR

- / o SODYUMEMILIMINI ARTIRIR

2 VAZOKONTRIKSIYON

3 AKTIVASYON

Sekil 3. Anjiyotensin-II'nin etkileri (27).



Sempatik Sinir Sistemi

Klinik bircok gozlem SSS (sempatik sinir sistemi) aktivitesindeki artigin
esansiyel hipertansiyon patogenezinde rolii olabilece§ini gostermektedir. Yiiksek
normal kan basincina sahip genglerde SSS aktivite artis1 gosterilmistir. Geng
hipertansif hastalarda plazma norepinefrin diizeylerinin normotansiflerinkinden daha
yiiksek oldugu saptanmistir (29-30). Sempatik sinir sistemi ve renin-anjiyotensin
sistemi degisik yollarla birbirlerini etkilemektedir. Sabahin erken saatlerinde SSS
aktivitesinde ve KB’da artig olur. SSS aktivitesinin hipertansif hastalarda

kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (31).
Vaskiiler Hipertrofi

Hipertansiyonda damar liimeninde daralma, yapisal veya damar tonusunun
artisgindan dolayr fonksiyonel degisikliklerle olusabilir. Vaskiiler tonus pressor
ajanlara kars1 artmis vazokonstriktor yanit nedeniyle artar. Tekrarlayan stres
vazokonstriksiyona bagli vaskiiler hipertrofiye neden olur ve periferik damar
direncinde artigla birlikte kan basmcini arttirir (32). Pozitif aile Oykiisiine sahip
kisilerin ¢evresel strese karsi artmis vazokonstriktor cevap verdikleri gosterilmis ve

bu kisilerin hipertansiyon gelisimi i¢in risk grubunda olduklar1 belirtilmistir (33).
Endotel Kokenli Faktorler

Nitrik oksit (NO) bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olugsmus kisa dmiirlii
gliclii vazodilatator bir molekiildiir. Gaz yapisindan dolayr membranlardan kolayca
gecer. Oksidan ve indirgeyici bir molekiil olarak goérev yapar (34-42). NO kan
basmcinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Kan basmcinin farmakolojik
olarak artirilmasi sonucu NO salinimi artarken, kan basincindaki diisme NO
salmimini inhibe eder. Kardiyovaskiiler sistem NO bagimli vazodilatatdr tonus
tarafindan kontrol edilir. Fonksiyonel caligmalar hipertansif hastalarda normotansif

kisilere gore NO bagimli vazodilatasyonun bozuldugunu gostermistir (43).
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Sekil 4. NO’nun damar {izerine olan etkileri (37).

Endotelinler ¢esitli izoformlar1 (ET-1, ET-2 ve ET-3) olan peptit yapisinda
molekiillerdir. Endotelin-1 (ET-1) ¢cogunlukla vaskiiler endotel hiicrelerinden sekrete
edilen baskin izoformdur. ET-1’in kemotaktik, inotropik ve mitojenik Ozellikleri
vardir ayrica RAAS (Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi), vazopresin ve atrial
natriliretik peptit lizerinden su ve tuz dengesini etkiler ve sempatik sinir sistemini
uyarir. Farkli reseptorler {izerinden etki ederek hem vazokonstriktor hem de
vazodilatator etki olusturur. Diiz kaslarda bulunan ETA reseptorii lizerinden
vazokonstriktor etki olusturur (44). Endotel hiicrelerinde bulunan ETB reseptorlerini
etkileyerek, prostasiklin ve NO salinimina neden olup vazodilatator etki gosterir. ET-
I’in vazokontriiktor etkisinin daha baskin oldugu bilinmektedir. ETA/ETB reseptor
antagonisti ile tedavi edilen hipertansif hastalarda kan basinci degerlerinin diistiigii
gosterilmis olup bu sonu¢ ET-1’in esansiyel hipertansiyon gelisimindeki roliinii

desteklemistir (45).

Obezite ve Insiilin Direnci

Obezite hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskilidir (46).
Obezitenin hangi mekanizmalar1 kullanarak hipertansiyon olusumuna katkida
bulundugu net olarak bilinmemektedir. Ancak yag dokusundan salnan leptin
hormonunun kardiyovaskiiler, renal ve endokrin sistemi etkileyerek hipertansiyon
gelisimine katkida bulundugu diistiniilmektedir (47).

Insiilin direnci, glikozun iskelet kaslar1 basta olmak iizere periferik dokularda

kullaniminin yetersizligi olarak tanimlanan metabolik bir durumdur (48). Esansiyel



hipertansiyonlu bireylerde insiilin direncine sik rastlanir ve bu durum hipertansiyonla
ilgili toplam kardiyovaskiiler risk artisinda rol oynar. Hipertansif ve normotansif
bireylerle yapilan bir ¢alismada zayif prehipertansif bireylerde hiperinsiilineminin
daha belirgin oldugu gosterilmis ve bunun patolojik 6nemi olabilecegi belirtilmistir
(49). Hipertansif bireylerde insiilinin vazodilatatdr etkisi, artmis insiilin direnci ve
artmus SSS aktivitesine bagl olarak azalmistir (50). Insiilinin endotele bagiml
vazodilatator etkisinin azalmasi, insiilin direncine bagl hipertansiyon gelisiminde en

onemli rolii oynamaktadir (51).

ENDOTEL
DISFONKSIYONU

LEP

REZIZTANSI

\ © TLeptin ©)
—— [

LKTIVITE
® T Renal Na+ '_G)/
Reabsorpsivonu

KANBASINCI
'

Sekil 5. Leptinin kan basici iizerine etkileri (Kaynak 52’den Tiirkcelestirilerek

almmustir (52) ).

Genetik Faktorler

Genetik faktorlerin esansiyel hipertansiyon patogenezinde Onemli rol
oynadig1 diisliniilmektedir. Esansiyel hipertansiyonlu hastalarin énemli bir kisminda
aile Oykiisii vardir. Insan genom projesi tamamlanmadan ¢ok &nce esansiyel
hipertansiyon genetigini ortaya ¢ikarmak i¢in yogun arastirmalara girigilmistir. Bu
arastirmalar sonucunda hipertansiyona yol acan ve klinikte nadir olarak goriilen baz1
monogenetik sendromlar tanimlanmistir (Liddle sendromu, Gordon sendromu,
glukokortikoidlerle tedavi edilebilen aldosteronizm, mineralokortikoid fazlaligi,

mineralokortikoid reseptor gen mutasyonu, Bilgin Turan sendromu).
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Klinik ve genom haritalama caligmalar1 sonucunda yiiksek kan basinci ile
ilgili olabilecek ¢ok sayida gen tanimlanmistir. Bu genlerden iizerinde en c¢ok
calisilanlar ve hipertansiyon patogenezinde rol alma ihtimali yiiksek olan genler;
anjiyotensinojen geni, ACE geni, anjiyotensin II tip 1 reseptor geni, a-adducin geni,
-2 adrenerjik reseptor geni ve G-protein B3 alt {initesidir. Esansiyel hipertansiyon
ile ilgili her gecen giin yeni aday genler ve polimorfizmler de tanimlanmaktadir. Son

zamanlarda tlizerinde c¢alisilan genlerden biri de Chromogranin A (CHGA) genidir.
GENETIK POLIMORFiZM VE HIPERTANSIYON

Diinyadaki her bireyin kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA
(Deoksiriboniikleik asit) dizileri birbirine benzerlik gosterir. Popiilasyonda iki farkl
birey arasinda DNA’nin yaklasik 1000 b¢ uzunlulugundaki herhangi bir kismi
ortalama sadece bir baz ¢ifti (b¢) degisikligi igerir. Bir genin belli bir lokusta yer alan
alternatif kopyalarindan her birine allel adi verilir. Alleller, yaygin oldugu zaman
genel popiilasyonda kromozomlarda % 1’den fazla bulunur ve genetik polimorfizm
olarak adlandirilirlar. Polimorfizmler, mutasyonlardan toplumda daha yiiksek siklikta
varyant allel olarak bulunmalar1 nedeniyle ayrilirlar ve hastalik nedeni degil hastali§a

yatkinlik nedeni olabilirler (53).

En sik goriilen polimorfizm tek niikleotid polimorfizmi (SNP)’dir. SNP
genom dizisindeki tek niikleotid (Adenin: A, Timin: T, Guanin: G, Sitozin: C)
degisimleridir. Bireyler arasinda DNA o6zelliklerinin benzerligi % 99,9’dur.
Dolayisiyla bireyleri farkli yapan DNA’nin % 0,1’°lik kiiclik bir kismidir. Genomun
cok kiiciik bir kism1 gen kodladigi i¢in, SNP’lerin biiyiik bir kism1 gen kodlamayan
bolgelerde bulunur. Insan genomunda 15-30 milyon SNP oldugu tahmin
edilmektedir ve simdiye kadar 13 milyona yakini tanimlanmistir. Genomdaki bir
degisikligin SNP olarak tanimlanmasi i¢in, genis bir toplumun en az %1’inin DNA
dizisinde gorilmelidir. SNP’ler transisyon (piirin-piirin, primidin-primidin) ve
transversiyon (piirin-pirimidin) mekanizmalar1 ile olusmaktadir. Iki farkli birey
arasinda 1331 bg¢’de bir farklilik oldugu tahmin edilmektedir. Ancak bu oran
toplumlar arasinda degisiklik gostermektedir. SNP’ler kodlayan bolge, intergenik
bolgeler ve kodlamayan bolgelerde goriilebilir. SNP’lerin ¢ogunlugu kodlamayan

bolgede yer alir ve bu tip SNP’lere sessiz SNP denir. Sessiz SNP’ler gen
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fonksiyonlarmi ve kalitilan 6zellikleri etkilemezler. Kodlayan bdlgelerde bulunan
SNP’lere fonksiyonel SNP’ler denir. Fonksiyonel SNP’ler ya aminoasit dizisini
degistirerek (direk etki) ya da regulatdr (diizenleyici) dizilerin fonksiyonlarini
degistirerek (dolayli etki) gen fonksiyonlarini etkileyebilirler. Toplumdaki bireyler
arasinda goriilen SNP’ler, hastaliklara karsi duyarlilik, ilaglara direng ve hastalik
prognozunu etkilemektedir. Kanser, baz1 kardiyovaskiiler hastaliklar, DM, migren,
sizofreni ve Alzheimer hastalifi SNP ile yakin iliskilidir. Cesitli hastaliklara 6zgi
SNP profilleri belirlenmistir. SNP taramalar1 yapilarak hastaliga neden olma ihtimali
olan varyant alleller tespit edilip daha sonra bireylerin DNA 6rneklerinde spesifik
alleller incelenerek hastalia yatkinliklar1 belirlenebilmektedir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligsmalar genomun cok biiylik bir kisminin haplotip bloklar seklinde
oldugunu gostermistir ve haplotip bloklarin birkag SNP ile isaretlenmesi hastaliklarla
olan iliskisini belirlemede faydali olabilecegini gostermistir (54). SNP’lerin kullanim

alanlar1 tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. SNP kullanim alanlar1

SNP Kullanim alanlan

1. | Tam ve risk profillenmesi

2. | Aday gen tespiti ve haritalanmasi

3. | Polimorfizm testleri

4. | Epidemiyolojik ¢aligma planlamasi

5. | Farmakogenetik caligmalar

6. | Cevresel uyaran ve diyete yanit

7. | Adlitip

Yaygin kompleks hastaliklar genellikle mendelyan kalitim modeline
uymazlar. Birden fazla genin etkilesimi ve ¢esitli ¢evresel faktorlerin kiimiilatif
etkileri sonucu olusurlar. Hipertansiyon, Parkinson hastaligi, Alzeimer hastaligi,
koroner kalp hastaligi, DM, obezite ve ¢esitli tiirde kanserler kompleks hastaliklar
grubundandrr. Yaygin hastalik-yaygin DNA  degisiklikleri hipotezi (Common
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Disease-Common Variant Hypothesis) ileri siiriilmiistiir. DNA polimorfizmleri tek
baslarina hastalik olusturmak i¢in yeterli degildir, ancak hastalik riskini artirarak,

kiimiilatif etki ile hastalik olustururlar (55).

Esansiyel hipertansiyon da yaygin (kompleks) hastaliklar grubundandir. Gen-
gen ve gen-gcevre etkilesimi hastaligm baslangicini ve siddetini belirler (3,24,56).
Esansiyel hipertansiyonla iligkili ¢ok sayida gen ve aday gen polimorfizmleri

tanimlanmistir ve bu genlerin sayis1 artarak devam etmektedir (Tablo 4).

Tablo 4. Esansiyel hipertansiyon gelisiminde etkili olabilecek genler (57).

Lokalizasyonu Gen Gen /lokus MiM
Numarasi

1p36.12 ECE1 600423
1q23.3 RGSS5 603276
1q24.2 ATPIBI 182330
1q24.2 SELE 131210
1q42.2 AGT 106150
2p25-p24 HYT3 607329
3q24 AGTRI 106165
4p16.3 ADDI 102680
S5p13-q12 HYT6 610262
7q22.1 CYP3AS 605325
7q36.1 NOS3 163729
12p13.31 GNB3 139130
12p12.2-p12.1 HYT4 608742
15q HYT?2 604329
17q HYTI 603918
17q11.2 NOS2A 163730
17q12 PNMT 171190
20q11-q13 HYTS 610261
20q13.13 PTGIS 601699

CHROMOGRANIN A PROTEINI (CgA)

Chromogranin A (CgA) ilk olarak 1965 yilinda Banks ve Helle tarafindan
tanimlanmistir. CgA, sekretuar protein-1 olarak da adlandirilir. CgA adrenal
medulladaki kromaffin hiicrelerinin salgi graniillerinde katekolaminlerle birlikte
depolanan ve birlikte salman ¢oziinebilir bir protein olarak tanimmlanmistir (58).

Takip eden caligmalarda CgA’nin sadece adrenal medullada degil tiim endokrin,
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noroendokrin ve sinir sistemindeki sekretuar vezikiillerde yaygin olarak bulundugu
gosterilmistir (59-60). CgA ayrica gastrointestinal sistem (mide, jejunoileum),

hipofiz, diensefalon, immiin sistem ve atrial miyokardiyumda bulunur.

~ P

CgA

- -
W .+ CAs
DCG o
- " -
® Ach

CeA _‘/ ‘1 \“‘P' Gatastatm

.. A

CA: Katekolamin, Ach: Asetil kolin, DCG: Dense kore sekretuar graniil

Sekil 6. CgA ve katekolaminlerin sentez ve salinimi (Kaynak 61°den

Tirkgelestirilerek almmuistir (61) ).
CgA’nin Yapisi ve Fonksiyonlar

Peptit ve amin hormonlarla birlikte bulunan CgA, sekretuar proteinlerin
diizenlenmesinde gorev yapan asidik bir glikoproteindir. CgA, 439 aa’den
olusmustur ve 49 kDa (kilodalton) agirligindadir. Granin protein ailesinden bir asidik
glikoprotein olup baslica adrenal medulla ve postgangliyonik sempatik aksonlardan
katekolaminlerle birlikte salmir (6-12). CgA, endokrin ve noronal hiicre salgi
graniillerinde amin, niikleotidler, kalsiyum ve diger peptit hormonlarla birlikte
depolanir ve ekzositozla ekstraselliiler alana salgilanir. Dokudan dokuya farklilik

gosteren  post-translasyonel modifikasyon (glikolizasyon, fosforilasyon ve
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siilfatlanma) ve proteolitik ayrilmaya ugrar (62-66). Yapilan ¢alismalarda intakt CgA
molekiiliiniin %60-65 rastgele kivrilan bir yapida, %25-40 ise a-heliks yapida oldugu
anlagilmistir (67). CgA kalsiyuma bagimli olarak farkli pH’da dimer veya tetramer
yapilar olusturan konfigiirasyon degisikligine ugrar (68). CgA’nin C-terminal bolgesi
dimer-tetramer dengesi agisindan Onemlidir. N-terminal bdlge mikromolar

konsantrasyonda dimer yapidadir ve hizli ayrilmadan sorumludur (Sekil 7).

s ©0 w m_©® 00
—d

1 81 173 186 231 307 372376 431

j— ] _— ]

CoA, CgA,54.143 (Chromostatin)

j— ] - |

CgA, 5 (Vasostatin-1) CoA, 71 154 (Chromacin)

[ B — ] .

CgA,.,;; (Vasostatin-2) CoA, . 244 (Pancreastatin)

: T E— -

CgA,.,2s (rat B-granin) Cgﬁ?;w{WE-M]
CgA.,, 1 (Catestatin)
— ]

@ . M-asetilgalaktozamin CgAy?_‘w{Parasta“n}
¢ | calaktoz ® Sialik asit

Sekil 7. CgA’nin yapis1 (Kaynak 69’dan Tiirkgelestirilerek alinmistir (69).

CgA proteininin ekstraselliiler islevinin hala belirsizligini korumasi, CgA’nin
biyolojik aktif peptitlerin bir 6nciisii oldugu ve etkilerini asil bu biyoaktif peptitlerle
olusturdugu hipotezini dogurmustur. Bu biyolojik aktif peptitler otokrin, parakrin ve

endokrin etkiler gostermektedir.
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Tablo 5. CgA’ dan proteolitik etki ile olusan peptitler (69).

CgA’dan olusan petidler

1.Vasostatin

2.Pancreastatin

3.Catestatin

4.Parastatin

5.Chromacin

Sekil 8. Catestatinin 3D goriintiisii ve CgA’nin molekiiler yapisi (70).
CgA- Bagh Peptidlerin Gorevleri
1- Inflamasyonda bakterisidal ve antifungal aktivite.

2-Kardiyovaskiiler reaksiyonlarda inhibitor diizenleyici etki (vazodilatasyon,

negatif inotropik etki).
3-Immunitenin baslangicinda ve enerji metabolizmasinda gérevleri vardir.
3-Kalsiyum dengelenmesi.

4-Hiicre adezyonu ve yayilmasi.
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5-Apoptozisin indiiklenmesi.

CgA ve biyoaktif peptitlerinin néroendokrin graniillerde depolanmas1 ve salgi

graniillerinden sekrete edilmesi sekil 9°da gosterilmistir.

® Nagatif feadback

Elatskolamin depo vezikiild

CHGA — Catestatin
GHGB
NPY

Eatalolsminlar )
ATP Exocylosis
-\ Calestalin Calestalin
CHGA CHGA

nAzhR CHGB, 5062 CHGB, 5CG2

e MNP WNPY
L _) -3 Karsbolaminlar Eatakolaminler

O ATP ATP

——r PACAP —L (:////"_) PACIR @ Stimiilasyon
/ @ Tnhiti IVOL

Nembran dapolarizasvonn

Ach: Asetil kolin, ATP: Adenozin trifosfat. NPY: Noropeptit-Y, PACAP: Hipofiz adenil siklaz
aktivator protein, PACIR: hipofiz adenil siklaz reseptorii- 1

Sekil 9. CgA proteini ve derive peptitlerinin ndroendokrin graniillerde depolanmasi

ve salmimi (kaynak 71’°den Tiirkgelestirilerek alimmustir (71)).
Vasostatin-1

Vazodilatator etkili bir peptitdir. Vasostatinin kardiyovaskiiler sistemde
birden ¢ok modiilator (diizenleyici) etkileri oldugunu gosteren caligmalar rapor
edilmistir (72). Insan kan damarlarindan (Internal torasik arter ve Vena safena) izole
edilen segmentler iizeride yapilan caligmalarda Vasostatin-1’in ekstravaskiiler
kalsiyum ve endotelden bagimsiz olarak endotelin-1’1 inhibe ettigi gdosterilmistir (73-
75). Endotelin-1 vazokonstriktor bir madde oldugundan inhibisyonu vazodilatasyona
yol agar. Vasostatin-1’in kardiyovaskiiler sistemdeki diger Onemli regiilator
fonksiyonu da pro-inflamatuar ajanlarin yikici etkilerine karsi endotelyal bariyer
biitiinliigiinii saglamasidir. Vasostatin-1’in fonksiyonlar1 toplu olarak tablo 6’da

gosterilmistir.
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Tablo 6. Vasostatin-1’in fonksiyonlar1 (76).

Etki Fonksiyon Doku
Vazokonstriksiyon Insan kan damarlari
Parathormon salinimi Domuz paratroid bezi
Biiyliime-gelisme Bakteri ve mantar
inhibisyon Kalpte inotropik etki Kurbaga kalbi
Gastrointestinal kontraktilite Rat proksimal kolon
VEGF, hiicre proliferasyonu ve Insan umblikal ven endotelyal
migrasyonu hiicreleri
TNF-a’y1 da iceren gaplar Fare umblikal veni ve insan
umblikal veni
Norotoksin tiretimi Rat mikroglia hiicreleri
Akti Hiicre adezyonu Insan fibroblastlari, vaskiiler diiz
1vasyon kas hiicreleri
Sekresyon Insan nétrofilleri

PTH: Parathormon, VEGF: vaskiiler endotelyal growth faktor

Catestatin

Catestatin, CgA’dan proteolitik etki ile olusan katyonik ve hidrofobik bir
peptit olup kan basimcinin diizenlenmesinde ve kardiak fonksiyonlar tizerinde 6nemli
etkileri vardir (77). Plazma konsantrasyonu hipertansiyon ile ters korelasyon gosterir.
Catestatin plazma diizeyleri hem hipertansif bireylerde hem de onlarin normotansif
cocuklarinda diisiik olarak Olgiilmiistiir. Dolasimdaki catestatin diizeylerinin
azalmasi, katekolamin salgilanmasinin artmasi ile sonuglanabilir. Diisiik plazma
catestatin diizeylerine sahip ve hipertansiyon agisindan pozitif aile Oykiisii olan
bireylerin iiriner epinefrin ekskresyonu (bosaltimi), hipertansiyon i¢in negatif aile
Oykiisiine sahip bireylerden yaklasik iki kat daha yiiksek bulunmustur (78).
Catestatin nikotinik kolinerjik reseptorler iizerine giiclii antagonist etki gosterir (79).
CHGA-/- knockout farelerde kan basincmin yiikseldigi ve catestatin infiizyonu
sonrasi kan basinci degerlerinin diistiigii gézlenmistir (17). Catestatinin fonksiyonlar1

toplu olarak tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. Catestatinin fonksiyonlar1 (76).

Etki Fonksiyon Doku

Katekolamin salinimi Domuz adrenal medullasi

Inhibisyon Kan basinci Rat
Biiyiime Bakteri, mantar, maya
Kalpte inotropik etki Rat ve kurbaga kalbi
Histamin salmimi Rat mast hiicreleri

Aktivasyon Baroreseptor Insan
Sekresyon Insan nétrofilleri

CHGA Geni

Chromogranin A (CHGA) geni, 14q32.12 bolgesine lokalize, 12194 bg
uzunlugunda, 8 ekzon ve 7 intron bdlgesinden olusmustur (sekil 10, sekil 11). CHGA
geni 457 aa’lik bir iirlinii kodlar ( 439 aa’den olusan bir propeptit ve 18 aa’den
olusan sinyal peptidi). CHGA geninin kodladig1 bu protein CgA olarak adlandirilir.
CHGA geninin 7 tane transkripti vardir (tablo 8) ve baslica noronal, endokrin ve

noroendokrin dokularin sekretuar hiicrelerinden sekrete edilir.

CHGA geni, noroendokrin sistem disinda gastrointestinal sistem (6zellikle
jejunoileum), beyin (hipofiz ve diensefalon) ve atrial miyokardiyumdan eksprese
olur (80). Pieroni ve arkadaslarmin 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ventrikiiler
miyokard hiicrelerinden de CHGA geninin eksprese oldugu gosterilmistir (81).
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Tablo 8. CHGA geni transkriptleri (82).

Transkriptin Uzunlugu | Protein iiriin uzunlugu Biyotip
adi

CHGA-1 2063 bg 457 aa Protein kodlama
CHGA-2 1474 be 306 aa Protein kodlama
CHGA-3 1922 be 200 aa Nmd
CHGA-4 896 be 38 aa Nmd
CHGA-5 889 be - Pt
CHGA-6 638 bg - Ri
CHGA-7 912 bg - Ri

b¢: Baz cifti, aa: Aminoasit, Nmd: Nonsense mediated decay: Nonsense aracili yikim, Pt: processed

transcript:Islenmis transkript, Ri: Retained intron: Intron dizisi i¢eren kodsuz transkript.

Chr 14
o I
o o M v N R RdgREy B W n A N R R
Lo B | — — oy L] e ol By & M & ow oW oW - H WY W oo
L] L1 1]
2 2 B B B B 4 9 ¥ % 9 W ¥8EY ¥ T B 88T G G G
X I N . | |

Sekil 10. CHGA’ nin 14. Kromozom iizerindeki lokalizasyonu (14q32.12) (82).

Sekil 11. CgA molekiiliiniin 3 boyutlu goriintiisii (70).
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Tablo 9. CHGA geni temel 6zellikleri (82).

GEN KIMLIGI
Resmi ad Chromogranin A (Paratroid sekretuar protein-1)
Resmi sembol CHGA
Gen tiirii Protein kodlama
HNGC Kimlik 1929
Kromozom 14
Lokalizasyon 14g32.12
Ekzon 8 (12.20 kb)
Aminoasit 457
GEN EKSPRESYONU

Noroendokrin Sistem Adrenal medulla, paratroid, troid, pankreas
Santral sinir sistemi Diensefalon, hipofiz
Kardiyovaskiiler sistem Atrial myokardiyum, ventrikiiler myokardiyum
Gastrointestinal sistem Mide, incebarsak (jejunoileum)

TEMEL FONKSIYONLAR

1. Katekolaminlerin depolanmasi ve saliniminin diizenlenmesi

2. Vasostatin-1, catestatin, parastatin, chromastatin ve pancreastatin peptitlerinin prekiirsoriidiir.

3. Paratiroid bezinden parathormonla birlikte salinir.

4. Vazodilatator etki (vasostatin-1)

5. Antimikrobik etki (chromastatin)

6. Disglisemik etki (pancreastatin)
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CHGA geni promotor bolgede sik goriilen tek niikleotid degisiklikleri

(polimorfizmleri) tablo 10°da gosterilmistir.

CHGA geni intraselliiler ve ekstraselliiler mekanizmalar ile katekolaminlerin
depolanmasimi ve salmimini diizenler. Adrenal medullanin depo graniillerinden
katekolaminlerle birlikte salinir. Paratiroid bezi depo graniillerinden parathormonla
birlikte salinir. Bu genin tiriinii olan CgA ve biyoaktif peptitlerinin 6nemli fizyolojik
gorevleri vardir. Bazi hormonlarin yanisira birlikte salindigi birgok norotransmitterin
salinimmin diizenlenmesinde rol alirlar. CgA’nin dokuya spesifik proteazlar
tarafindan ayrilmasi ile olusan biyoaktif peptitler, otokrin, parakrin ve endokrin

etkiler gosterir.

CHGA uzun siireden beri ndroendokrin tiimdrlerde marker (belirte¢) olarak
kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, esansiyel
hipertansiyonu da igeren kardiyovaskiiler hastaliklarda da rolleri oldugu
gosterilmistir. Ozellikle promotor, catestatin peptit bdlgesi ve 3 UTR’deki
varyasyonlar kan basinci otonomik aktivitesinde degisikliklere neden olarak hastalik

olusumuna katkida bulundugunu gosteren ¢alismalar vardir (13-15).

Tablo 10. CHGA geni promotor bolgede sik goriilen SNP’ler (83).

No Allel | Lokalizasyon | Pozisyon Ref. SNP
1 GA Promotor -1106 19658628
2 AT Promotor -1018 19658629
3 TC Promotor -1014 19658630
4 GT Promotor -988 rs9658631
5 GA Promotor -462 rs9658634
6 TC Promotor -415 rs9658635
7 CA Promotor -89 rs7159323
8 CT Promotor -57 rs9658638
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CHGA Geni Polimorfizmleri ve Esansiyel Hipertansiyon

CHGA geninin promotor, 5’UTR, 3’UTR, ekzon ve intronik bolgelerinde
cesitli varyasyonlar tespit edilmistir. Promotor bolge, catestatin peptid bolgesi ve
3’UTR’deki DNA varyasyonlarnin kan basinct ve otonomik aktivitesinde
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (13-15). 2005 yilinda yapilan bir
arastrmada CHGA geni ¢ikarilmis farelerde kan basinci kontroliiniin bozulmasi
sonucu kan basinci degerlerinin yilikseldigi gézlemlenmis ve normal kan basinci
olusumu icin CHGA geninin iki kopyasinin da bulunmasi gerektigi gosterilmistir
(17). Chen ve arkadaslarinin 175 hipertansif ve 189 normotansif kisi ile yaptiklar1 bir
calismada 3’UTR deki C+87T polimorfizminin 6zellikle erkek hipertansiyonu ile
kuvvetli iligkisi oldugu gosterilmistir (15).

Son zamanlarda yapilan caligmalar hipertansif bireyler ve hala normotansif
olan ancak hipertansiyon acisindan aile dykiisii pozitif olan (genetik risk tasiyan)
kisilerde promotor bolge polimorfizmlerinin, genin ekspesyonunu etkileyerek ve
otonom fonksiyonlarda degisiklige neden olarak hipertansiyona yol agabilecegini

gostermektedir (84-85).

2008 yilinda 920 kisi (204 esansiyel hipertansif hasta, 715 normotansif birey)
ile yapilan vaka-kontrol ¢alismasinda CHGA geni promotor bolgesindeki T-1014C,
T-988G, G-462A, C-415T ve A-89C polimorfizmleri arastirilmis G-462A bolgesinde
GA genotipine sahip bireylerde AA ve GG genotipine sahip bireylere kiyasla soguk
stres testi sonrast beklenenden daha yiiksek kan basinci degerleri dl¢giilmiis ve bu
sonuclara dayanilarak polimorfik bolgelerin heterozigotlugunun her iki allel i¢in
homozigot olan bireylere gore daha fazla Oneme sahip olmasi anlamma gelen
molekiiler heterozis kavrami ileri siirtilmiistiir (14,16). Ayni ¢alismada promotor
bolgenin haplotipi yapilmis ve en sik goriilen haplotip-A (TTGTC)’da G allel
frekans1 (~%357), ikinci siklikta goriilen haplotip B (CGATA)’de A allel frekansi
(~%?23) olarak bulunmustur. Haplotip A’nin esansiyel hipertansiyon i¢in risk tasidigi
one siirtilmiistiir. CHGA geni katekolaminlerin depo vezikiillerinin formasyonu
(sekillenmesi) ve ndrotransmitterlerin dolagima salmmasimin diizenlenmesinde kritik
bir role sahiptir. Dolayis1 ile CHGA geni promotor bdlge degisikliklerinin

transkripsiyonel kontrolu kardiyovaskiiler risk gelisiminin erken bir kontrol noktas1
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olabilecegi ileri siirtilmiistiir (86-88). Fangwen ve arkadaslarinin 2012°de yaptiklar1
bir calismada, CHGA geni promotor bolgesi G-462A polimorfizminin esansiyel
hipertansiyon yani sira metabolik sendrom i¢inde risk olusturdugu gosterilmistir
(89).

Bu proje kapsaminda PAU Kardiyoloji bdliimii tarafindan tiim tetkikleri
yapilarak esansiyel hipertansiyon tanisi almis hastalarda CHGA geni promotor
bolgesindeki T-1014C, T-988G, G-462A ve C-415T polimorfizmlerinin arastirilmasi
amaclanmistr. Bu arastirma CHGA geni ile ilgili Tiirkiye’den yapilacak ilk ¢aligma

olup esansiyel hipertansiyon i¢in yapilan diger calismalara katki saglayacaktir.
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GEREC VE YONTEM
CALISMA GRUPLARI

Bu projede Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali
tarafindan tiim tetkikleri yapilarak esansiyel hipertansiyon tanisi almis, yaslar1 30-82
arasinda degisen 50 hasta ile kan basinci degerleri normal sinirlarda olan, yagslar1 26-
45 arasinda degisen 32 kontrol olgusu calismaya dahil edildi. Bu arastirma
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Komisyonu
tarafindan  16.05.2011 tarih ve B.30.2.PAU.0.20.05.09/82 nolu karar1 ile
onaylanmistir. Calismaya dahil olan tiim bireylere bilgilendirilmis goniillii olur
formu imzalatildi. Calismaya katilan tiim bireylerden 1 adet K3 EDTA’L tiipe
(VACUETTE®) toplam 2,5-3 ml periferik kan 6rnegi alindi. Kan 6rnekleri hasta ve
kontrol gruplar1 i¢in ayr1 ayr1 kodlanarak DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’

de saklandi. Calismaya dahil olma ve dislama kriterleri tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Calismaya dahil olma ve diglanma kriterleri

Dahil olma kriterleri Dislanma Kriterleri

1.Esansiyel hipertansiyon tanisi almig 1.Sekonder hipertansiyonu olanlar.
olup takip altinda olanlar ya da yeni tan1
almig esansiyel hipertansiyonu olanlar.

2. Ofis tansiyonu en az iki 6l¢iimde 2. Kronik bagka bir hastalig1
140/90 mmHg ve iizeri olanlar. nedeniyle izlenmekte olanlar.
3. Kronik bagka hastaligi olmayanlar 3. Konjenital genetik temelli bir

hastalig1 olanlar

4. Konjenital genetik temelli bir hastalig1
olmayanlar

5. Yagslar1 18 ve lizeri olanlar 4. 18 yasn altinda olanlar
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KAN ORNEKLERINDEN DNA iZOLASYONU

Kan orneklerinden DNA saflastirilmasi, Wizard Genomic DNA Purification Kit

(Promega) kullanilarak yapildi. Saflastirma isleminde asagidaki sira izlenmistir.

I.

10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.

-20°C’de buzdolabinda saklanan ETDA’ll tiiplerdeki kan ornekleri oda
1s1sinda ¢oziiliinceye kadar bekletildi (25-30 dk). Daha sonra tiipler 1-2 kez
alt st edildi.

Her 6rnek i¢in 1,5 ml’lik ependorf tiipleri hazirlandi ve tiipler i¢ine 900 pl
cell lysis soliisyonu eklendi.

300 pl periferik kan 6rnegi, 6nceden 900 pl cell lysis soliisyonu konmus olan
ependorf tiipleri igerisine eklendi ve iyice karismasi i¢in 5-6 kez alt {ist edildi.
Karisim 10 dakika oda 1sisinda bekletildi ve bekleme esnasinda 2-3 kez alt iist
edildi.

Bekleme sonrasi ependorf tiipleri 16.000 x g’de (14.000 rpm) 20 saniye
santrifiij (Hettich Mikro 200R) edildi.

Santrifiij sonrasi1 tiiplerde 10-20 pl rezidii kalacak sekilde {izerindeki
siipernatant pipetle alinarak atild.

Tipler 10-15 saniye vortekslendi (Yellowline TTS2 Vortex Mixer).

Uzerine 300 ul nuclei lysis soliisyonu eklendi ve vizkdz bir kivam elde
edilinceye kadar iyice pipetaj yapild1

100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi ve 10-20 saniye vortekslendi.
16.000 x g’de (14.000 rpm) 3 dakika santrifiij edildi.

Ornek sayis1 kadar epondorf tiipii hazirlandi ve iizerlerine oda 1sisinda
bekleyen Isopropanol soliisyonundan 300 pl eklendi. Daha sonra santrifiijden
¢ikan tiiplerin siipernatantlar1 bu tiiplere aktarild.

Tipler alt iist edilerek karistirildi ve beyaz renkte iplik benzeri DNA goriildii.
16.000 x g’de (14.000 rpm) 1 dakika santrifiij edildi.

Uzerindeki siipernatant, pellete dikkat edilerek atild1 ve tiiplerin {izerine 300
ul %70 etanol eklenip hafifce birkag kez tiipler alt iist edildi.

16.000 x g’de (14.000 rpm) 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 pellete dikkat edilerek pipetle etanol ¢ekilerek atild.
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17. Tipler agizlar1 agik sekilde ters dondiiriiliip turnusol kagidi {izerine
yerlestirildi ve 10-15 dakika kurumaya birakilda.

18. Kurumus tiiplere 100 ul DNA rehidratasyon soliisyonu eklendi ve +4°C’de
bir gece bekletildi.

iZOLE EDIiLEN DNA’NIN SAFLIK DEGERLENDIRMESI

Izole edilen DNA o6rneklerinin konsantrasyon ve saflik tayini Thermo
Scientific Nanodrop 2000c spektrofotometre cihazinda yapildi (Tablo 21, 22).
Olgiimii yapilan DNA &rnekleri ¢alisma yapilincaya kadar + 4°C’de buzdolabmda

saklandi.
POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PCR)

CHGA geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve C-415T polimorfik
bolgelerini iceren DNA dizisini amplifiye etmek (cogaltmak) amaci ile uygun

primerler tasarlandi.

Primer tasarmmlar1 internet iizerinden primer 3 Input (versiyon 0.4) programi

kullanilarak yapildi.

Calismamiza dahil olan 50 hasta ve 32 kontrol icin 200 PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. PCR’de kullanilan primerler ve 6zellikleri tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 12. Primerlerin 6zellikleri

Hedef Primer dizisi Baz Tm Uriin Baglanma
bilge uzunlugu uzunlugu | derecesi
1F
CAGGTTCTCATTTAGGGACAGG 2 60.3
= 403 57
CTTGCAACACCTACCCATTAGC 2 60.3
CHGA 2F
promotor | GTTACCTGTCAAGTGCGTTTCC
n 22 60.3
bolge
- 286 57
CCCCGTGCTATTTTTCCTAAG 21 53.37
1F
CAGGTTCTCATTTAGGGACAGG 2 60.3
R 851 57
CCCCGTGCTATTTTTCCTAAG 71 53.37

CHGA geninin ¢ogaltilacak boliimleri i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde

PCR master miks (reaksiyon karistmi) hazirlandi. Tek bir 6rnek i¢cin hazirlanan

reaksiyon karigim igerigi tablo 13’de, Hot start master miks icerigi ise tablo 14’de

gosterilmistir. Bu karisimdaki icerikler 6rnek sayisi ile ¢arpilarak PCR i¢in gerekli

miktar hazirlandi.

Tablo 13. PCR karisim oranlar1

Master miks karisim Miktari
Hot start Taq polimeraz master miks 25ul
Forward primer 2ul
Reverse primer 2ul
dH20 (distile su) 11l
DNA 10ul
Toplam 50ul
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Tablo 14. Hot start master miks igerigi

Hot start Taq polimeraz master miks
Hot start Taq DNA polimeraz 2510
MgCl, 1.5mM
dNTP 200 pl

MgCl, (magnezyum kloriir), ANTP (deoksiriboniikleozid trifosfat)

Baz1 orneklerde CHGA geni promotor hedef bolgesi tek primer cifti
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi (1F 2R, {iriin 851 b¢ uzunlugunda), baz1 6rnekler ise 2
primer ¢ifti kullanilarak her 6rnek i¢in 2 ayr1 PCR kuruldu. PCR master miks
hazirlandiktan sonra Ornekler Thermal Cycler cihazina yerlestirildi ve asagidaki

basamaklar izlendi.

Tablo 15. PCR reaksiyon basamaklar1

PCR basamaklan Is1 Siire Dongii sayisi
Ik denatiirasyon 95" 15°

1
Denatiirasyon 95" I ~
Primerlerin baglanmasi 57 r

> 30

Uzama 72° 1’

_/
Sonuglanma 72° 10° }
1

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

10xTAE stok soliisyonundan 100 ml alip iizerine 900 ml distile su eklenerek
tampon ¢0zeltisi hazirlandi. Toz halindeki agarozdan 2 gr tartild1 ve iizerine 10xTAE
soliisyonundan 100 ml eklenip mikrodalga firmda maksimum sicaklikta agaroz eriyip

saydam goriinimlii jel kivami olusuncaya kadar isitildi. Daha sonra sivi jel
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kivamdaki agaroz igerisine 2 pl etidyum bromiir eklenip igerik elektroforez tankina
bosaltilip sogumaya birakildi. Agaroz jel katilasinca elektroforez cihazina
yerlestirildi ve iizerine isaretli bolgeye kadar 10xTAE soliisyonundan eklendi. 1k
kuyucuga 100 bg’lik DNA marker, diger kuyucuklara PCR iirlinleri yiiklendi ve 100
volt’ta 25-30 dk elektroforetik olarak yiiriitildi. Jel ‘Vilbert Lourmat® UV
goriintiileme cihazma yerlestirilip goriintiilendi. PCR orneklerinin bant paternleri
incelendi, uygun ornekler piirifikasyon i¢in ayrildi. Goriintiiler, 6rnek numaralari,

tarth ve PCR sartlar1 belirtilerek kaydedildi.
PCR URUNLERININ PURIFIKASYONU (SAFLASTIRILMASI)

Goriintiileme sonras1 uygun PCR firiinleri, Wizard SV Gel and PCR Clean-up
System kiti (Promega) kullanilarak primer, niikleik asit, protein ve tuz kalintilarindan
temizlendi. Piirifikasyon islemi asagidaki siraya gore yapildi.

1. PCR iirlinii lizerine iirlin miktar1 kadar (yaklasik 40 ul) Membran binding
soliisyonu eklendi.

Onceden hazirlanmis numarali toplama tiiplerine kolonlar yerlestirildi.
Karisim kolona aktarildi ve 1 dakika oda 1sisinda bekletildi.
16.000 xg (14.000 rpm)’°de 1 dakika santrifiij edildi.

A

Santrifiij sonrast toplama tiiplerinde siiziilen materyal atilip kolonlar

tekrar toplama tiiplerine yerlestirildi.

6. Uzerine 700 pl Membrane Wash soliisyonu (6nceden iizerine 375 ul
%95’lik etanol eklenmis) eklendi.

7. 16.000xg (14.000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi. Siiziilen materyal
atildi

8. Tekrar iizerine 500 ul Membran Wash soliisyonu eklendi. 16.000xg
(14.000 rpm)’de 5 dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonras1 toplama tiiplerine siiziilen materyal atildi ve tiipler
16.000xg (14.000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.

10. Santrifiij sonrasit toplama tiipleri atilip her Ornek icin Onceden

numaralandirilarak hazirlanmis 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine kolonlar

yerlestirildi.
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11. Uzerine 50 ul Nuclease Free Water soliisyonu eklenip 1 dakika oda
1s1sinda bekletildi.
12. Ornekler 16.000xg (14.000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.
13. Santrifiij sonras1 kolonlar atild1 ve ependorf tiiplerinde kalan siv1 piirifiye
PCR iiriinii olarak ayrild1 ve +4°C’de saklandu.
Piirifiye PCR iiriinleri etudyum bromiir ile hazirlanmis %2’lik agaroz jelde
elektroforetik olarak yiiriitiildii. Goriintiileme islemi  ‘Vilbert Lourmat” UV
goriintiileme cihazinda yapildi. Uygun 6rnekler sekans PCR i¢in ayrildi ve goriintiiler

kaydedildi.

SEKANS REAKSIYONUNUN HAZIRLANMASI

Sekans reaksiyonu i¢in Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start
Kiti (GenomeLab) kullanildi. Sekans reaksiyonu i¢in {iriin basina hazirlanan karigim
Tablo 16’da gosterilmistir. Hedef dizi 851 b¢ uzunlugunda olan 6rneklerden hem
reverse (geri) hem de forward (ileri) primerler ile iki ayr1 sekans reaksiyonu kuruldu.

Tablo 16. Sekans PCR master miks igerigi

Sekans PCR master miks
DTCS Quick start master miks 8 ul
Primer F/R I ul
PCR iiriinii Sul
Enjeksiyonluk su 6 ul
Toplam 20 ul

Yukaridaki tabloya gore ornek sayis1 kadar master miks hazirlandi ve master
miks 0,2 ml’lik PCR tiiplerine 15 pl dagitildi. Hedef dizimiz GC’den zengin oldugu
icin {iriiniin kendi lizerine katlanmasini 6nlemek amaci ile Piirifiye PCR {iriinleri Dry
Block (Boeco Dry Block Thermostat TDB-100) cihazinda 96°C’de 2 dakika denatiire
edildi. Daha sonra master miks eklenmis PCR tiipleri iizerine belirtilen miktarda

ptirifiye PCR {iriinii eklenip karisim birka¢ kez pipetaj yapildi. PCR tiipleri Techne
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TC-412 Thermal Cycler cihazma yerlestirildi ve

takip edildi.
Tablo 17. Sekans PCR sartlar1

tablo 17°de gosterilen basamaklar

Sekans PCR basamaklan Is1 Siire | Dongii sayisi
Ik denatiirasyon 94" 2’ 1
Denatiirasyon 96" 20

Primerlerin baglanmasi 50" 20 30
Uzama 60" 4

Sonug¢lanma 4° 4’ 1

Sekans PCR tamamlaninca Tablo 18’de belirtilen miktarlarda taze stop solusyonu

hazirlandi ve asagida belirtilen agamalar sirasi ile yapilda.

Tablo 18. Stop soliisyonu icerigi

Stop soliisyonu

Na-Asetat 2 ul
Na-EDTA 2 ul
Glikojen I ul
Toplam Sul

1. Ornek sayis1 kadar 1,5 mI’lik ependorf tiipleri hazirlandi.

2. Her tiipe taze hazirlanmis stop soliisyonundan 5 pl eklendi

3. Stop soliisyonu eklenmis olan tiiplere sekans PCR f{iriinleri ilave edildi ve

yogun pipetajla iyice karistirild.

4. Tiplere -20°C’de muhafaza edilen %96’lik etil alkolden 70 pl eklendi ve

lyice karigmasi i¢in pipetaj yapildi

AN
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-20°C’de buzdolabinda 35 dakika bekletildi.
16.000xg (14.000 rpm)’de 20 dakika santrifiij edildi.



10.

11.
12.

13.

14.

15.
16.

Santrifiij sonrasi tiiplerin dibindeki pellete dikkat edilerek pipetle siipernatant
dikkatlice alinip atild1.

-20°C’de muhafaza edilen %70’lik etil alkolden 170 pl eklendi.

16.000xg (14.000 rpm)’de 6 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi tiiplerin dibindeki pellete dikkat edilerek pipetle siipernatant
dikkatlice alinip atild1.

Tipler kapaklar1 agik sekilde 1 gece karanlikta bekletildi.

Ertesi giin her tipe 40 pl formamid soliisyonu (-20°C°de saklandi ve
kullanilmadan 6nce 1s1smin oda 1sisina gelmesi beklendi) eklendi.

Formamid eklenmis ornekler vortekslenip yogun pipetaj yapilarak sekans
PCR iirliniiniin formamid igerisinde ¢oziinmesi saglandi.

Dizi analizi cihazmin programi (Beckman Coulter CEQ 8000 Genetics
Analiysis System) acildi. Jel ve kapiller, protokole uygun sekilde cihaza
yerlestirildi.

Ornekler tek tek sisteme kaydedildi ve LFRa programu segildi.

Buffer plagma her kutucugun 3/4°ii dolacak sekilde separate buffer soliisyonu
eklendi. Bu islemlerden sonra ependorf tiipiinde bulunan triinler dizi analizi

icin paletlere aktarildi, paletler cihaza yerlestirildi ve analiz baslad1.

SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Sonuglarimiz Beckman Coulter CEQ 8000 Genetics Analiz sistemi kullanilarak

yapild1.

analiz edildi. Hem reverse hem de forward primerleri ile iki ayr1 sekans PCR kurulan
orneklerin analizi i¢in “’Investigator programi®’ kullanildi. Tek primerle kurulan

sekans PCR oOrneklerin analizi ise ‘’Sequence analysis’® programi kullanilarak

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatiksel analiz SPSS 11,0 versiyonu kullanilarak yapild. Calismadan elde
edilen veriler tanimlayici istatiksel analiz ve Ki-Kare testi yontemleri kullanilarak
degerlendirildi ve kontrol grubu arasinda yaygin olan homozigot genotip referans
olarak secildi. Her genotip ve allel i¢in Odds oranlar1 (OR) ve giivenlik araligi (%95
CL) hesaplandi. Tiim analizlerde p<0,05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR
Calismaya 24’1 erkek, 26’s1 kadin toplam 50 hasta ve 8’1 erkek, 24’1 kadin
toplam 32 kontrol grubu dahil edildi. Calisma grubunun 6zellikleri tablo 19 ve 20°de
gorildiigii gibidir.

Tablo 19. Hasta grubu 6zellikleri

Tedavi Tedavi
Hasta no Cinsiyet Yas oncesi Sonrasi Hipertansiyon
KB KB siiresi
(mm/Hg) | (mm/Hg) (y1)
1 E 40 160/100 155/100 Yeni tant
2 E 65 170/95 155/75 12
3 E 41 170/100 140/80 10
4 E 61 170/100 120/75 Yeni tani
5 K 73 160/100 120/80 30
6 E 65 155/95 110/70 1
7 E 48 145/90 115/70 10
8 K 64 200/110 135/85 22
9 K 34 170/100 130/70 Yeni tani
10 E 51 240/100 110/70 15
11 K 51 150/95 120/80 8
12 E 79 170/100 140/60 7
13 K 59 185/110 110/70 15
14 K 51 240/130 130/70 8
15 K 61 180/90 140/80 8
16 E 50 180/95 110/60 3
17 E 40 140/110 130/90 4
18 K 56 180/80 110/70 2
19 E 61 180/100 120/75 3
20 E 66 290/110 140/70 15
21 E 71 145/85 130/70 15
22 E 66 160/100 110/70 4
23 K 65 160/95 115/65 5
24 E 30 145/100 120/70 Yeni tani
25 E 75 180/100 120/70 4
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Tablo 19. “‘Devam’’

Tedavi 6ncesi Tedavi
Hastano | Cinsiyet Yas KB sonrasi Hipertansiyon
mm/Hg KB siiresi
mm/Hg (Y1)

26 E 41 250/120 150/95 6

27 K 53 165/95 120/75 Yeni tani
28 K 60 230/110 100/60 2

29 E 53 150/100 130/70 18
30 K 50 180/90 140/80 8

31 E 62 170/90 140/85 Yeni tant
32 K 47 180/100 140/90 1.5

33 K 66 170/100 145/80 25

34 K 51 180/110 145/90 15

35 K 73 160/110 130/70 5

36 K 54 190/100 130/70 8

37 E 65 180/105 120/70 4

38 K 71 160/70 150/70 5

39 E 66 240/140 120/70 12

40 K 64 170/100 130/70 4

41 K 51 160/100 11070 1.5
42 K 55 160/110 135/70 4

43 K 43 200/110 150/90 2

44 K 70 150/100 120/80 15

45 K 49 170/110 115/70 10
46 E 74 200/90 130/70 6

47 E 51 210/100 120/70 Yeni tant
48 E 69 150/100 90/60 4

49 K 57 180/110 105/70 17
50 K 82 170/140 110/70 37
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Tablo 20. Kontrol grubu 6zellikleri

Kontrol grubu | Cinsiyet | Yas Kan basinci

mm/Hg

1 E 42 120/80
2 K 26 110/65
3 E 27 120/75
4 K 41 100/80
5 K 40 115/70
6 K 27 110/75
7 K 30 100/80
8 K 26 115/80
9 K 36 100/80
10 K 22 100/80
11 K 31 115/75
12 K 37 100/65
13 K 34 110/75
14 E 29 100/75
15 K 44 100/80
16 E 38 115/75
17 K 45 120/70
18 K 43 120/80
19 E 31 100/75
20 E 30 120/65
21 K 46 100/65
22 K 35 120/80
23 K 26 120/70
24 K 32 120/80
25 K 26 110/70
26 K 26 100/70
27 K 29 110/70
28 K 33 100/80
29 K 29 100/70
30 E 28 100/70
31 E 26 110/70
32 K 28 100/70
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Tablo 21. Hasta grubu spektrofotometri 6l¢timleri

Hasta no | Konsantrasyon | A’ A" | Hastano | Konsantrasyon | A’ A’

ng/pl 260/280 | 260/230 ng/pl 260/280 | 260/230
H1 16.2 2.04 | 0.74 H26 17.8 1.89 | 1.28
H2 17.4 2.09 | 0.70 H27 15.6 1.93 | 1.49
H3 243 1.88 | 0.87 H28 22.0 2.11 | 1.16
H4 18.9 2.06 | 0.80 H29 21.1 1.82 | 1.22
HS5 26.6 1.98 | 0.95 H30 21.0 1.85 | 1.19
H6 44.9 1.97 | 1.18 H31 23.9 1.82 | 1.22
H7 34.1 2.04 | 1.22 H32 26.4 2.00 | 2.20
HS8 27.5 2.03 | 0.88 H33 30.1 1.97 | 1.85
H9 25.1 2.00 | 0.88 H34 27.4 1.87 | 1.99
H10 27.9 1.99 | 1.09 H35 75.0 2.00 | 0.55
H11 11.7 1.94 | 2.09 H36 30.2 1.98 | 1.30
H12 31.5 1.88 | 1.73 H37 13.3 2.01 | 1.43
H13 36.8 1.81 | 1.69 H38 14.3 1.99 | 1.23
H14 27.1 1.80 | 1.50 H39 16.4 2.02 | 1.46
H15 21.1 1.87 | 1.36 H40 22.4 2.00 | 1.91
H16 32.6 1.84 | 1.95 H41 32.6 1.84 | 1.95
H17 23.0 1.84 | 1.44 H42 23.0 1.84 | 1.44
H18 21.0 1.88 | 1.79 HA43 20.1 1.83 | 2.08
H19 26.7 1.83 | 1.79 H44 30.2 1.98 | 1.96
H20 14.5 1.81 | 1.27 HA45 16.8 2.08 | 2.44
H21 13.4 1.96 | 1.19 H46 16.1 1.95 | 2.08
H22 15.6 1.82 | 1.54 H47 29.4 1.86 | 2.16
H23 15.2 1.82 | 1.16 H48 53.5 1.85 | 2.24
H24 20.3 1.92 | 1.43 H49 28.4 1.82 | 1.76
H25 28.5 1.91 | 2.10 H50 60.9 1.85 | 1.95
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Tablo 22. Kontrol grubu spektrofotometri 6lgtimleri

Kontrol no Konsantrasyon A’ A’

ng/ul 260/280 260/230
K1 17.3 1.87 1.72
K2 20.6 1.86 4.05
K3 19.9 2.00 1.29
K4 20.4 1.96 2.31
K5 18.9 1.95 1.80
K6 23.0 1.97 2.27
K7 13.5 1.85 2.27
K8 13.6 1.85 2.06
K9 10.8 1.81 1.77
K10 11.6 1.96 2.60
K11 18.0 1.86 1.62
K12 10.5 2.04 1.80
K13 16.7 1.82 1.80
K14 32.3 1.85 2.44
K15 34.9 1.83 3.95
K16 47.3 1.93 0.65
K17 25.8 1.99 0.59
K18 21.7 1.99 0.82
K19 20.4 1.84 3.95
K20 47.4 1.84 1.90
K21 25.9 1.98 1.16
K22 14.0 2.00 1.91
K23 21.0 1.94 1.74
K24 17.3 1.92 1.63
K25 17.4 1.98 1.34
K26 17.9 1.93 2.36
K27 34.8 1.91 2.19
K28 12.8 1.96 1.38
K29 15.2 1.83 1.70
K30 47.4 1.84 1.90
K31 35.6 1.85 1.75
K32 22.5 1.94 0.59

CHGA Geni Promotor Bolge Molekiiler Analizi
PCR Sonuclan

CHGA geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve C-415T polimorfik
bolgelerini iceren DNA dizisi tasarlanan primerler kullanilarak hem hasta hem de

kontrol grubunda c¢ogaltildi.
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CHGA geni promotor bolgesine ait hedef dizi ve kullanilan primerler sekil 12°de

gosterilmistir.

acaaactgtgggtgttacttcttattcattgtctgtcttcaccatctaga
atgtagggcttctgtctgttctgtttaatgctgtaccctcaactgtgtac
tgttctaggatgttctaagcacatagtaggtgcttagcaaagcaaatatg
taaattcatgaatgtggccatttcagtctcctttgagctcccac
cgtgagcacaggtgtgggaaaggaagtattagta
gaaaacagcagccgcagatggagaggggtgggcaggaaggaggggctctg
gacgatgccagccaatgacaaaccgtcacccagatcccaggttcececctgtg
acagtggggtcaggtggcaaagagcttccaacacggcccccagagctgga
gcccaaagagctggagcatcaggggccccagaaataagggaagccaacca
ggaaactgaccttttacacaaaatatccaggttttgagaatgctcaggaa
gaggtgagagctgttctcaaattcagatgggctgccagtggcaagaaggt
gatgctaaggggttgcactagg_gactcc
tattttggcggatgtaataagaactggcccccactcctceccecctcectacctaa
caagaggtgtccaacagtggcttaagcttcctggtgaaagtgagcccecctg
gttcccgtgtgtatgcagagcccaggattcactcacccatggcttgaacc
tttaatggatacattcatca_tctgtgcc
agattgtgtggcgctcagcactgtgaaagtaatgatgactaaacattatt
caaataaatacacattcaacaacaaagtgtgaaggcacaaaactagcttg
ccagagagagagaagcctcactcagacaggggatcaaaggcccctctaga
gcctcecctagatattggagagagccatgagtgatgggcatgcecctccagect
gtgagaccgggggagcataccccaggcagagggca
tgctagcgctgccagggacctcagtacacatggaagaaggcaag
gtccagagatccgagtgacttgcccagggacacaaggcaaatcggtggaa
tcgtcgaggggtggaggatcagccacagccccecceccgcecteccacgecacct

Sekil 12. CHGA promotor bolgenin PCR ile ¢ogaltilan hedef dizisi ve kullanilan

primerler.
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CHGA geni promotor bolgesindeki ¢calismaya dahil edilen polimorfik
bolgeler sekil 13°de gosterilmistir.

T-1014C T-988G

T T

gfgacagtgggotcaggtggcaaagagettccaacaCggococcagagetggagoccaaaga S ctggageate
gogccccagaaataagggaagocaaccaggaaactgacotittacacaaaatatccaggttttgagaatgetcagga

G-462A

&

agaagcctcactcagacaggggatcAaaggeccctotagagectoctagatattggagagagecatgagigag

gectccagectgtgagaccgggggageatacoocaggeagagggcacttaggaaaaatageacggggtoctal

C-415T

C
tgagagcceatgagtgal gggcatgectccagoctgtgagaccgggggageatacococaggragagggcactt

aaaatagrcacggggtgctagegetgocagggacetcagtacacatggaagaaggoaaggtocagagateogay
tgcccagggacacaaggeaaatcggiggaa

Sekil 13. CHGA geni promotor bolgesindeki polimorfizmler (forward dizi).

CHGA promotor bolgesi T-1014C, T-988G, G-462A ve T-415C polimorfik
bolgelerinin hasta ve kontrol grubuna ait 6rnek PCR ve elektroferogram gortintiileri

sekil 14-20’de gosterilmistir.
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Sekil 14. Hasta grubuna ait CHGA promotor bolge PCR {iriinii ( 1F-2R, 851 bg) jel
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Sekil 15. Kontrol grubuna ait CHGA promotor bolge PCR {iriinii (1F-1R, 403 bg) jel

goruntusi
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Sekil 16. Kontrol grubuna ait CHGA promotor bolge PCR iiriinii (2F-2R, 286 bg).



CHGA PROMOTOR T-1014C (851 bg)

Dizi caggttctcatttagggacaggcgtgagcacaggtgtgggaaaggaagtattagtagaaaacagcagecgea
gatggagaggggtegocaggaaggagggectctggacgatgecagecaatgacaaaccgtcacccagat
cccaggttecctgtgacagtggggtcaggtggcaaagagcettccaacaCggeccecagagetggageecea
aagaGctggagcatcaggggccccagaaataagggaagecaaccaggaaactgaccttttacacaaaatat
ccaggttttgagaatgctcaggaagaggtgagagetgtictcaaattcagatgggctgecagtggcaagaagg
tgatgctaaggggttgcactagggctaatgggtaggtgttgcaaggactectattttggeggatgtaataagaa
ctggececccactectecctctacctaacaagaggtgteccaacagtggcettaagettcetggtgaaagtgagece
ctggttceegtgtgtatgcagageccaggattcactcacccatggettgaacctttaatggatacattcatcagtt
acctgtcaagtgcegtttectetgtgecagattgtgtggcgetcageactgtgaaagtaatgatgactaaacattatt
caaataaatacacattcaacaacaaagtgtgaaggcacaaaactagettgccagagagagagaagectcact
cagacaggggatcAaaggcccctctagagectcctagatattggagagagecatgagtgaTgggcatgee
tccagectgtgagaccgggggageataccccaggeagagggeacttaggaaaaatagecacgggg

STCCAGATCTTTOGGCTCCAGICTCTG GG
CTCCAGATCTTTGGGCTCCAGTCTE TG GG

Mmf W\MM\I ol bl

rccaccTeTooocoocccffl- o Ta coanceTEe TTTGEECACE TG ACCCCE
FICCAGCTCTG GG E-E-CC.'IG TA GOAAGCTC TTTGCCACC TG ACCCC

H42

(TT)

H30

(TC)

ATCTTTGGGCTCCAGETETG GGGGI:E.TGTTGGAAGI:TCTT TGCCACCTO ACCCCACTGTCACAGGG AA
RTCTTTE‘EGCTCUGCTCTDE-GGGCClTGFTE‘G!RGCT CTTTGCCACCTG ACCCCACTGTCACAGGG AR

K-4

(TT) \

Iy "W\@”[\ il wﬁuﬁm"M‘MWWJB

Sekil 17. CHGA promotor T-1014C bdlgesi elektroferogram goriintiisii (Reverse
dizi).
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CHGA PROMOTOR T-988G (851 bg)

Dizi caggttctcatttagggacaggcgtgagcacaggtgtgggaaaggaagtattagtagaaaacagcagecg
cagatggagaggggotggocaggaaggagggectctggacgatgccagecaatgacaaaccgtcaccca
gatcccaggttcectgtgacagtggggtcaggtggcaaagagettccaacaCggeccccagagetggag
cccaaagaGetggagcatcaggggccccagaaataagggaagecaaccaggaaactgaccttttacaca
aaatatccaggttttgagaatgctcaggaagaggtgagagcetgtictcaaattcagatgggctgecagtgge
aagaaggtgatgctaaggggttgcactagggcetaatgggtaggtattgcaaggactcctattttggeggatgt
aataagaactggcccccactcctecectctacctaacaagaggtgteccaacagtggcttaagettcctggtgaa
agtgagcccctggttceegtgtgtatgcagageccaggattcactcaccecatggcettgaacctttaatggata
cattcatcagttacctgtcaagtgcgtttcctetgtgecagattgtgtggcgetcageactgtgaaagtaatgat
gactaaacattattcaaataaatacacattcaacaacaaagtgtgaaggcacaaaactagettgccagagag
agagaagcctcactcagacaggggatcAaaggceccctetagagectectagatattggagagagecatga
gtgaTgggcatgcctecagectgtgagaccgggggageataccccaggeagagggceacttaggaaaaa

tagcacgggg

H30 CTGGTTGGCTTCCCTTATTTCTGGGGECCECTO RYGL‘YL‘EMGICYYYG GGCTCCAGCTCTGGGGGCCATGT
CTGGTTGGCTTCCCTTATTTCTGGGGCCCCTG ATGCTCCAGTCT T TG GGCTCCAGCTCTGGGGGCCATG

\ \ MLM
MN U | \ W
CTOTARAAAGOTCAG TTTCCTGGTTGGCTTCCCTTATTTCTGGGGCCCCTG ATGCTCCAG CTTTGGGC
GTOTARAAGGT CAG TTTCCTGGTTOGGECTTCCCTTATTTCTGGGGCCCCTG ATGCTCCAG CTTTGGGC
TCEﬂG“TtTGGGGGCCQTGTE GGAAGCTCTTT TGCCACCTG ACTC
TECAGETCTGGGGGECETGT! GOAAGCTCTTTGCCACCTG ACCCC

(GG) a Aol | " \
B LY LY LA TR
| \lr' l- ,I\-,I YU 1Y ) {y -VI-'I 1 1§ n%l_-.l‘ { ;|1 lll} .

Sekil 18. CHGA promotor bolge T-988G bolgesi elektroferogram goriintiileri

(Reverse dizi).
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CHGA PROMOTOR G-462A (851 bg)

Dizi caggttctcatttagggacaggcgtgagcacaggtgtgggaaaggaagtattagtagaaaacagcagecgea
gatggagaggegotegocaggaaggagggectctggacgatgecagecaatgacaaaccgtcacccagate
ccaggttcectgtgacagtggggtcaggtggcaaagagcettccaacaCggeccccagagetggageccaaa
gaGctggagcatcaggggccccagaaataagggaagecaaccaggaaactgaccttttacacaaaatatee
aggttttgagaatgctcaggaagaggtgagagctgttctcaaattcagatgggctgccagtggcaagaaggtg
atgctaaggggttgcactagggctaatgggtaggtgttgcaaggactcctattttggcggatgtaataagaactg
geecccactectceectctacctaacaagaggtgtccaacagtggettaagettcctggtgaaagtgagecectg
gttceegtgtgtatgcagageccaggattcactcacccatggcettgaacctttaatggatacattcatcagttacct
gtcaagtgcegtttcctetgtgecagattgtgtggcgctcageactgtgaaagtaatgatgactaaacattattcaaa
taaatacacattcaacaacaaagtgtgaaggcacaaaactagcttgccagagagagagaagcectcactcagac
aggggatcAaaggcccctctagagectectagatattggagagagecatgagtgaTgggcatgectecage
ctgtgagaccgggggageataccccaggeagagggeacttaggaaaaatagecacggeg

H 18 CTCTCCAATATCTAGCGAS GCTCTAG AGGGGCCT TG ATCCCCTG TCTGAGT GAGGCTTORCTCTCTCTG GCA AL

STCTCCAATATCTAGCGAG GCTCTAG AGGGGCCTTEIGATCCCCTGE TCTGAGTGAGOGCTTORCTCTCTCT O GCA AL
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Sekil 19. CHGA promotor bdlge G-462A bdlgesi elektroferogram goriintiileri

(reverse dizi).
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CHGA PROMOTOR T-415C (851 bg)

DizZi

caggttctcatttagggacaggegtgagcacaggtgtgggaaaggaagtattagtagaaaacageagecgea
gatggagaggggtegocaggaaggagggectctggacgatgecagecaatgacaaaccgtcacccagat

cccaggttecctgtgacagtggggtcaggtggcaaagagcettccaacaCggeccecagagetggageeea

aagaGctggagcatcaggggccccagaaataagggaagcecaaccaggaaactgaccttttacacaaaatat
ccaggttttgagaatgctcaggaagaggtgagagetgtictcaaattcagatgggctgecagtggcaagaagg
tgatgctaaggggttgcactagggctaatgggtaggtgttgcaaggactcectattttggeggatgtaataagaac
tggcccccactecteectctacctaacaagaggtgteccaacagtggcettaagettcctggtgaaagtgagecce
tggttcecegtgtgtatgcagageccaggattcactcacccatggettgaacctttaatggatacattcatcagtta

cctgtcaagtgcegtttectetgtgecagattgtgtggcgetcageactgtgaaagtaatgatgactaaacattatte
aaataaatacacattcaacaacaaagtgtgaaggcacaaaactagcettgccagagagagagaagcectcacte

agacaggggatcAaaggcccctctagagectcctagatattggagagagecatgagtgaTgggcatgect

ccagcctgtgagaccgggggageataccccaggeagagggceacttaggaaaaatagecacgggg

K13

(TT)

HS8

(TT)

K7

(TT)

GAGGCATGCCCGT CACTAC GGCTCTCT CCAATATCTAGCGAG GCTCTAGAGGG G
GAGGCATGC CCOGT CACTAC GGCTCTCT CCAATATCTAGCGAG GCTCTAGAGGGG

TCTCACAGGCTG
TCTCACAGGCTG

S TCCCCCaGTCTCACAG UCTGO AGGCMUCECM ':‘IH:P.‘IGUCTHE‘I COAATATCTAGGAGGCTCTAGAGGEE
s TCCCCCOGTCTCACAG GCTGO AGGCATGC CCAT 'TEMGEETCTCTECJIRTM CTAGGAGGCTCTAGAGGGG

ETGCTCCL‘CGGTQTCLCnuGI,‘TGulGaClTGN‘CLTE"TCHGutTl‘Tl“ICCnHA‘ICHE GAG -CTCTL lﬁu ECUTCGiTtL‘CCIGTC
"T{TCCCCDETCTGI\CMGCTEleGCﬂTaCCBHEElCH.:uCTCIClCCMTATCT!GGWGCTCTA ﬁGEaE(‘GTTCGHCCCCTG‘IC

il M{m Mol H« 'w qr

Sekil 20. CHGA promotor bolge T-415C bolgesi elektroferogram goriintiiler

(Reverse dizi).
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Sekans PCR sonuglar1 Beckman Coulter CEQ 8000 Genetics Analiz sistemi
kullanilarak analiz edildi. Hem reverse hem de forward primerleri ile iki ayr1 sekans
PCR kurulan 6rneklerin analizi i¢in “’Investigator programi’’, tek primerle kurulan
sekans PCR oOrneklerin ise ‘’Sequence analysis programi’’ kullanilarak CHGA
promotor T-1014, T-988G, G-462A ve T415C polimorfik bolgeleri hem kontrol hem
de hasta grubunda analiz edildi. Sonuglar tablo 23 ve 24°de gosterilmistir.

Tablo 23. Hasta grubunda tespit edilen genotipler

Hasta | DNA | -1014 | -988 | -462 | -415 | Hasta | DNA | -1014 | -988 | -462 | -415
no kod no kod
1 EHI TC TG GA TT 26 EH26 | TT GG GG TT
2 EH2 TC TG GA TT 27 EH27 | TT TT GG TT
3 EH3 TC TG GA TT 28 EH28 | CC TT GG TT
4 EH4 TT GG GA TT 29 EH29 | CC TT GG TT
5 EH5 TT TT GA TT 30 EH30 | TC TG GG TT
6 EH-6 TT TT GA TT 31 EH31 TT TT GG TT
7 EH7 TT TT GG TT 32 EH32 | CC TT GG TT
8 EHS TC TG GA TT 33 EH33 | TC TG GG TT
9 EH9 TT TT GG TT 34 EH34 | TT TG GG TT
10 EHIO | TT TT GG TT 35 EH35 | TC TG AA TT
11 EH11 TT TT GG TT 36 EH36 | TT TT GG TT
12 EHI2 | TC TG GA TT 37 EH37 | TC TG GA TT
13 EHI3 | TT TG GA TT 38 EH38 | TT TT GG TT
14 EH14 | TT GG GG TT 39 EH39 | TC TG AA TT
15 EHI5 | TT GG GG TT 40 EH40 | CC GG GG TT
16 EH16 | TT TT GG TT 41 EH41 CcC TT GG TT
17 EH17 | TC TG GA TT 42 EH42 | TT TT GG TT
18 EHI8 | CC GG AA TT 43 EH43 | TT TT GG TT
19 EH19 | TT TT GG TT 44 EH44 | CC TT GA TT
20 EH20 | TT TT GG TT 45 EH45 | CC TT GG TT
21 EH21 TT TT GG TT 46 EH46 | TC TG GG TT
22 EH22 | TT TT GG TT 47 EH47 | TT TG GG TT
23 EH23 | TT TT GG TT 48 EH48 | TT TT GG TT
24 EH24 | TT TT GG TT 49 EH49 | TT TG GG TT
25 EH25 | TT TT GA TT 50 EH50 | TT TT GG TT
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Tablo 24. Kontrol grubunda tespit edilen genotipler

Kontrol DNA kod -1014 | -988 | -462 | -415
grubu

1 EK1 TT TG GA TT
2 EK2 TC TG GA TT
3 EK3 TT TT GG TT
4 EK4 TT TT GA TT
5 EK5 TT TT GA TT
6 EK6 TT TT GA TT
7 EK7 TT TT GG TT
8 EKS8 TT TT GG TT
9 EK9 TT TT GG TT
10 EK10 TC TG GA TT
11 EK11 TC TG AA TT
12 EK12 TC TT GA TT
13 EK13 TT TT GG TT
14 EK14 TT TT GG TT
15 EK15 TC TT AA TT
16 EK16 TT TT GG TT
17 EK17 TT TT GG TT
18 EK18 TT TT GG TT
19 EK19 TT TT GA TT
20 EK20 TC TT GA TT
21 EK21 TT TT GG TT
22 EK22 TT TT GG TT
23 EK23 TT TT GG TT
24 EK24 TT TT AA TT
25 EK25 TT TT GG TT
26 EK26 TT TT GG TT
27 EK27 TT TT GA TT
28 EK28 TT TT GG TT
29 EK29 TT TT GG TT
30 EK30 TT TT GG TT
31 EK31 TT TT AA TT
32 EK32 TT TT GG TT

Hasta ve kontrol grubunda cinsiyete gore CHGA promotor T-1014C
bolgesinde belirlenen TT, TC ve CC genotiplerinin siklig1 karsilastirildiginda, her iki
cinste istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 25). Hasta grubunda

kadinlarda CC genotip dagilimi (%14) erkeklere (%3,1) gore daha yiiksek olmakla

birlikte istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 25).
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Tablo 25. CHGA promotor -1014 polimorfik bolgesi genotiplerinin

cinsiyete gore dagilimi

CHGA promotor bolge T-1014C
(Hasta ve kontrol grubu) CC T/C TT Total P
Erkek 1 9 22 32 0.194
%3,1 %28,1 %68.8 | %100,0
Cinsiyet
Kadin 7 9 34 50
%14,0 %18.0 %68.,0 | %100,0
Total 8 18 56 82
29,7 %22.,0 %68.3 | %100,0

T-1014C polimorfik bodlgesinde hasta ve kontrol grubunda belirlenen

genotiplerin frekanslari tablo 26’da gosterilmistir.

Tablo 26. CHGA promotor T-1014C polimorfik bdlgesi genotip frekanslari

Hasta ve kontrol grubu | Hasta ve kontrol grubu
CHGA promotor T-1014C genotip genotip
frekansi %
CC 8 9.7
TC 18 22
TT 56 68.3
Total 82 100.0

Hasta ve kontrol grubunda cinsiyete gore CHGA promotor T-988G
bolgesinde belirlenen TT, TG ve GG genotiplerinin siklig1 karsilastirildiginda, her iki

cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 27).
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Tablo 27. CHGA promotor -988 polimorfik bdlgesi genotiplerinin

cinsiyete gore dagilimi

T-988G
CHGA promotor bolge
(Hasta ve kontrol grubu)

GG T/G TT Total P

Erkek 2 10 20 32 0.509
%6,3 %31,3 | %62,5 | %100,0

Cinsiyet

Kadin 4 10 36 50

%38,0 %20,0 | %72,0 | %100,0
Total 6 20 56 82

%7,3 %24,4 | %683 | %100,0

T-988G polimorfik bolgesinde hasta ve kontrol grubunda belirlenen genotiplerin

frekanslar1 tablo 28’de gosterilmistir.

Tablo 28. CHGA promotor T-988G polimorfik bolgesi genotip frekanslari

Hasta ve kontrol grubu

Hasta ve kontrol grubu

CHGA promotor T- genotip genotip
988G
frekansi %
GG 6 7.3
TG 20 24.4
TT 56 68.3
Total 82 100.0

Hasta ve kontrol grubunda cinsiyete gore CHGA promotor G-462A

bolgesinde belirlenen GG, GA ve AA genotiplerinin siklig1 karsilastirildiginda, her

iki cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 29).
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Tablo 29. CHGA promotor G-462A polimorfik bdlgesi genotiplerinin cinsiyete gore

dagilimi
G-462A
CHGA promotor bolge
(Hasta ve kontrol grubu)
AA G/A GG Total P
Erkek 1 12 19 32 0.165
%3,1 %37,5 | %59,4 | %100,0
Cinsiyet
Kadin 6 11 33 50
%12,0 | %22,0 | %66,0 | %100,0
Total 7 23 52 82
%38,5 %28,0 | %63,4 | %100,0

G-462A polimorfik bdlgesinde hasta ve kontrol grubunda belirlenen

genotiplerin frekanslari tablo 30°da gosterilmistir.

Tablo 30. CHGA promotor G-462A polimorfik bdlgesi genotip frekanslar

Hasta ve kontrol grubu

Hasta ve kontrol grubu

CHGA promotor genotip genotip
G-462A frekansi %
AA 7 8.5
GA 23 28.0
GG 52 63.4
Total 82 100.0

Hasta ve kontrol grubunda calismaya dahil edilen tiim bireylerde CHGA

promotor T-415C polimorfik bdlgesinde TT genotipi belirlendi. Genotiplerin

cinsiyete gore dagilimlar1 ve allel frekanslar1 tablo 31 ve 32°de gosterilmistir.
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Tablo 31. CHGA promotor T-415C polimorfik bdlgesi genotiplerinin cinsiyete gore
dagilimi

T-415C
CHGA promotor bolge
(Hasta ve kontrol grubu)
TT TC | CC Total P
32 32 a
Erkek %100,0 - - %100,0
Cinsiyet
Kadin 50 - 50
%100,0 - %100,0
Total 82 82
%100,0 - - %100,0

a:istatiksel olarak hesaplanamadi.

Tablo 32. CHGA promotor T-415C polimorfik bolgesi genotip frekanslari

Hasta ve kontrol grubu | Hasta ve kontrol grubu
CHGA promotor genotip genotip
T-415C frekansi %
TT 82 % 100
TC -
CC -
Total 82 100.0

Hasta ve kontrol grubunda CHGA promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve
T-415C polimorfik bolgenin analizinde elde edilen genotip ve allel sikliklarinin
karsilagtirilmasinda Ki-Kare yontemi kullanildi. Kontrol grubunda sik goriilen allel

ve genotip referans olarak alindi (Tablo 33).
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Tablo 33. Allel ve genotip sikliklarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Lokus Genotip | Hasta Kontrol P OR (%95 P
n: 50 n: 32 value CL) value
(%) (%)
T>C (rs9658630)
TT 30 26 0.038 1
(%60.0) | (%81.3)
TC 12 6 (%18.8) 1.74 (0.57- | 0.329
(%24.0) 5.27)
CC 8 0 (%0.0) 6.93 (0.81- | 0.069
-1014 T>C (%16.0) 59.2)
promotor TC+TT 42 32 0.080 | 0.16 (0.02- | 0.080
(%84.0) | (%97.0) 1.38)
CC+TC 20 6 (%18.8) | 0.044 | 2.89 (1.01- | 0.044
(%40.0) 8.28)
Alleller
T 72 58 0.008 1
(%72.0) | (%90.6)
C 28 (%28) | 6 (%9.4) 3.76 (1.46- | 0.008
9.69)
T>G (rs9658632)
TT 28 28 0.008 1
(%56.0) | (%87.5)
TG 16 (32.0) | 4 (%12.5) 4.0 (1.19- | 0.039
13.47)
GG 6 (%12) | 0(%0.0) 6.0 (0.68- | 0.112
-988 T>G 57.1)
promotor TG+TT 44 32 0.235 | 0.23(0.03- | 0.235
(%88.0) | (%97.0) 2.00)
GG+TG 22 4 (%12.5) | 0.003 | 5.50 (1.67- | 0.003
(%44.0) 18.02)
Alleller
T 72 60 0.001 1
(%72.0) | (%93.8)
G 28 4 (%6.2) 5.83 (1.94- | 0.001
(%28.0) 17.56)
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Tablo 33. “‘Devam’’

G>A (rs9658634)
GG 34 18 0.453 1
(%68.0) (%56.3)
GA 13 10 0.69 (0.25- | 0.636
(%26.0) (%31.3) 1.88)
AA 3 (%6.0) | 4 (%12.5) 0.40 (0.08- | 0.407
-462 G>A 1.97)
promotor GA+GG 47 28 0.422 | 2.24(0.47- | 0.422
(%94.0) (%87.5) 10.7)
AA+GA 16 14 0.399 | 0.61 (0.24- | 0.399
(%32.0) (%43.7) 1.51)
Alleller
G 81 (%81) 46 0.241 1
(%71.9)
A 19 18 0.60 (0.29- | 0.241
(%19.0) (%28.1) 1.26)

T>C (rs9658635)

TT | 50 (%100) 32

(%100)
TC - -
-415 T>C CC - -
promotor TC+TT - -
CC+TC - -

Alleller
T 100 64

(%100) (%100)

C - -

CHGA geni promotor T-1014C polimorfik bdlge allellerinin hasta ve kontrol
grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda, T alleli hasta grubunda 72 (%72), kontrol
grubunda 58 (%90.6) olarak saptanirken, C alleli hasta grubunda 28 (%28), kontrol
grubunda 6 (%9.4) olarak saptandi. Kontrol grubunda sik goriilen allel olan T alleli
referans alindiginda her iki grup arasinda C alleli tasima yoniinden farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0.008). C alleli tasiyan bireylerin T alleli
referans alindiginda esansiyel hipertansiyona kalitsal olarak yatkinlik riski
tasiyabilecegi belirlendi (OR= 3.76). TC ve TT genotipi siklig1 hasta grubunda
toplam 42 (%84), kontrol grubunda toplam 32 (%97) olarak saptandi. Kontrol
grubunda sik goriilen genotip olan TT genotipi referans alindiginda her iki grup

arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0.080). TC ve CC genotipi
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siklig1 hasta grubunda toplam 20 (%40), kontrol grubunda toplam 6 (%18.8) olarak
saptandi. TT genotipi referans alindiginda her iki grup arasinda farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P=0.044). TT genotipi referans olarak alindiginda, TC ve
CC genotipine sahip olan bireylerin esansiyel hipertansiyona kalitsal olarak yatkinlik
riskine sahip olabilecegi belirlendi (OR=2.89).

CHGA geni promotor T-988G polimorfik bolge allellerinin hasta ve kontrol
grubundaki sikliklar1 karsilagtirildiginda, T alleli hasta grubunda toplam 72 (%72),
kontrol grubunda toplam 60 (%93.8) saptanirken, G alleli hasta grubunda toplam 28
(%28), kontrol grubunda toplam 4 (%6.2) olarak saptandi. Kontrol grubunda sik
gortilen allel olan T alleli referans alindiginda her iki grup arasinda G alleli tasima
yoniinden farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001). G alleli tasiyan
bireyler, T alleli referans alindiginda esansiyel hipertansiyona kalitsal olarak
yatkinlik riskine sahip olabilecekleri belirlendi (OR=5.83). TG ve TT genotipi
siklig1 hasta grubunda toplam 44 (%88) kontrol grubunda toplam 32 (%97) olarak
saptandi. Kontrol grubunda sik goriilen genotip olan TT genotipi referans alindiginda
her iki grup arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0.235). TG ve
GG genotipi siklig1 hasta grubunda toplam 22 (%44), kontrol grubunda toplam 4
(%12.5) olarak saptandi. TT genotipi referans alindiginda her iki grup arasinda
farklilik istatiksel olarak anlamli bulundu (p=0.003). TT genotipi referans alindiginda
TG ve GG genotipine sahip olan bireylerin esansiyel hipertansiyona kalitsal olarak
yatkinlik riskine sahip olabilecekleri belirlendi (OR=5.50).

CHGA geni promotor G-462A polimorfik bolge allellerinin hasta ve kontrol
grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda, G alleli hasta grubunda toplam 81 (%81),
kontrol grubunda toplam 46 (%71.9) olarak saptanirken, A alleli hasta grubunda
toplam 19 (%19), kontrol grubunda toplam 18 (%28.1) olarak bulundu. Kontrol
grubunda sik goriilen allel olan G alleli referans alindiginda her iki grup arasmnda A
alleli tasima yoniinden farklilik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0.241). GA
ve GG genotipi siklig1 hasta grubunda toplam 47 (%94), kontrol grubunda toplam 28
(%87.5) olarak saptandi. Kontrol grubunda sik goriilen genotip olan GG genotipi
referans alindiginda her iki grup arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamsiz
bulundu (p=0.422). GA ve AA genotipi siklig1 hasta grubunda toplam 16 (%32),
kontrol grubunda toplam 14 (%43.7) bulundu. GG genotipi referans olarak
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alindiginda her iki grup arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(p=0.399).

CHGA geni promotor T-415C polimorfik bolge allellerinin hasta ve kontrol
grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda, T alleli hasta grubunda toplam 100 (%100),
kontrol grubunda 64 (%100) olarak saptandi . C alleli hem hasta hem de kontrol
grubunda saptanmadi. Her iki grupta allel olarak T alleli, genotip olarak TT genotipi
saptandigindan gruplar arasi karsilagtirma istatistiksel olarak yapilamadi.

CHGA geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve T-414C polimorfik
bolgelerinin analizi sonrast hasta grubunda en sik TTGT 56 (%56), ikinci siklikta
CGAT 12 (%12) haplotipleri saptanirken, kontrol grubunda en sik TTGT 46
(%71.87), ikinci siklikta TTAT 11 (%17.18) haplotipleri saptanmistir. Hasta ve
kontrol grubunda saptanan haplotiplerin toplu listesi tablo 34’de gdsterilmistir.

Tablo 34. Hasta ve kontrol grubu haplotipleri

Haplotipler Hasta grubu Kontrol grubu
n (%) n (%)

TGGT 10 (%10) -
TTGT 56 (%56) 46 (% 71.87)
CTGT 11 (%11) -
CGGT 4 (%4) -
TTAT 4 (%4) 11 (% 17.18)
CGAT 12 (%12) 3 (% 4.68)
TGAT 2 (%2) 1(% 1.56)
CTAT 1 (%]1) 3 (% 4.68)
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TARTISMA

Esansiyel hipertansiyon, nedeni saptanamayan ya da gosterilebilir hi¢bir
organ hastaliginin baslatmadig1 kan basinci yiiksekligi olarak tanimlanir ve tiim
hipertansiyon olgularmin % 92- 95’ini olusturur (5). Kan basincini belirleyen ve
etkileyen basta genetik nedenler olmak iizere birden fazla etiyolojik ve patofizyolojik
faktor vardir. Esansiyel hipertansiyon genetik ve ¢evresel etkilerle meydana gelen,
genetik olarak heterojen Ozellige sahip yaygin kompleks hastaliklar grubundandir.
Yaygin kompleks hastaliklar birden fazla genin etkilesimi ve cevresel faktorlerin
kiimiilatif etkileri sonucu olusurlar (55). Bu hastalik grubunda gen-gen ve gen-cevre
etkilesimi hastaligin baslangicini ve siddetini belirler (3,24,56).

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) yaygin kompleks hastaliklarla
iligkilidir. SNP’ler tek basmna hastalik olusturmazlar ancak hastalifa yatkinlik
olusturarak hastaliklara yakalanma riskini arttirabilecekleri birgok ¢aligmada
gosterilmistir  (55,90). Esansiyel hipertansiyonla iligkili ¢ok sayida gen
polimorfizmleri, metabolik yollar ve sistemler tanimlanmistir. Ancak bu genler,
metabolik yollar ve sistemler esansiyel hipertansiyon patogenezini anlamamizda
bizlere kismi bir bilgi vermistir. Halen esansiyel hipertansiyon patogenezinde kag
gen rol almaktadir ve bu genlerin birbiri ile etkilesimi nasildir tam olarak
bilinmemektedir.

Son zamanlarda iizerinde ¢alisilan duyarhilik genlerinden biri de
Chromogranin A (CHGA) genidir. CHGA geni basta adrenal medulla ve
postgangliyonik sempatik aksonlardan eksprese olan, intraselliiler ve ekstraselliiler
mekanizmalar ile katekolaminlerin depolanmasini ve salinimmi diizenleyen bir
gendir. Bu genin iriinii olan Chromogranin-A proteininin, sekretuar graniillerin
biyosentezinde ve nodroendokrin hiicrelerin hormon salgilamasinda fizyolojik
gorevleri vardir (6,12).

CHGA geni ile esansiyel hipertansiyon arasindaki fenotipik iliskiye vurgu
yapan ve CHGA geninin promotor bdlgesine, 5’UTR’ye, 3’UTR’ye, kodlayan
bolgeye ve kodlayan bdlgelere bitisik intronik bdlgelere ait polimorfizmlerden
bazilarmm kan basinci ve otonom aktivitesinde degisikliklere neden oldugunu

gosteren farkl popiilasyonlarda yapilan ¢alismalar vardir (13-15, 84-85).
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Calismamizda kardiyoloji poliklini§ine bagvurmus ve esansiyel hipertansiyon
tanis1 almig 50 hasta ve saglikli olarak kabul edilen 32 kisi kontrol grubu olarak
calismaya dahil edildi. Tiim katilimecilarin CHGA geni promotor T-1014C, T-988G,
G-462A ve T-415C bolgelerindeki polimorfizmleri dizi analizi ile incelenerek, bu
polimorfizmler ile esansiyel hipertansiyon arasinda iliski olup olmadig: arastirildi.
Ancak literatiirde esansiyel hipertansiyonlu olgularda CHGA geni promotor bdlge ile
ilgili ¢ok az sayida calisma oldugundan ve c¢alisma gruplar1 bizim c¢alisma
grubumuzla uygunluk gdstermediginden, tartisma az sayidaki calisma ile kismen
yapilabilmistir.

Calismamizda CHGA geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve T-415C
polimorfik bolgelerinin incelenmesinde c¢alisma grubunda en sik TTGT haplotipi
(%62.1), ikinci siklikta CGAT (%9.1) ve TTAT (%9.1) haplotipleri saptanmustir.
Wen (13) ve arkadaslarmin Asyali, hispanik, beyaz ve siyah wrki kapsayan farkli
etnik gruplardan olusan 180 kisi ile yaptiklar1 bir ¢aligmada en yaygin haplotip
olarak TTGT haplotipi saptanmistir. Wen (13) ve arkadaslarmin sonuglar1 bu
yoniiyle bizim sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. Chen (14) ve arkadaslarinin
cogunlugunu normotansiflerin olusturdugu Avrupali ikiz ¢iftlerinde yaptiklart CHGA
geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A, T-415C ve A-89C polimorfik bolgelerini
de igeren bir calismada en sik TTGTC haplotipi, ikinci siklikta CGATA haplotipi
tespit edilmistir. Bizim sonuglarimiz Chen (14) ve arkadaslarmin sonuclar1 ile
benzerlik gostermektedir. Calismamizda haplotiplerin hasta ve kontrol grubuna gére
dagilimlarin1 yaptigimizda, hasta grubunda en sik TTGT haplotipi (%56), ikinci
siklikta CGAT haplotipi (%12), kontrol grubunda ise en sik TTGT haplotipi (%71.8)
ve ikinci siklikta ise TTAT haplotipi (%17.1) tespit edildi. Chen (14) ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda ise, hasta ve kontrol grubuna gore haplotip dagilimi

yapilmamis olup, tiim ¢aligma grubundaki yaygin haplotipler belirlenmistir.

Chen (14) ve arkadaslari, CHGA promotor T-1014C, T-988G, G-462A, T-
415C ve A-89C polimorfik bolgeleri icin CGATA haplotipine sahip bireylerde
ayrica soguk stres testi ile sempatik stimiilasyon olusturup, kan basinci cevabini

degerlendirmisler ve normotansif bireylerin soguk stres sonrasi beklenenden daha

diisiik kan basimci yanitini, 6zellikle T-1014C (CC), T-988G (GG) ve G-462A (AA)
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bolgeleri i¢in homozigot mindr allel varligr ile iliskilendirmislerdir. T-1014C i¢in C
alleline, T-988G i¢in G alleline, G-462A icin A alleline sahip bireylerin
hipertansiyon gelisimi i¢in diisiik risk tasidiklarin1 savunmuslardir. Bizim
calismamizda ise, hasta ve kontrol grubundaki bireylere soguk stres testi
uygulanmamis olup, esansiyel hipertansiyon hastalar1 ile kontrol grubundaki CHGA
promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve T-415C bdlgelerinin polimorfizmleri
belirlenip, her iki grup arasinda allel ve genotip sikliklarmin istatistiksel analizi
yapildi. Istatistiksel analiz sonrast CHGA geni promotor T-1014C polimorfik bolge
allellerinin hasta ve kontrol grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda, C alleli hasta
grubunda %28, kontrol grubunda %9.4 olarak saptandi ve her iki grup arasinda C
alleli tagima yoniinden farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). TC ve
CC genotipi sikligi, hasta grubunda %40, kontrol grubunda %18.8 olarak saptandi
ve her iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). T-
988G polimorfik bolge allellerinin hasta ve kontrol grubundaki sikliklar1
karsilastirildiginda G alleli hasta grubunda %28, kontrol grubunda %6.2 olarak
saptandi. Her iki grup arasinda G alleli tasima yoniinden farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.05). TG ve GG genotipi siklig1 hasta grubunda %44, kontrol
grubunda %12.5 olarak saptandi ve her iki grup arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P<0.05). G-462A polimorfik bolge allelleri ve genotipleri
hasta ve kontrol grubunda karsilastirildiginda ise farklilik istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p>0.05). Sonugta T-1014C icin C alleli, TC ve CC genotipi, T-
988G icin G alleli, TG ve GG genotipi siklig1 esansiyel hipertansiyonlu hasta
grubunda kontrol grubuna gore daha sik tespit edilmistir ve bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Yine G-462A ve T-415C bolgeleri i¢in allel ve genotip
dagilimi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel bir farklilik
bulunmamistir. Chen (14) ve arkadaslarinin ¢aligma sonuglar1 ile bizim
sonuc¢larimizin c¢eligkili olmasinin nedenini, hem metod farkliligina (Soguk stres
testi) hem de olgu sayimizin az olmasina baglayabilecegimiz gibi, SNP’lerin

toplumlar arasi farklilik gostermesine de baglayabiliriz.

Chen (14) ve arkadaslari, % 90’1 Avrupali, % 10’u Meksikali hipertansif
bireylerle normotansif bireyleri karsilastirdiklar1 c¢alismada, G-462A polimorfik
bolge i¢in GA genotipine sahip bireylerde soguk stres testi sonrast GG ve AA
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genotipine sahip bireylerden daha yliksek sistolik ve diyastolik kan basinci degerleri
elde edilmis ve GA genotipine sahip bireylerin istirahat kan basinci degerlerinin
normal popiilasyona kiyasla daha yiliksek oldugu gosterilmistir. Bu bireylerin
hipertansif ve normotansif bireyler arasinda yer alan ara bir fenotipe sahip olduklar1
ve ileride hipertansiyon gelisimi icin genetik risk tasidiklari ileri siirilmiistiir. Bu
sonuclara dayanarak, polimorfik bélgelerin heterozigotlugunun her iki allel i¢in
homozigot olan bireylere gore daha fazla Oneme sahip olmasi anlamma gelen
“molekiiler heterosiz” kavramui ileri stiriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda ise soguk stres
testi yapilmadan G-462A polimorfik bolgesi allel ve genotiplerinin hasta ve kontrol
grubundaki siklig1 ve gruplar arasinda allel ve genotip dagilimi acisindan, istatistiksel
olarak fark olup olmadig1 arastirildi. G-462A polimorfik bdlgesi i¢cin hasta grubunda
GA genotipi siklig1 % 26, kontrol grubunda ise % 31.3 olarak saptandi ve her iki
grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak bizim
calismamizda soguk stres testi yapilmadigindan sonucglarimiz, Chen (14) ve
arkadaslarinin ¢ogunlugu normotansif olgularla yapmis olduklar1 c¢ahsma ile
karsilagtirilamadi.

Lillie (18) ve arkadaslarmin CHGA geni polimorfizmlerinin ET-1
sekresyonunu etkileyip etkilemedigini arastirmak amaci ile cogunlugu normotansif
beyaz wktan 238 ikiz ¢ift ile yaptiklar1 bir ¢alismada, CHGA geni promotor, 3°’'UTR,
intronik ve ekzon 7 bdlgelerinde toplam 13 polimorfik bdlgeyi incelemisler ve
CHGA geni promotor bolge T-988G bolgesi icin G alleli, G-462A bolgesi icin A
alleli ve C-89A bolgesi icin A alleli tasiyicilarinda plazma ET-1 diizeyleri, bu
bolgeler icin homozigot major allel tasiyicilarina oranla yiiksek bulunmustur. Yine
ayn1 caligmada bu bdlgeler icin heterozigot allel tasiyicilarinin, plazma ET-1
diizeyleri ile homozigot major allel tastyicilarnin plazma ET-1 diizeyleri
karsilagtirilmis ve heterozigot allel tasiyicilarinda plazma ET-1 diizeyleri daha
yiiksek olarak 6l¢iilmiis olup iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Ayrica CHGA geni varyasyonlarmin ET-1 sekresyonunu etkiledigini in
vivo ve in vitro ortamda gostermisler ve sonug olarak sempatokromafin sistem ile
endotel fonksiyonlar1 arasinda bir baglanti oldugunu savunarak, endotel
disfonksiyonlarinin teshis ve olusum mekanizmalarinda yeni bir genetik ve hiicresel

biyolojik yaklagim ileri siirmiislerdir. Bizim c¢alismamizda T-988G polimorfik
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bolgesinde G alleli, TG genotipi hasta grubunda kontrol grubundan daha yiiksek
oranda tespit edilmis olup her iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak da anlamli
bulundu. Bu sonu¢ calisma grubumuzdaki olgularda plazma ET-1 diizeylerinin
Ol¢iilmesi ile ilgili planlanacak ¢aligmalar i¢in yol gosterici olacaktir.

CHGA geni promotor T-415C polimorfik bdlge allel ve genotiplerinin hasta
ve kontrol grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda, hem hasta grubunda hem de
kontrol grubunda allel olarak T alleli, genotip olarak TT genotipi saptanmis olup C
alleli ise hasta ve kontrol grubunda saptanmamustir. Her iki grupta allel olarak T
alleli, genotip olarak TT genotipi saptandigindan gruplar arasi karsilastirma
istatistiksel olarak yapilamamistir. Lillie (18) ve arkadaglari, Salem (91) ve
arkadaslari, Chen (14) ve arkadaslarinin c¢aligmalarinda da bizim c¢alismamizda
oldugu gibi T-415C polimorfik bolgesinde en sik T alleli ve genotip olarak da TT
genotipi saptanmistir.

Calismamizda CHGA geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve T-415C
polimorfik bdlge genotiplerinin cinsiyete gore dagilim yiizdelerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamis olup yaptigimiz literatiir taramasinda bu polimorfik
bdlge genotiplerinin cinsiyete gore dagilimina ait yayinlara da rastlanmamastir.

Literatirde CHGA geni promotor bdlge polimorfizmleriyle ilgili farkli
etiyolojik hipertansif olgularda yapilmis calismalar da vardir. Bu ¢aligmalardan biri
Salem (91) ve arkadaslarmin 2008 yilinda Amerikali siyahi irkta, hipertansif son
donem bobrek yetmezligi (SDBY) olan 58 hasta ile bobrek fonksiyonlari normal
76’s1 hipertansif, 74’li normotansif kontrol grubundan olusan bir olgu-kontrol
calismasidir. Bu ¢alismada CHGA geni promotor bolge, 3’UTR bdlgesi, 3’sonlanma
bolgesi, kodlayan bdlge ve intronik bdlgelerdeki 14 polimorfik bolge incelenmis ve
promotor G-462A, T-415C, C-89A bolgeleri icin ATC haplotipi, 3°’UTR C+87T ve
3’sonlanma bolgesi G1260C i¢in TC haplotipi, SDBY olan hasta grubunda kontrol
grubuna gore daha fazla tespit edilmis ve bu haplotiplere sahip bireylerin
hipertansiyon i¢in 2.6 kat fazla risk tasidiklar: ileri siirtilmiistiir. Sonug¢ olarak bu
CHGA geni polimorfizmlerinin 6zellikle siyahi hipertansif bireylerde nefroskleroza
sekonder SDBY gelisme riskini tespit etmek i¢in klinik marker (belirteg) olarak

kullanilabilecegi ileri stirtilmiistiir.
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Yu (92) ve arkadaslarinin 23’1 primer malign hipertansiyon hastasi, 39’u IgA
nefropatisine sekonder malign hipertansiyon hastasi ve 63’4 saglikli kontrol
grubundan olusan toplam 125 kisi ile yaptiklar1 bir ¢alismada, CHGA promotor
bolgede yaygin goriilen polimorfizmler incelenmis ve T-415C boélgesi i¢cin TT
genotipi tastyanlarin TC ve CC genotipine sahip bireylerden daha yiiksek serum
kreatinin degerlerine sahip olduklar1 gosterilmisti. CHGA promotor bolgesinde
yaygin goriilen polimorfizmlerin ve haplotiplerin malign hipertansiyonun
baslangicinda etkili olmayabilecekleri ancak IgA nefropatisine sekonder malign
hipertansiyonda renal disfonksiyondan sorumlu olabilecekleri ileri siiriilmiistiir.

CHGA geninin promotor bdlge disindaki polimorfizmleri ile hipertansiyon
arasindaki iliskiye dikkat ¢eken calismalar da yapilmistir. Bu ¢aligmalardan biri de
Chen (15) ve arkadaslarmin ¢ogunlugunu normotansiflerin olusturdugu Avrupal ikiz
ciftlerinde, CHGA geni 3’'UTR C+87T bolgesindeki polimorfizmleri arastirdiklari
calismadir. Bu calismada 6zellikle erkek cinsiyette C alleline sahip bireylerde soguk
stres testi sonucu yiiksek sistolik kan basinci degerleri Olclilmiis ayrica 3’UTR
C+87T bolgesi icin CC genotipine sahip erkeklerde bazal sistolik ve diyastolik kan
basinci degerleri, TT genotipine sahip erkeklerden daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Bu bulgulara dayanarak 3°’UTR C+87T polimorfik bolgesinin 6zellikle erkek
cinsiyette hipertansiyon gelisiminde etkili bir polimorfizm olabilecegi ileri
siirtilmiistiir.

Rao (93) ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise 7.ekzon 11825
pozisyondaki bazda G/A tek niikleotid degisimi sonucu olusan Gly364Ser amino asit
varyasyonunun (varyant catestatin) hipertansiyon iizerine olan etkileri arastirilmistir.
Gly364Ser (varyant catestatin), Gly364Gly (wild- tip) ile karsilastirildiginda varyant
catestatinin katekolamin salgilanmasint wild-tip catestatinden daha fazla inhibe
ettigi, parasempatik aktiviteyi artirip sempatik aktiviteyi baskiladigi ve baroreseptor
sensitivitesinin daha fazla oldugu gdosterilmistir. Gly364Ser heterozigot bireylerde
soguk stres sonrasi Gly364Gly bireylere gore daha diisiik kan basinci degerleri
Olciilmiis olup Gly364Ser heterozigotlugunun otonom aktivite degisikliklerine neden
oldugu ve oOzellikle erkek cinsiyette hipertansiyon gelisme riskini azalttig1 ileri

siirtilmiistiir.
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Calisma grubumuz Denizli ili ve ¢evresinden gelen bireyleri kapsayan hasta
ve kontrol grubundan olusmaktadir. Calisma sonuglarimiz, T-1014G polimorfik
bolge i¢in C alleli ve CC, TC genotipi, T-988G polimorfik bolgesi i¢in G alleli ve
GG, TG genotipinin esansiyel hipertansiyon i¢in genetik risk olusturabilecegini
diistindiirmektedir. Bu polimorfik bdlgelerin daha fazla sayidaki olgu serilerinde

calisilmasi gereklidir.

CHGA geni promotor bolge polimorfizmlerinin esansiyel hipertansiyon
iligkisine yoOnelik Tirk toplumunda yapilmis baska calismalar olmadigi igin,
calismamizin sonuclari ile karsilastirma yapilamamistir. Ayrica bu calismadan elde
edilen wveriler, kisith sayidaki c¢aligma grubundan elde edildiginden Tiirk
toplumundaki CHGA promotor bdlge polimorfizmlerini tam olarak yansitmayabilir.
Bu calismamiz CHGA promotor bolge polimorfizmleri ile ilgili Tiirk toplumunda
yapilmis ilk caligma olmas1 yoniiyle 6nemlidir. Ayrica ileride daha fazla sayida olgu
serisi ile yapilacak caligmalara Onciiliikk yaparak Tiirk toplumunun CHGA promotor
bolge SNP profilinin ¢ikarilip toplum taramalari ile riskli bireylerin tespit edilmesini,
hipertansiyon ve komplikasyonlarmi Onlemeye yonelik tedbirler alinmasini

saglayabilecektir.
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I.

SONUCLAR

CHGA geni promotor T-1014C, T-988G, G-462A ve T-414C polimortik
bolgelerinin analizi sonras1 hasta grubunda en sik TTGT ikinci siklikta
CGAT haplotipleri saptanirken, kontrol grubunda en sik TTGT ikinci
siklikta TTAT haplotipleri saptanmistir.

CHGA geni promotor T-1014C polimorfik bolge allellerinin hasta ve
kontrol grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda kontrol grubunda sik
gortilen allel olan T alleli referans alindiginda her iki grup arasinda C
alleli tasima yoniinden farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Kontrol grubunda sik goriilen TT genotipi referans alindiginda
TT ve TC genotipi tasima yoniinden hasta ve kontrol grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). TC ve CC genotipi
tasima yoniinden ise hasta ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05).

CHGA geni promotor T-988G polimorfik bolge allellerinin hasta ve
kontrol grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda, kontrol grubunda sik
gortilen allel olan T alleli referans alindiginda her iki grup arasmmda G
alleli tasima yoniinden farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Kontrol grubunda sik goriilen TT genotipi referans alindiginda
TT ve TG genotipi tasima yOniinden hasta ve kontrol grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). TG ve GG genotipi
tasima yoniinden ise hasta ve kontrol grubu arasinda fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05).

CHGA geni promotor G-462A polimorfik bdlge allellerinin hasta ve
kontrol grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda, kontrol grubunda sik
goriilen G alleli referans alindiginda her iki grup arasinda A alleli tagima
yoniinden farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
Kontrol grubunda sik goriilen GG genotipi referans alindiginda her iki
grup arasinda GG, GA ve AA genotipi tasima agisindan her iki grup

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
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5. CHGA geni promotor T-415C polimorfik bdlge allellerinin hasta ve
kontrol grubundaki sikliklar1 karsilastirildiginda hem hasta grubu hem de
kontrol grubunun tamamimda T alleli saptanirken, C alleli hasta ve
kontrol grubunda saptanmadi. Hem hasta hemde kontrol grubunda allel
olarak T allleli, genotip olarak TT genotipi saptanmustir.

6. Bu calisma esansiyel hipertansiyon olgularinda CHGA geni promotor
bolge polimorfizmlerini arastiran Tirkiye’de yapilan ilk calisma olup
ileride yapilacak ¢aligsmalara Onciilik edecegini diisiinmekteyiz. Kan
basinc1 kontroliinde 6nemli rolii oldugu gosterilmis CHGA geni ile ilgili
Tiirkiye’nin farkl bolgelerinden daha ¢ok sayida olgu serisi ile yapilacak
olan caligmalar esansiyel hipertansiyon olgularmin CHGA promotor
bolge varyasyonlarinin tespitinde ve SNP profillerinin ¢ikarilmasinda

faydali olacaktur.
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