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GIRIS

Koroner arter hastaghi (KAH) tim dinyada ©onde gelen ghaa O6lUm
nedenlerinden biridir (1). Temel nedeni aterosktartall olarak gelsen koroner
arter kan akiminin azalmasidir. Ateroskleroza ydikiyaratan mekanizmalar ise
oldukca karmsktir. Lipit metabolizmasi bozukfiu, pihtilgma fazlalgi, oksidatif
stres, enflamasyon ve endotgévlerinin bozuklgunu da iceren ¢cok sayida faktoriin

aterosklerozun okwmuna katkisi oldgu gosterilmgtir (2).

Gunumizde endoteklevlerindeki bozukluklarin aterosklerozdakisk@ngic
lezyonlarinin olsgumunda ve gediminde énemli rolt oldgu bilinmektedir. Sglikh
bir endotel saldn cssitli molekuller ile damar tonusunu ve yapisini diiee,
pihtilasmayi 6nleyici ve olgmus pihtiyr ¢éztcu etkiler gosterir (3, 4).

Endotelden salinan dnemli molekillerden birisi der@skleroza kar bircok
farkli mekanizma ile koruyucu roli oldu gdsterilen nitrik oksit (NO)'dur. NO,
nitrik oksit sentaz (NOS) adi verilen bir enzimeail tarafindan L-arginin amino
asitinden sentezlenir. NOS enzim ailesinin U¢ izomnbulunur; néronal nitrik oksit
sentaz (NNOS), induklenebilir nitrik oksit sental@S) ve endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) (5, 6).

Dolasimdaki nitrik oksitin balica kayng@ ise damar endotel hicrelerinde
bulunan eNOS izoenzimidir (7). Bundan dolayr eN@3imininin fonksiyonundaki
bir bozuklgun NO duzeyini etkileyerek aterosklerozun geline katkida
bulunabilecgi ve KAH’a neden olabilegg disunulmektedir.Simdiye kadar eNOS
gen polimorfizmi ve KAH ilgkisini inceleyen ¢ok sayida cgia yapilmg ancak

kesin bir sonuca varilamagtr (8).

Bu calgmada, eNOS enzimini kodlayan genin 7. ekzonundakd4. 8
pozisyonunda bulunan guanin bazinin timin bazi yer deistirmesinden
kaynaklanan Glu298Asp polimorfizmi ile KAH arasikddi skinin argtiriimasi ve

NO duzeylerinin incelenmesi amaglandi.



GENEL BILGILER

KORONER ARTER HASTALGI

Diger yaygin bilinen isimleri koroner kalp hasgiiskemik kalp hastat ve
koroner arterlerin aterosklerozudur. KAH, 6zellilgelismis Ulkelerde olmak Uzere
tum dinyada 6nemli bir halk gagi sorunu ve ekonomik yuktur (1). Bu yizden
nedenleri ve bunlarin nasil 6nlenebil@caizerine en fazla c¢ama yapilan

hastaliklardan birisidir.

Ulkemizde Turk Kardiyoloji Dernginin 1990 yilinda bgattigi Tirk
Eriskinlerde Kalp Hasta@n Risk Faktorleri (TEKHARF) cagmasinin verileri ile
Tarkiye'deki 6nemi dgerlendirilmistir. On yillik takip sonucu Ulke geneli icin yillik
tum nedenli 6lim orani erkeklerde %012,3, kadinla¥8 olarak hesaplanstir.
Yillik koroner mortalite ise erkeklerde %05,2, kadnia %0.3,2 bulunmgiur. Bu
verilere gore nedenli 6limler arasinda kalp hastalk sirayl almaktadir.iki
milyona yaklgan kalp hastasi havuzuna, her yil yaika90-100 bin yeni olgu
katilldigi distinulirse, koroner hastaliklarin bir salgin gibi §ydng1 ve bu salginda

koruyucu onlemlerin ¢cok daha etkin bicimde alinngesekliligi aciktir (9).

KORONER ARTER HASTALGI RISK FAKTORLER
Daha ©Once yapilan catnalarla KAH icin ya, cinsiyet, hiperlipidemi,
hipertansiyon, sigara, diyabet, obezite ve ailedgki gibi risk faktorleri

tanimlanmgtir (10-12).

KAH olusumuna neden olgu gosterilen risk faktorlerinin bazilari tedavi
edilerek veya ygam sekli dizenlenerek dgstirilebilirken; bazilari dgistirilemez
faktorlerdir (13).

Degistirilemez ana risk faktoérleri:
o Yas: Koroner arter hastg@gindan olen kiilerin %83’ten fazlasi 65 ygave
Uzerindedir.
o Cinsiyet: Erkekler kadinlara gére daha fazla rikkndadir. Menapoz sonrasi

kadinlardaki risk orani artar ama erkeklerdeki katgildir.



o Kaltim: Aile dykusiunde kalp hastgiiolan bireylerde risk daha fazladir.

Degistirilebilir ana risk faktorleri:

o Sigara: Sigara icenler, icmeyenlere gore 2-4 k&ad@zla risk altindadir.
Sigara icmek, koroner arter hasgalolan hastalarda ani kardiyak 6lim igin
gucld, b&msiz bir risk faktoraduir.

o Kan kolesteroli: Serum kolesterol dizeyi yuksgklisk oranini artirir.
Sigara icmek ve yuksek kan basinci gilgedirisk faktorlerinin varginda ise
bu oran daha da artar.

0o Kan basinci: Yiuksek kan basincinda kalkinyilkii artar ve bu da KAH
riskini artirir.

o Fiziksel aktivite: Hareketten uzak bir ggan sekli hastalik riskini artirir.
Duzenli, orta seviyede bir aktivite ise kalp ve @anhastaliklarina ker
koruyucudur.

o Obezite veya fazla kiloluluk: @er risk faktorleri olmasa bile fazla kilolu
olmak kalp hastal gelisimini artirir.

o Diabetes mellitus: Diyabet kalp hasgalriskini ciddi bicimde artirir. Kan
glukozunun yuksek duzeyi kontrol altina alinsa bilerisk vardir ancak kot
kontrollu diyabetteki kadar yuksek glklir.

Katkida bulunan gger risk faktorleri:
o Stres
o Alkol

Bunlarin dgsinda caitli enflamasyon belirtecleri ile koroner arter tedgg1 riski
arasinda ikki olabilecesi duUsunidlmektedir. Bu belirtecler hicre adezyon
molekdlleri, sitokinler, aterojenik enzimler ve €aktif proteindir (14).

DusUk yogunluklu lipoproteine (LDL) apolipoprotein (a)'ninkienmesi ile
olusan Lipoprotein (a)'nin yiksek dizeylerinin deglrasiz bir risk faktori oldgu
bazi calymalarla gosterilngtir (15, 16).



ATEROSKLEROZ

Ateroskleroz orta ve buyik capli arterleri etkday intimada yama tarzinda
duvar kalinlamalarina neden olan ve arter lumenini daraltabilgonik bir
hastaliktir (17).

Ateroskleroz Yunanca kokenli bir terimdir ve lemym bglica iki bilesenini
yansitir. Athero Yunanca'da lapa anlaminda kullanilir. Aterosklgroplagin
tabanindaki nekrotik cekirge kasilik gelir. Sclerosis ise sertlgme anlaminda

kullantlir. Plggin luminal kenarindaki fibrotik 3& ga kagilik gelir (18).

Ateroskleroz ve onun sonuglari getis toplumlarda 6lim ve sakatln en
onemli nedenidir. Bugine kadarki artirani incelendiinde ise tahminlere gére 2020

yilina kadar hastaliklardan élimunshea nedeni olacaktir (19).

ATEROSKLEROTK LEZYONUN MAKROSKOBIK YAPISI
Aterosklerotik lezyonlar makroskopik olarak ¢ iiptyag cizgisi, fibroz plak

ve komplike olmyg lezyon (20).

Ateroskleroz cok erken yrda balamaktadir.ilk baslangic lezyonu, okside
olmus LDL'yi fagosite ederek kopuk hiicresine dgaid makrofajlarin birikmesiyle

olusan ya& cizgileridir (21, 22).

Daha sonra makrofajlarin stinda da lipit birikimi olur. Bu yapiya diz kas
hiicreleri ve fibroblastlarin eklenmesi ile beyankte ve ylizeyden kabarik olan
damar limenini daraltabilen fibroz plak geli Ardindan hicre g1 kolesterol
iceriginin artmasi, kollajenden zengin matriks yapisine fibroz kapsulin de

eklenmesi ile olgun aterom ggieolusur (23).

Ilerlemis lezyonda aterosklerotik plak iginde kolesterolkimi devam eder ve
kalsifikasyon ile kanama komplike @@a olusturur. Plak ylzeyindeki bozulma
trombus gekimine neden olabilir ve sonugta damar tikargikia yol acabilir (24).



ATEROSKLEROTK LEZYONUN HISTOLOJK SINIFLANDIRMASI
Geleneksel plak siniflamasyagida goruldigu gibidir (17, 25).

Tip I: Kdpuk hicreli bglangic lezyonu

Tip II: Képik hicre tabakall ¥acizgisi

Tip Ill: Hucre dsi lipit birikimli preaterom

Tip IV: Hucre dsi lipitlerin birlesmesi ile olgan lipit ¢cekirdekli aterom pfa

Tip V: Fibroaterom

Tip VI: Ylzeysel bozuklgu, kanama veya trombusi olan komplike plak

Tip VII: Kalsifiye olmus plak

O O O 0o o o o o

Tip VIII: Lipit cekirdegi olmayan fibrotik plak

ATEROSKLEROZUN OLW$UM HIPOTEZLER VE PATOGENEZ

Aterosklerozun gedimi oldukga karmaktir ve caitli cevresel, genetik
etkilesimleri de iceren ¢ok faktorlt bir sirectir (16).eMesklerozun patogenezi igin
bircok hipotez 6ne surllngtur: Lipit hipotezi, homodinamik hipotez, fibrin gotezi,

mezenkimal hipotez, hasara yanit hipotezi (18).

Bunlardan en cok Uzerinde durulani hasara yanivtézdir. Bu hipotezde
aterosklerotik lezyonlar, damar endotel hucreleringapisinin bozulmasi ile
sonuclanan hasara yanit olarak gsli bir cevaptir. Hasar hafiftir ve yol acan
nedenler kronik hiperlipidemi, enfeksiyon, enflaiy@s, mekanik ve kimyasal
faktorler olabilir. Ancak asil etkili olanin diizemkan akiminin endotel hiicrelerinde
olusturdusu gerilim stresi oldgu disunilmektedir. Hasar gormiolan alanlarda
endotel altt doku ortaya cikmakta, trombositler hianlara yapmakta ve
makrofajlar toplanmakta lipoproteinler damar icigmakta, orta tabakadturica

media) bulunan diiz kas hticreleri intimaya go¢ etmekteragla cgalmaktadir (26).

Aterosklerozun gefiminde enflamatuvar bir mekanizma ofgu da
disunulmektedir $ekil — 1). Bu mekanizmada kompleman sisteminin dneohl
vardir. Kompleman sistemi, plazmada inaktif olatakunan enzimlerin kademeli
aktivasyonu ile enflamatuvar molekullerin gusu bir yoldur. LDL’nin okside
olmasi ile olgan okside LDL'nin de kompleman faktorlerinin Uretglerine ve

aktivasyonlarina yol agi ve bu yonuiyle endotelevierini bozan énemli bir faktor



oldugu gosterilmgtir (27). Modifiye LDL adi da verilen okside LDLiploproteindeki
¢coklu doymamy yag asitlerinin oksidasyonu sonucu apolipoprotein B'dieki lizin
kalintilarinin  dgisimi ile ortaya cikar (28). Busekilde modifiye olan LDL,
makrofajlar tarafindan normal reseptdrlerinden lfadarak “copci reseptorler”
aracilgl ile cok daha hizli birsekilde tutulur. Okside LDL monositler igin
kemotaktiktir, monosit adezyonunu artirir, makrafagtilitesini engelleyerek hasar
alaninda toplanmalarina ve dokuya tutunmalarinaagar, bliyime faktorleri ve

sitokinlerin salinmasini uyarir, immunojenik veosatksiktir (29-31).
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Sekil — 1: Ateroskleroz gelimindeki enflamatuvar mekanizma (32).

(A) Erken surecte oksidasyon ile LDL'nin yapisigdér. Okside LDL endotelsievlerinin
bozulmasina katkida bulunur (eNOS aktivitesi agaier adezyon molekdllerinin sentezini artirir. (B)
Dolasimdaki monosit ve lenfositler endotel alti shgga gd¢ eder. Okside olmuLDL'yi alan
makrofajlar képuk hiicrelerine dégiir. (C) Blyume faktorlerinin salinmasi ile mediaddiz kas
hicreleri intimaya go¢ eder vegair. Yardimci T hiicrelerinden sitokinler saling kunlar IL-6 ve
CRP salinmasini uyarir. LDL: Biikk yogunluklu lipoprotein, CRP: C-reaktif protein, ECM:UEre
disi matriks, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz,REc Fc Reseptor, IL-6interlokin 6, IFN:

interferon gama, SRs: Copcli resept@d TTimus yardimcl hiicre-1, VSMC: Damar diiz kas bsicr



Aterosklerozun erken sirecinde okside almiDL, eNOS aktivitesini de
azaltmaktadir. eNOS enziminin Urind olan NO’nun id2L'nin oksidasyonunu
sinirladgl distinilmektedir (31, 32). Ayrica ¢cok sayidaskes mekanizmalar ile de

NO’nun ateroskleroza ksarkoruyucu rolleri vardir.

NITRIK OKSIT
NO, son yillarda Uzerinde bircok gaha yapilan, cgtli biyolojik olaylarda

onemli rolleri oldgu gosterilmg kisa 6murli bir molekaldar.

NO'nun kefinden 6nce tagan aortasinin asetilkoline karvermi oldugu
cevabin dgerlendirildigi calismada, sadece endotel hicrelerglam oldigunda
geweme gercekkgrken, endotel devamlgi bozuld@gunda geyemede yetersizlik
oldugu bulunmygtur. Damar geslemesinde etkili olan bu molekul ilk farda
“Endotel Kaynakli Geyeme Faktori” (EDRF) olarak isimlendirilgtir (33).

Daha sonraki yillarda ise EDRF damar endotelindmrtei edilmg ve nitrik
oksitin benzer farmakolojik yapida olglw ileri surtulerek EDRF, NO olarak
tanimlanmgtir (34).

Biyolojik sistemlerde NO, NOS adi verilen bir grugnzim tarafindan

sentezlenmektedir (6).

NITRIK OKSIT SENTAZLAR
Nitrik oksit sentaz enzim ailesi angicta NNOS ve eNOS’'un aglurdugu
yapisal ve iNOS’un okturdusu indiklenebilir olmak Uzere iki sinifa ayrilghr

(34). Gunumduzde ise her bir izoenzimin ayri ayel@inmaktadir.

INOS, uyarilmg bircok hicre tipinden salinabilen izoenzimdir. nSl®glica
noronal dokuda, eNOS ise ghaa damar endotel hicrelerinde bulunur (36). Bu
izoenzimlerin amino asit dizilimi ve biyokimyasatédilikleri benzerlik gosterir ancak
farkli kromozomlar Uzerindeki ayri genler tarafindekodlanir ve bglica
bulunduklar yerler ile aktivatorleri de birbirleden farklidir (7, 37, 38) (Tablo — 1).



Tablo — 1: Nitrik oksit sentaz izoenzimleriningshaa 0zellikleri (35, 39).

NOS Kromozal Gen yapisi Enzimin bulungu yerler Enzimin aktivatorleri

izomerleri  lokalizasyonu

nNOS 12g924.2-12924.3 29 ekzon Merkezi sinir sistemi Asetilkolin
(NOSI) 28 intron (serebral korteks, Bradikinin
hipokampus) Ca iyonoforlari
Periferal sinir sistemi Histamin
Nonadrenarijik, Lokotrienler
nonkolinerjik néronlar Trombosit aktive edici faktor
iINOS 17911.2-17q12 26 ekzon Makrofajlar Bakteriyel Urunler
(NOsII) 25 intron Notrofiller (lipopolisakkaritler)
Solunum yolu epitel Enflamatuvar sitokinler
hucreleri

Fibroblastlar

Mast hiicreleri

eNOS 7935-7936 26 ekzon Endotel hiicreleri Serotonin

(NOSIII 25 intron Mast hucreleri Trombin
Trombositler Asetilkolin
Duiz kas hucreleri Bradikinin
Nétrofiller

nNOS (NOSI): Néronal nitrik oksit sentaz, iNOS (NIDSindiiklenebilir nitrik oksit sentaz, eNOS
(NOSIIIN: Endotelyal nitrik oksit sentaz.

NOS ENZIMLERININ YAPISI

NOS’lar oksijenaz ve rediktaz bolge olmak tGzergdicall yapiya sahiptirler.
Oksijenaz bolgesi, protoporfirin IX (hem), tetratatdiyopterin (BH) ve arjinin igin
baglanma kisimlari icerir. Rediktaz bdlgesi ise flaadenin dinukleotid (FAD),
flavin monontikleotid (FMN) ve indirgenginikotinamid adenin dintkleotid fosfat
(NADPH) icin balanma kisimlari igcerir (40)Sekil — 2). Bu iki bolgenin birbirine
kenetlenmesi kalmodulinin (CaM) sayesinde gergikleeNOS ve nNOS
enzimlerinde CaM hganmasi C& gerektirir. INOS enzimi ise kka bir liganda
gereksinim duymadan dimerik formugn@a bir CaM molekilint biyuk bir afinite
ile geri dongumsuz olarak hdayabilir (41).

NOS enzimlerinin tam siev gosterebilmeleri icin oksijenaz ve rediktaz
bdlgelerden olgan monomerlerin birkerek dimerlemesi gerekmektedir. Bu hem
baglanmasi ile bglar ve BH, yapinin sglamhgina katkida bulunur (42, 43).
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Dimer Dimer
araylz araylz
Oksijenaz parca Redilktaz parca

Sekil — 2: Nitrik oksit sentaz izoenzimlerinin yap(85).

Oksijenaz ve rediktaz bolgesi kutucuklarla gostagtir. Amino asit sayilari her bir bélgenin ggada
ve sonunda verilngtir. Her bir izoenzimde sistin ve CaM ganma alani gdsterilrgtir. Cinko
baglanms sistinlerin yeri ise gri renk ile gosterilgtir. Dimer arayuzler gri bar ile gosterilgtir.
nNOS fazladan bir hiicre glanti noktalarinda kompleks glumuna katkida bulunan globiler protein
parcaya (PDZ) sahipken, eNOS miristik asit ve paknasit b&lanma kisimlari icerir. Arg: Arjinin,
Hem: Protoporfirin 1X, BH: Tetrahidrobiyopterin, CaM: Kalmodulin, FMN: Flawimononukleotid,
FAD: Flavin adenin diniikleotid, NADPHndirgenmi nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, Myr:
Miristik asit, Palm: Palmitik asit, NNOS: Noronatrik oksit sentaz, iNOSindiiklenebilir nitrik oksit

sentaz, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz

NOS ENZMLERININ NITRIK OKSIT SENTEZ
NO, L-arjinin amino asidinden sentezlenir (6). LHAmM/Nitrik oksit yolu
1987’de bulunmgtur (44).

Nitrik oksit sentezi icin ana elektronstgicisi NADPH'dir. FAD ve FMN’nin
her biri NADPH’dan ikser elektron alir ve CaM aradgil ile bunlari oksijenaz

bdlgesindeki hem grubuna tek tek aktarir (35).

Oksijenaz bdlge ayni zamanda arjinin ve oksijeragldndigi kisimlari icerir.
Bundan sonra NOS enzimi, NO sentezindeki iki bagarkatalizler. Tepkimenin ilk
basamginda arjininin guanido nitrojeni hidroksillenereku@hido-Hidroksi Arjinin
(N-OH-Arjinin) olusur. Bu ara urun oldukca stabildir. Enzime sikglbalan ara
arin ikinci basamakta ise okside edilir ve sitrilile nitrik oksite ceuvrilir.

Reaksiyonda bir mol NO sentezi i¢cin 2 mol oksijen 1,5 mol NADPH kullanilir.



Kullanilan oksijenlerin iki atomu suya indirgenirkediger iki oksijen atomu NO ve
sitrilinin olusumunda kullanilir. Nitrik oksitin yapisindaki oksijin kayngl, ilk
basamakta arjinine katilan atomdur. Enzimin kofdkto BH;, FAD, FMN ve hem
molekdlleridir (36, 45-47). Reaksiyonlar sonucusalu NO c¢ok kisa yari émurladdar.
Biyolojik sivilarda hizla metabolitleri olan nitr{NO,) ve nitrata (NQ) okside olur
(48).

Oksijenaz ve rediktaz bolgeleri CaM tarafindan Kenenems ise elektronlar
hem grubuna dg@l ortamda bulunan B&a bir elektron alicisina (ferrisiyanid,
sitokrom c gibi) aktarilir (49). Bgekilde hiicrede NO sentezlenirken bir taraftan da
superoksitin tretimi oldukca reaktif bir tir olaerpksinitrit radikalinin olgumuna

neden olur (50).

NOS izoenzimlerinin hepsinin ortak driint NO’dur dlbulunduklar yerler ve
Ustlendikleri roller farklidir. eNOS, dik miktarlarda Uretilir ve damar tonusunu
ayarlar.nNOS, diguk miktarlarda Uretilip sinaptilsekillenme ve sinirsel iletimi
dizenler. INOS, yuksek miktarlarda Uretilerek emi@uvar olaylarda rol alir ve
hiicre aracili immun cevapta etkilidir (51). Dpladaki NO’nun asil kayrna ise
eNOS izoenzimidir (7).

ENDOTELYAL NiTRIK OKSIT SENTAZ
eNOS geni, 7. kromozomun uzun kolunun 35. ve 3Blidande yerlgnistir

(Sekil — 3). 26 ekzon icerir ve 4052 nukleotidlik biaberci ribonikleik asit (MRNA)

tarafindan kodlanir (7).

Sekil — 3: eNOS geninin kromozomal yeyilai (7).
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eNOS ENZMININ ISLEVI

Baslica gerilim stresi olmak lizere asetil kolin, seron, trombin, Bradikinin
gibi ¢ssitli biyolojik molekuller eNOS enzimini uyarir. Arddan eNOS tarafindan
endotelde dretilen NO diz kas hicrelerine geceradda guanilat siklaz (GC)
enzimini aktifler ve guanozin trifosfat (GTP) guaimomonofosfata (GMP) dogir.
Artan hicre ici siklik guanozin monofosfat (cGMPjizeyi diz kas htcrelerinde
gewemeye yol acar (52).

eNOS ENZMININ KONTROLU

eNOS enziminin aktivitesi géli faktorlerin etkisi ile diizenlenmektediSékil
— 4). CaM NOS enzimleri ile gkili oldugu gosterilen ilk proteindir ve her (¢
izoenzimin en gucli uyaranidir (53). eNOS enzimird@diktaz bolgesi NO Uretimi
icin gerekli olan elektronlari indirgenmiNADP’yi baglayip dehidrojene ederek
saglar. Ardindan bu elektronlar oksijenaz bolgeye s$fan edilirler. Elektronlarin
transferi icin 6ncelikle Cd ile CaM’in kompleks yapngi olmasi gerekmektedir.
Kompleksin eNOS’a anmasi ile iki parca birbirine kenetlenir ve elekt aksl

gerceklgir (54).

eNOS’un hicre zarinin kendi igine kivrilmasiyla m@ya gelen zarsal
cukurlara (kaveol) yerkenesi uygun diizeyde NO sentezi icin zorunludur. Binzi
kaveole yonlendiriimesi ve yedmesinde oksijenaz bolgesine takgnolan miristik
asit ve palmitik asit onemlidir. Bunun eksihde eNOS sitoplazmaya gecer ve
aktivitesi azalir (39).

eNOS enziminin aktivitesinde protein-protein etgilei de gosterilmgtir.
Kaveolln yapisal proteini olan kaveolin-1, eNOS ktempleks olgturarak enzimi
inaktif tutar (55).

eNOS’un aktivitesi enzimin fosforillenmesi ile derkrol edilir. Serin 1177'nin
fosforillenmesi enzimi aktive eder. Bu aktivasyglemi protoonkogen olan protein
kinaz B ve birsaperon olan i1ssok protein 90’a ihtiyag duyar. Treonin 495’in

fosforilasyonu ise eNOS’u inaktive eder (56 -58).
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L-arjininin eNOS’a bglanmasi da endojen yamali antagonisti olan asimetrik
dimetil arjinin tarafindan inhibe edilebilir (54).

BH, de NO sentezi icin kofaktor olarak gereklidir Mesi&liginde eNOS’da
ayrisma meydana gelir. Sonug olarak da eNOS tarafindaimin yerine stiperoksit
( Oy) uretilir (59).

Kaveolin-1 >

® NADPH
CaM 4
v
Oksijenaz I Rediiktaz COOH
~ Thr 495 ser1177 (@
/’ + @
s |
® - @By @ Hsp90
L-arjinin =43 NQ -+ sitrilin Akt
T T
ADMA 0,
O,

Sekil — 4: eNOS enzimi aktivasyonun kontroll (54).

1-eNOS’'un kaveole yerenesi. 2- Kaveolin-1'in eNOS aktivitesini baskilama8- CaM’in
eNOS aktivitesini uyarmasi 4- Serin 1177 (Ser 1’hifT)osforillenmesi ile eNOS aktivitesinin
uyarilmasi ve treonin 495 (Thr 495)'in fosforilasyoile baskilanmasi. 5- ADMA ile L-arjininin
baglanmasinin yagmali inhibisyonu. 6- Bl eksikligi ile O, olusumu. 7- Q ile NO’nun
inaktivasyonu. myr: Miristik asit, palm: Palmitilsia, CaM: Kalmodulin, Hsp90: Isiok proteini
90, Akt: Protein kinaz B, ADMA: Asimetrik dimetil rnin, BH,: Tetrahidrobiyopterin, NO:
Nitrik oksit, Thr: Treonin, Ser: Serin, NADPHndirgenm§ nikotinamid adenin diniikleotid

fosfat

eNOS GEN POIMORFZMLERI

eNOS enzimini kodlayan gendendiye kadar yapilan agarmalarda dizideki
tek bir bazin dg@smesinden kaynaklanan tek nikleotid polimorfizmlgsgta olmak
Uzere, bazi dizilerin tekrarlanmasindan kaynaklankrar polimorfizmleri
bulunmutur. eNOS geninde tanimlanabiknve en fazla cajilan desisikliklerden

bazilarisunlardir:
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intronlarda, bir tanesi intron 18'deki Ala27Cys,g@i ise intron 23'teki
Gly10Thr olmak (zere iki tek nikleotid polimorfiznbiulunmutur. intron 4, 13,
23'te de bazi tekrar desiklikleri tanimlanmstir. Promoter boélgede Thr786Cys,
Ala922Gly, Thrl468Ala olarak adlandirilan (¢ tek kieotid desisimi
tanimlanmgtir. Ekzon bolgesi polimorfizmi ise Glu298Asp’dé#7).

eNOS GEN POIMORFZMLERININ HASTALIKLARLA ILISKISI

eNOS’un hastaliklardaki rolini belirleyebilmek igiem insanlarda hem de
laboratuvar hayvanlarinda ¢cok sayida sgad yapilmgtir. Sonugcta, désmis gen
ekspresyonun ve aktivitesinin endotelin butigaliti ve slevini etkileyerek bazi
patolojilere neden oldiu aciklanmgtir. Bu desisimlere neden olan faktorlerin ne
oldugu her zaman bilinememekle birlikte hipoksi, strégrmonlar veya gen
polimorfizmi gibi etkenler olabilir. Ancak Baca endotel glevlerinin bozuklgu ile
de iliskili olabilmektedir. Dgismis olan eNOS aktivitesinde endotglevlerindeki
bozukligunun neden mi yoksa sonu¢ mu @iduhentiz tam olarak aciklanabimi
degildir (46).

eNOS polimorfizmleri esansiyel hipertansiyon (68)AH (61-64), koroner
spazm (65-68), gebelik hipertansiyonu (69), preekisi (70), tekrarlayan dikler
(71), polikistik bobrek hastah (72), Alzheimer (73-75), serebrovaskiler hastatik
(76), ateroskleroz (77, 78) gibig#i patolojik durumlarda cagtimistir.

eNOS Glu298Asp POMORFZMI
Polimorfizmlerin biyolojik sistemlerdeki etkilericasindan dgisikli gin olus

sekli kadar genin hangi bélgesinde meydana gettk dnemlidir.

Promoter bolge, genin g@nda bulunan ve kopyalanmaninslaa g kisa DNA
dizisidir. Genelde promoter bdlgedeki polimorfizmlenRNA kopyalanmasini
etkileme, dolayisiyla enzimin dizeyini ggirme potansiyeline sahiptir. Ekzon
bdlgeleri kodlanan kisimlardir. Buradaki polimorfiler protein yapiy etkileyerek
enzim aktivitesini dgistirebilir. intronlar genlerdeki kodlamayan bolgelerdir. Bu
yuzden intronlardaki polimorfizmlerin promoter vegkzon bolgesi varyantlarina

gore daha azlievsel role sahip oldiu dsundlur (62, 79).
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Simdiye kadar yapilmgi calsmalar ile eNOS genin ger bolgelerinde ggtli
polimorfizmler bulunabilmise de sadece tek bir ekzon bdlgesi polimorfizmi
tanimlanabilmgtir (G894T/Glu298Asp) (80, 81).

Bir ekzon polimorfizmi olmasi nedeniyle Glu298Asglimorfizminin enzimin
urind olan NO ile ikkisinin nasil oldgu ve ne gibi durumlara yol agti

aratirmacilar acisindan daha dikkatezdeolarak gortlmektedir.

Glu298Asp ekzon polimorfizmi ilk olarak 1998'de Yomswura ve arkadgdari
tarafindan eNOS geninin ekzon 7’sinde gostesilimi894. pozisyondaki guanin (G)
bazinin timin (T) bazi ile yer detirmesi ile meydana gelir. Bu durumda eNOS
geninde 298. pozisyonda ifade edilen amino asitta&iat (Glu) yerine Aspartat
(Asp) olur (66).

Glu298Asp polimorfizminin birgcok hastalik ve duruariliskisini inceleyen ¢cok
sayida cabma vardir. Bunlardan bazilari; koroner arter spa@t), koroner arter
hastalgl (61, 62, 82), miyokart enfarktist (83, 84), asi&teroz (79, 80),
hipertansiyon (85) ve Alzheimerdir (86).

ATEROSKLEROZ VE eNOSLISKISI

Aterosklerozun gugclu bir genetik bgleni oldysu uzun siredir bilinmektedir.
Cesitli genlerin tek baina veya birlgerek aterosklerozun gginine katkida
bulundwgu aciklik kazanmtir (87, 88).

eNOS geninindeki varyasyonlarin da aterosklerozademe olabilecgi
disunulmektedir. Cunkl eNOS’un katalizlgdireaksiyonla endotel hucrelerinde
meydana gelen NO’nun aterosklerozunsalaunu 6nleyen birgok fizyolojik etkisi
vardir. Bunlar:

NO, endotelden salindiktan sonra diz kas hicresndan diffize olarak
GC'yi aktive eder ve hicre i¢ci cGMP duzeyini artitGMP diz kas htcrelerinde
gewemeye yol acar ve bu vazodilatasyona katkida bul@®2). NO ayrica Ca
bagimli K kanallarini aktive ederek hiicre ici’ Miizeyini artirir. Bu hiicre zarinda
hiperpolarizasyona yol acar ve damarlardaki dilaggaa katkida bulunur (89).
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NO vazodilatator etkilerine ek olarak trombositlgkositlerin toplanmasini ve
endotele yagmasini 6nler (90, 91).

Tam bu etkileri ile NO, ateroskleroza kakoruyucu olmasinin yaninda damar
tonusunu ve kan basincini dizenler. Endoteldeki MN@reyinin dgismesi
aterosklerozun okwmuna katkida bulunur (62).

NO’nun aterosklerozdaki farkli rolleri bazi hayvanodellerinde yapilan
deneylerle de gdosterilgtir. Moroi ve arkadglari NO eksiklginin aterosklerozdaki
rolind belirleyebilmek amaciyla femoral arterleshrlanmy fare modellerinde
yapmsg oldugu calsmada, eNOS mutant fareleri kontrol grubu ileskastiriimistir.
Mutant farelerde yeni intimal galmanin artii ve yeniden yapilanmanin azaimi
oldugu saptanarak NO eksiklnde aterosklerozagdim olabilecesi bildirilmi stir
(92). Rudic ve arkadéarinin calgmasinda da eNOS mutant farelerin vaskuler hasara
asir cogalma ile cevap verdi bulunmutur. Damarlarin yeniden yapilanmasinin
kontroliinde, bglica rolin endotelden kaynaklanan mediatorler acesINO’ya ait
oldugu, NO Uretimindeki bozukluklarin ateroskleroz vepdrtansiyona neden
olabilecggi sonucuna varilmgtir (93). Hogg ve arkagiri NO’nun LDL’nin
oksidasyonunu baskilagini ve arter duvarinda kopuk hucrelerin toplanmabun
sekilde engellediini gostermgtir (31). Haperan ve arkaglari da eNOS
aktivitesindeki yukselmenin kan basincinda ygiki20 mmHg’'lik bir dgmeye ve
plazma kolesterol diizeyinde ise yalka%17’lik bir azalmaya yol agiini, bunlarin
sonucunda aterosklerotik lezyonda %40’k bir azalwidgunu saptamglardir.
Sonu¢ olarak eNOS aktivitesindeki amii ateroskleroza kar koruma sgladigini
belirtmislerdir (94).

insanlarda yapilmiolan ateroskleroz camalari da hayvan deneyleriyle ayni
sonugclarl verngtir. Pritchard ve arkag&rinin insan umbilikal veni endotelyal
hicrelerinde yapmi oldugu calsmada NO’nun siUperoksit anyonu miktarinin
sinirlandiriilmasinda 6nemli bir rollu olglw ve bu sayede LDL’nin oksidasyonunda
koruyucu oldgu bildirilmistir (95). Buttery ve arkadéari normal safen ven ve suni
ortamda ygatilan safen vende eNOS’un immunokimyasal olarakesien yerini

arggtirmiglardir. Suni ortamdaki venin aterosklerotik bolgelde eNOS dizeyinin
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anlamh miktarda diuk olduysunu gostermierdir (96). Benzerekilde Wilcox ve
arkadalari da normal ve aterosklerotik insan damarlarie0S duzeyini 6zgin
isaretleyiciler kullanarak insutu hibridizasyon venmnohistokimyasal yéntemlerle
aragtirmiglar ve aterosklerotik damarlarda eNOS mRNA ve pnigenin azaldgini
gostermglerdir (97). Oemar ve arkaglar aterosklerotik insan karotid arterinde
mikrosensor vasitasiyla NO duzeyini 6lgmie plaklardaki endotel hicrelerinde
eNOS’un immunoreaktivitesinin ve NO dlzeyinin azgidi bulmuylardir (78).
Quyyumi ve arkaddarinin ateroskleroz risk faktorleri ve NO duzeye iilgili
calsmasinda ise ya cinsiyet, hipertansiyon, hiperkolesterolemi, sigagcimi,
diabetes mellitus gibi risk faktorlerine sahigikirde bazal NO dizeyinin dik

oldugu ve asetilkolinle uyarilmaya cevabin azgidulunmutur (98).
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GEREC VE YONTEM

GEREC

CALISMA GRUBU

Calsmaya, Eylil 2006 ile Kasim 2007 tarihleri arasin®amukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Asarma ve Uygulama Hastanesi Kardiyoloji Kimie
basvuran ve incelemeler sonucunda koroner anjiyogzakilmesi gerekli gorulen,
yaslari 36 ile 81 arasinda gigen, 145'i erkek, 61’i kadin olmak Uzere toplam 206
kisi dahil edildi. Anjiyografi sonucuna gére herhanigir ana damarinda veya
dallarinda %50’den daha fazla darlik gorilen 133 KAH grubunu, darig
olmayan veya %50’den daha az darlik gorilen gbkkintrol grubunu olgturdu.

Calisma 6ncesi Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurolni onayr alindi.
Ayrica calsmaya dahil edilen tim katilimcilara “Bilgilendirilgn Gonalli Olur
Formu” ile yapilacaklar hakkinda bilgi verildi vérulli olduklarina ikin imzalari

ile izinleri alind.

Hastalarin fizik muayenesi vegdir tetkikleri calgmadan habersiz olan klinik
doktorlari tarafindan yapildi. Anjiyografileri isenjiyografi laboratuvari doktorlari
tarafindan uygulandi.

Calsmaya katillan tim bireylerden 12 saatlik aclik senranjiyografi icin
girilmis olan damardan eNOS genotiplendirmesi ve plazm@/nitrat (NQy) dizeyi
Olcimu icin iki EDTA’lI tipe yaklaik 2’ser mL kan alindi. Kan orneklerinden biri
tam kan olarak +£C de saklandi ve en fazla iki ay icinde DNA izolasy icin
kullanildi, digeri plazma NQ@ dizeyi 6lcima icin santrifilj cihazinda 1000 gravit
(g)'de 10 dakika (dk) cevrildi. Ardindan plazmasriarak mikrosantrifij tipine
konuldu ve cakma balangicina kadar -26C’de saklandi.
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KULLANILAN C IHAZLAR

0 Masa Usti santriftj (NF 1215, Nuve, Turkiye)

o Saosutmall masa ustl santrifuj (Hettich IKRO 22 R, Almanya)
0 Spektrofotometre (U.V 1601, Shimadzu, Japonya)

o Etuv (EN 500, Nlve, Turkiye)

0 pH metre (pH 526, WTW, Almanya)

o Vorteks/Spin santrifij (FVL-2400N, Biosan, Letonya)

o Kuru isiticih blok (TDB120, Biosan, Letonya)

0 Yatay elektroforez seti (Model 75.1214, Model 79,/CLP, ABD)
o Elektroforez guc¢ kayria (Power station 300, Labnet, ABD)
o Thermal cycler (ATC 201, CLP, ABD)

o Mikrodalga firin (Beko, Turkiye)

o -20°C derin dondurucu (Beko, Tiirkiye)

o +4°C buzdolabi (Vestel, Turkiye)

0 Hassas terazi (Sartorius, Almanya)

o Jel goruntileme sistemi (Gel Logic 200, Kodak, ABD)

o Otomatik pipet seti (1-10 pL, 10-100 pL, 100-1009 (Eppendorf, ABD)
0 Modular P (Roche/Hitachi, Japonya) otoanaliz6ru

KULLANILAN MALZEMELER
o0 DNA izolasyon kiti (Fermentas, Litvanya)
o Kloroform (Scharlaujspanya)
o Etanol (Scharlauispanya)
o Primerler (Metabion, Almanya)
Oligoniikleotid 1; 5'-~AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3'
Oligonukleotid 2; 5'-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3'
dNTP kargimi (Fermentas, Litvanya)
Tag polimeraz (10x tamponu ile birlikte) (Bioronlndanya)
Magnezyum klorur (Bioron, Almanya)
Eco241 kesim enzimi (10x tamponu ile birlikte) (FRentas, Litvanya)
50 bp DNA marker (Fermentas, Litvanya)
Agaroz (Scharlauispanya)

© O O O O o o

Borik asit (Scharlauispanya)
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O O O 0O 0O 0O O O O o o o o o o o o

Etilen diamin tetra asetik asit (Scharléspanya)

Etidyum bromir (Scharlalispanya)

Jel yikleme boyasi

Sodyum hidroksit (Carlo Erbétalya)
Tris-(hidroksimetil)-aminometan (Scharldspanya)
N-(1-naftil) etilendiamin (NED) (Merck, Almanya)
Sulfanilamid (Sigma, Almanya)

Ortofosforik asit (Merck, Almanya)

B-NADPH (Fluka, Almanya)

Nitrat redUktaz (Roche, Almanya)

Sodyum nitrat (Merck, Almanya)

10 pL, 100 pL, 1000 pL filtreli otomatik pipet u¢GLP, ABD)
0,2 pL’lik kapakli tip (CLP, ABD)

1,5 mL nukleaz icermeyen kapakli mikrosantrifijai(€LP, ABD)
EDTA'lI tip (Greiner bio-one, Almanya)

Cam malzemeler

Mikroplak 96’lik

KULLANILAN COZELT ILER
AGAROZ JEL ELEKTROFOREMNDE KULLANILAN COZELTILER
o 0,5 M EDTA (pH; 8,0): 0,5 M olacakekilde EDTA tartilip son hacim

distile su ile tamamlandi. Sodyum hidroksit ile f{8’e ayarlandi. +%'de saklandi.

0 5XTBE: 27,5 gr borik asit, 54 gr tris-baz tanuldzerine 20 mL 0,5 M pH’I

8,0 olan EDTA eklendi. Kagimin son hacmi distile su ile 1000 mL tamamlandi.

Oda i1sisinda saklandi.

NO, DUZEYININ OLCUMUNDE KULLANILAN COZELTILER
o Griess A: 0,1 gr NED, 100 mL distile suda c¢ozildi# °C’de iktan

korunarak saklandi.

o Griess B: 1 gr Silfanilamid, %5 (v/v) 100 mL Gasforik asit'te ¢ozulda.

+4.°C'de giktan korunarak saklandi.
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YONTEMLER

TOTAL KOLESTEROL OLCUMU

Enzimatik kolorimetrik yontem ile Modular P andlizinde (Roche/Hitachi,
Japonya) yapilngtir. Bu yontemin ilk reaksiyonunda kolesterol elster kolesterol
esteraz ile serbest kolesterol ve yaidi olyturacaksekilde parcalanir.

Kolesterol Esteraz
Kolesterol esterleri + H,O » Kolesterol + RCOOH

Ardindan kolesterol, kolesterol oksidaz ile koléstn-3-one ve hidrojen

peroksite (HO,) dondtraldr.

Kolesterol Oksidaz
Kolesterol + O, » Kolest-en-3-one + H,0,

Aciga cikan HO,, peroksidaz enziminin katalizi altinda 4-aminofeoa ve
fenol ile reaksiyona girerek kirmizi bir boya glurur. Renk ygunlugu kolesterol
diuzeyi ile dgru orantilidir ve fotometrik olarak tespit edilebil

Perglzidaz
2H;0r+4-aminofenazon+fenol ——— 4-(p-benzokuinon-moncimino)-fenazon+ 4H;0

Kit prospektusiinde kolesterollin referangeteerkeklerde ve kadinlarda < 200
mg/dL (5,2 mmol/L) olarak verilngtir.

TRIGLISERT OLCUMU

Enzimatik kolorimetrik yontem ile Modular P analidgéde (Roche/Hitachi,
Japonya) yapilmtir. Bu yontemde trigliseritlerin gliserole, hiziie tam olarak
hidroliz olabilmesi icin lipoprotein lipaz kullamil Uretilen HO, daha sonra 4-
aminofenazon ve 4-klorofenol ile kirmizi bir boyaaddesi olgturmak icin
peroksidazin katalitik etkisi altinda reaksiyoneegi Ortaya ¢ikan rengin absorbansi

fotometrik olarak olgulur.

Lipoprotein Lipaz

Trigliserit + 3H,0 * Gliserol + 3RCOOH
Gligerol Kinaz
Gliserol + ATP » Gliserol-3-fosfat + ADP Mg+
Gliserafosfat oksidaz
Gliserol-3-fosfat + O, » Dihidroksiaseton fosfat + H,O,
Peroksidaz

H,0; +4-aminofenazon+4-klorofenol 4-(p-benzokinon-moncimino)-fenazon+2H,0+HC1

—
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Kit prospektuistinde trigliseritin referansgeel erkeklerde ve kadinlarda < 200

mg/dL (5,2 mmol/L) olarak verilngtir.

HDL-KOLESTEROL OLCUMU

Homojen enzimatik kolorimetrik yontem ile Modular Rnalizérinde
(Roche/Hitachi, Japonya) yapilgtr. Bu yontemde, HDL-kolesterol esterleri
polietilen glikol (PEG) kolesterol esteraz enzinairgimiyla serbest HDL-kolesterol
olusturacaksekilde parcalanir. Ardindan PEG koesterol oksidazireinin katalizi
altindaki bir reaksiyon ile 0, meydana gelir. Okan HO,, sodyum N-(2-hidroksi-
3-sulfopropil)-3,5-dimethoksianilin (HSDA) ve 4-Anpantipirin ile reaksiyona
girerek renkli bir Orin ortaya cikartir. Bu renktilesigin verdigi absorbans
fotometrik olarak ol¢alur.

FREG kolestarol
HDL-kolesterol esterler + HaO = HDIL-kolesterol + RCOOH
esferns

FEG-kolesfar ol

HDL-kaolesteral + Og » N4 Kalestenon+ HaOg
s icdaz

Feroksidaz
ZH 03+ -Amincantipitin + HEDA + H + Hi0)  ——————p Renkli iwiin+ 35 H20

Kit prospektiisinde HDL-kolesterolun referans gradrkeklerde 35-55 mg/dL
(0,90-1,45 mmol/L), kadinlarda 45-65 mg/dL (1,168 mmol/L) olarak verilnitir.

VLDL-KOLESTEROL VE LDL-KOLESTEROL MKTAR TAY INi

VLDL-kolesterol ve LDL-kolesterol Friedewald formiul kullanilarak
hesaplanmgtir. Bu formil de LDL-kolesterol=Total kolester@/A.DL+HDL) ve
VLDL-kolesterol=Trigliserit/5’tir. Formul triglisat < 400 mg/dL oldgunda
gecerlidir.

KAN ORNEKLERINDEN DNA'NIN iZOLE EDILMESI

DNA elde edilecek olan EDTA’li tam kan 6rnekleriliganaya kadar +4C’de
saklandi. DNA izolasyonu icin “Genomik DNA Saflama Kiti” (Fermentas,
Litvanya) kullanildi. Kit icerginde 1 adet parcalayici ¢ozelti, 1 adet c¢oktirtcu
cOzelti, 1 adet sodyum klorir (NaCl) bulunmaktadit prospektiisinde verilen
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izolasyon basamaklargagsidaki gibidir.

1- 200 pL 6rnek, 400 pL parcalayici ¢ozelti ile 1,B'lik mikrosantriftij tiplnde
vorteks yapilarak kagtirildi.

2- 65°C’de 5 dk inkiibe edilip hiicreler parcalandi.

3- Hemen sonra tipe 600 pL kloroform eklenerek lgirkaz nazikge alt Ust
edildi.

4- 11000 g'de 2 dk santrifllj yapilarak DNA haricidné@ icergi DNA’dan ayrildi.

5- Yeni bir tapte, her bir 6rnek icin 720 pL niklegermeyen su ile 80 pL 10x
cokturucu ¢ozelti kagtinldi.

6- Santrifij sonrasi DNA iceren supernatan hazirlanotan yeni tipe konuldu
ve oda i1sisinda 1-2 dk nazikge alt Ust edildi.

7- 11000 g'de 2 dk santriftij yapilarak DNA ¢okturiild

8- Sdupernatan tamamen uzakilaldiktan sonra pellet 100 pL 1,2 M NacCl
soltsyonu ile tam olarak ¢ozulda.

9- 300 pL s@uk absolut (%100) etanol eklenerek -2D'de 10 dk DNA'nIn
cbkmesi beklendi.

10- 11000 g'de 3-4 dk santrifij yapildiktan sonra etammamen uzakkrildi
ve boylece DNA tuzlardan arindirilgnldu.

11- Son olarak pellet 100 pL steril deiyonize su ildifga vorteks edilerek
cozildii ve -20C'de saklandi.

DNA SAFLIK DEGERLENDIRMESI

DNA ornekleri distile su ile 1/200 oraninda seyiteit Spektrofotometrenin
distile su ile kor ayarn yapildiktan sonra nukldrin heterosiklik halkalarinin
maksimum absorbans verdikleri 260 nm’de DNA’'nin 280 nm’de de RNA ile
proteinlerin vermy oldugu absorbanslar 6l¢uldu.

260 nm’de okunan absorbansin, 280 nm’'de okunanrldnssa bolinmesi ile

elde edilen orana bakilarak DNA izolasyonunun gafleserlendirildi. Saf bir DNA
izolasyonu icin bu oran 1,7-1,8 olmalidir (99).
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DNA MIKTARININ HESAPLANMASI
DNA’'nin 260 nm’de vermy oldugu 1 birimlik absorbans 50 pg/mL DNA'ya
karsilik gelir (99). Buna gore elde edilgnolan DNA’nin miktari gagidaki formule

gore hesaplandi.

DNA miktari (ug/mL): Seyreltme katsayisi (20050

POLIMERAZ ZINCIR REAKS'YONU (PCR)YONTEM

Elde edilen DNA 0rneklerinden, hedef eNOS gen keilgeiceren 248 baz
ciftlik (bp) kisminin ¢g@altiimasinda 5'-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3' ve

5-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3' baz dizili oligontgdtidler kullanildi
(81, 100).

1 drneklik PCR icin kullanilan kanm Tablo — 2’de gorildgil gibidir.

Tablo — 2: PCR kagiminin hazirlanmasi.

1 drnek icin PCR kagiminin icergi

Miktar (uL)

10x PCR tamponu 2

dNTP kargim 2

MgCl, 4
Oligoniikleotid 1 1
Oligoniikleotid 2 1

Tag polimeraz 0,25
Distile su 7,75

PCR; polimeraz zincir reaksiyonu, dNTP; deoksingkitbtrifosfat

Kontrol PCR tipune negatif kontrol icin 2 pL distgu ve 6rnek tuplerinin her
birine 2 pL DNA 0Orngi konulduktan sonra Uzerine hazirlagnoian PCR kagimi
eklendi. Ardindan uygun 1s1 ve sayida dongu idihermal Cycler cihazina
yerlestirildi. Hedef DNA’nin cagzaltiilmasinda Naber ve arkagkrinin programi
modifiye edilerek kullanildi (100)ilk asamada tiipler, ggaltilacak olan DNA cift
sarmalinin birbirinden ayrilmasi icin 9%'de 5 dk isitildi. ikinci asamada 3
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kademeli 30 doéngi uygulandi. Birinci kademede %@de 0,30 dk isitilarak
cogaltilan eNOS gen bélgesi cift zincirleri ayrildkinci kademede 68C’de 0,30 dk
oligontikletid 1 ve 2 bdandi. Uclincii kademede 7Z'de 0,30 dk uzama igin
bekletildi. Uclincti gamada ise 73C'de 5 dk ek bir uzama inkiibasyonu uygulandi

(Tablo — 3).

Tablo — 3: eNOS gen bolgesi PCR programi.

Asama Dongu Kademg SicakliQ) Zaman (dk)
1 1 1 95 5,00
1 94 0,30
2 30 2 60 0,30
3 72 0,30
3 1 1 72 5,00

eNOS; endotelyal nitrik oksit sentaz, PCR; polinzexicir reksiyonu, dk; dakika

KESIM PARCA UZUNLUGU POLIMORFIZMI YONTEMI (RFLP)
eNOS gen boélgesinin galtiimasi ile elde edilngi olan 248 bp’lik hedef
DNA’nin kesilmesi igin standart RFLP yontemi kulih (81, 100).

1 PCR Urandndn kesimi icin hazirlanan kam (Tablo — 4)’de verilnytir.

Tablo — 4: Kesim kagiminin hazirlanmasi.

1 drnek icin kesim kagiminin icergi Miktar (L)
10x Kesim tamponu 2
Kesim enzimi (1 U/uL) 2

2

Distile su

PCR tuptne 2 pL galtiimis olan hedef DNA parcas! konup Uzerine kesim
icin hazirlanmy olan kargim eklendi. Hemen ardindan 3T'de 16 saat inkiibe

edildi.

Kesim icin kullanilan Eco241 (Hgijll) kesim enzimischerichia Coli
bakterisinden izole edilrgtir (101). Enzimin eNOS gen boélgesindeki kesim liede
Sekil — 5'te goruldigu gibi 894 pozisyondaki glutamik asittir. Bu pozsylaki

amino asit aspartik asit olgunda ise kesim yapmaz.
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eNOS Exon 7 Intron 7

894
Eco241
G allele CAGGCCCCAGATGAGCCCCCAGAACTCTTCCTTCTG
(298Glu)

Glu

Tallele ., cccccacatGA T CCCCCAGAACTCTTCCTTCTG
(298Asp) Asp '

Sekil — 5: Eco241 kesim enziminin hedefi.

eNOS; endotelyal nitrik oksit sentaz, G; guaniry;@lutamik asit, T; timin, Asp: aspartik asit

eNOS geninde 894. pozisyonda guanin bazi yegialdia 298. pozisyondaki
amino asit glutamik asit olur ve bu polimorfik olga tiptir (Glu/Glu). 894.
pozisyondaki guanin, timin bazi ile yergigirdiginde 298. pozisyondaki amino asit
aspartik asit olur (Asp/Asp). Bu ise homozigot pwirfik olgudur. Eer allellerden
birinin 298. pozisyonundaki amino asit glutamatgedi alleldeki aspartat ise

(Glu/Asp) hetozigot polimorfik olgu meydana ge1( 100).

Bu sekilde homozigot polimorfizm gbésteren olgularda E4€b enzimi hig
kesim yapamazken, polimorfik heterozigot olgularsamal olan tek bir alleli, iki
alleli de normal olan olgularda her iki alleli 1&® ve 85 bp’lik iki parca olarak
keser (81, 100).

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ

PCR sonrasi elde edilen 248 bp’lik eNOS gen bolgesive RFLP
sonrasindaki DNA parcalarinin goéruntilenmesi ictidyam bromdarld % 2’lik
agaroz jel hazirlandi (81).
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flk kuyucuga 50 bp’lik DNA marker konuldu. Ornekler yiiklemeyasi ile
karstirihp kuyucuklara yuklendi ve 140 Volt'ta 40 dkimittldd. Ardindan jel

goruntileme sistemi ile incelendigkil — 6,Sekil — 7)

M N 1 23 4 56 7 8

Sekil — 6: PCR sonrasi hedef eNOS gen bolgesingeltroforez gorintisa.
M: Molekiler marker, N: Negatif kontrol, bp: Baiftt

M GG 1T GG GT

248 bp
163 bp

85bp
+

Sekil — 7: RFLP sonrasi elektroforez gorintisu.

894. pozisyonda &T degisimi olan homozigot olgularda (T/T) 248 bp’de teknbgdraldr.
Heterozigot olgularda (G/T) 248 bp, 163 bp ve 83deplc bant gorilir. Genetik polimorfizm
gOstermeyen olgularda (G/G), 163 bp ve 85 bp'debint gorilir. M: Molekuler marker, GG:
Homozigot normal olgu, GT: Heterozigot olgu, TT:Hozigot polimorfik olgu, bp: Baz cifti

26



NIiTRIK OKSIT DUZEYLERININ OLCUMU
Nitrik oksit duzeylerinin 6lgcimu igin EDTA’T kanraekleri 1000 g'de 10 dk
santrifij edildi. Plazmasi 1,5 mL’lik mikrosantrijftiiplerine ayrilarak analize kadar

-20°C’de dondurularak saklandi.

Nitrik oksit cok kisa yari dmurlt oldw icin hizla metabolitleri olan nitrit ve
nitrata dongur. Griess yontemi ile bu metabolitlerin dizeyi idgyek NO dizeyi
saptanabilir. Yontem sdlfanilamidin  amino grubun@sit ortamda nitrit ile
reaksiyona girmesi ile diazotizasyonu ve NED ile rnrenkli bir azo Urinu

olusturmasi temeline dayanir (10ekil — 8).

H«HU&A@*N}L + O
-0 ; N=0

Siilfanilamid Nitrit
+ H*
- H,0

+H°
H,NO,S N—-N. | C————> !llNoj‘C.A@—xzx
" : H \O‘

-H,0

, — TN
H,NO,S N=N N NH,

Renkli azo bilesigi

Sekil — 8: Griess yonteminigemasi (102).
NED: Natftiletilendiamin

Olgiim icin ilk basamakta 1uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 u&I 25 pM diizeylerinde
seyreltilerek hazirlanan nitrat standartlar ilengkler 50%er pL olmak Uzere
mikroplaga konuldu. Ardindan nitratin nitrite dogiimd igin 12 mM’hk B-
NADPH'dan ve 100 U/L’lik nitrat rediiktaz enzimind@s’er pL eklenerek 37C'de
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30 dk inktube edildi. Surenin bitiminde 58r puL Griess A ve Griess B reaktifi
eklendi ve 10 dk oda isisinda inkilbasyona birakiltkiilbasyonun ardindan tiim
orneklerin ve standartlarin optik dansiteleri, emzbali immunosorbent yontem
(ELISA — Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay) ile Diagnostics Pasteur (Anthos
Labtec, Avusturya) cihazinda 540 nm dalga boyunklandu. Nitrat standartlari
kullanilarak hazirlanmgikalibrasyon grisine gore plazma NQOdUzeyleri hesaplandi
(103) Sekil —9).

0.5

0.4
y=0,012x + 0,0188

0 -0a7—%

'D.B jj-;w

02

'[11 ‘)‘_/-‘/
0

0 5 10 15 20 25 30

Nitrat standart (uM)

Absorbans

Sekil — 9: Nitrat kalibrasyongisi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz SPSS 11.0 versiyonu kullanKampildi. Calgma grubunun
Olcimle belirtilen sirekli verileri ortalanfsstandart sapmef\'i SD) olarak verildi
ve Sudent t test ile analiz edildi. Sayimla belirtilen verilase Ki-kare testi ile
karsilastirildi. Calsma grubu genotip silginin Hardy-Weinberg ssitli gi ile uyumu
Ki-kare analizi ile dgerlendirildi. Gruplar arasinda genotip gdaminin ve allel
sikhginin anlamli farkli olup olmaginin kontroli icin Ki-kare testi kullanildi. Grup
ici genotiplere gore NQduzeylerini dgerlendirmek icinOneway Anova analizi
yapildi. Tum analizlerde P<0,05 istatistiksel okaaalamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya 42'si erkek, 33'U kadin toplam 75 kontrol v@3'1i erkek, 28’
kadin toplam 131 KAH dahil edildi. Cama grubunun 6zellikleri ve laboratuvar
verileri Tablo — 5'da goruldgii gibidir. KAH grubunda erkek cinsiyet kontrol
grubundan anlamli ytksektir (p=0,001). Diabetes litas| hipertansiyon, sigara
icmek, ailesel kalp hastghoykusu gibi risk faktorlerine sahip olma oranisagdan
ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi l§lca— 5). Ya, vicut kitle indeksi
(VKI), total kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol veDL-kolesterol ortalamalari

acisindan da iki grup benzerdi (Tablo — 5).

Tablo — 5: KAH grubunun 6zelliklerinin kafastirilmasi (Ortalama SD)

KAH Kontrol

(n=131) (n=75) P
Yas (yil) 58,6+ 10,0 55,8 9,67 0,054
Cinsiyet (erkek/kadin) 103/28 42/33 0,001*
VK (kg/n) 27,2+38 27,6543 0,571
Sigara icme orani [n (%)] 42 (32,1) 21 (28,0) 0,638
Ailesel kalp hastagi 6ykisi [n (%)] 32 (24,4) 10 (13,3) 0,072
Diabetes mellitus [n (%)] 46 (35,1) 18 (24,0) 0,097
Hipertansiyon [n (%)] 68 (51,9) 29 (38,7) 0,082
Total kolesterol (mg/dL) 1864 45,9 186,8 42,3 0,959
Trigliserit (mg/dL) 172,3 81,2 152,8 81,7 0,131
HDL-kolesterol (mg/dL) 42,4£9,7 43,8+ 10,5 0,395
LDL-kolesterol (mg/dL) 105,% 43,7 100,1% 51,8 0,437

* - statistiksel olarak anlamli, KAH: Koroner arter a1, n: Olgu sayisi, VK Viicut kiitle

indeksi, HDL: Yuksek ygunluklu lipoprotein, LDL: Digiik yogunluklu lipoprotein

Calisma grubundaki bir 6rrggn Hardy-Weinberg @tli gindeki toplumdan
rastgele alinan Orneklerden biri olup olmadi test etmek icin Ki-kare uygunluk
testi uygulandi. Beklenen gerler ile gbzlenen derler arasinda KAH grubunda ve

kontrol grubunda Hardy-Weinbergithi ginden anlamli sapma gortlmedi (p>0,05).
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KAH grubunda GIlu298Asp homozigot olgu sayisi (%).2k@ntrol grubundan
(%4) daha yuksek saptanmasingnmman, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05). T alleli sikigr KAH grubunda (%29,8) kontrol grubundan (%21,3haa
yuksek olmakla birlikte, yikseklik istatistikselapbk anlamli bulunmadi (p>0,05)
(Tablo — 6).

Tablo — 6: Glu298Asp polimorfizminin genotipik gami ve allelik siklIgi.

KAH (n=131) Kontrol (n=75) v p
eNOS genotip 4,132, 0,127
Asp/Asp [n (%)] 16 (12,2) 34
Glu/Asp [n (%)] 46 (35,1) 26 (34,7)
GIU/Glu [n (%)] 69 (52,7) 46 (61,3)
Alleller 3,470, 0,062
T [n (%)] 78 (29,8) 32 (21,3)
G [n (%)] 184 (70,2) 118 (78,7)

KAH: Koroner arter hastall, n: Olgu sayisi, eNOS: Endotelyal nitrik oksibtez, Asp: Aspartik asit,
Glu: Glutamik asit, T: Timin, G: Guanig? Ki kare

Polimorfizm gorilen olgularin ve T alleli siglnin KAH riski icin

hesaplanngiodds oranlari Tablo — 7'de gorulgliigibidir.

Tablo — 7: Polimorfizmin ve T allelinin KAH icin at oranlari.

Odds orani

2 p
X (%95 Glven aralt)
GG'ye kagl GTve TT 1,451 1,425 (0,800-2,539) 0,228
G allele kagi T allel 3,470 1,563 (0,975-2,506) 0,062

KAH: Koroner arter hastadl, T: Timin, G: Guaniny® Ki kare

KAH grubunun ve kontrol grubunun plazma N@izeyleri kagilastirildiginda
KAH grubunun ortalamasi kontrol grubunun ortalamdan daha ytksek saptandi;
ancak iki grubun ortalamalari arasinda istatistikdarak anlamh fark bulunmadi
(p=0,135) (Tablo — 8).
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Glu298Asp polimorfizmine sahip olgularda plazma N@talamasi her iki
grupta da normal bireylere gore dahaldiibulundu $ekil — 10). Ancak ne KAH
grubunda ne de kontrol grubunda genotipler arasnpa NQ duzeyi birbirlerinden
farkl bulunmadi (KAH grubu p=0,092, kontrol grupe0,451).

Tablo — 8: Tum gruba ve eNOS genotiplerine gorezmpka NQ dizeyleri

(LM £ SD).
Gruplar Tim grup Genotip
(n =206) NO, Duzeyi
Asp/Asp Glu/Asp Glu/Glu p
KAH (n=131) 2,7#1,33 2,16:0,50 3,00t 1,33 2,76:1,43 0,092*
Kontrol (n=75) 2,4%£125 2,28 0,68 2,26t 1,33 2,63 1,33 0,451*

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, NVitrit/Nitrat, KAH: Koroner arter hastadi, Glu: Glutamik
asit, Asp: Aspartik asit, n: Olgu sayisl, *: Gepttre gordN Oy diizeyi istatistiine ait deer.

[
m

NOx dizeyi (UM}
Lx]
Ax

)
L8]

Bl ke
- Kontrol

GT

Genotip

Sekil — 10: KAH ve kontrol gruplarinin plazma NQuzeyi grafgi.
KAH: Koroner arter hastatl, NO,: Nitrit/Nitrat, G: Guanin, T: Timin
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TARTI SMA

KAH olusumunda bircok faktoriin etkili olgw bilinmektedir (10-12).1yi
bilinen risk faktorlerinin yani sira bazi genlerdi® ba&ntili olabilecgi yapilan
calismalarla gosterilngtir (87). eNOS enzimini kodlayan genin de bunlardan
oldugu disinulmektedir (80).

eNOS geninin ¢ bélgesinde (intron, ekzon, promatesitli varyasyonlar
oldugu bulunmy ve bunlarin bir¢gok farkli durumla olasiskisi incelenmgtir. Bu
varyasyonlar icinden Casas ve arkgdaianin yaptiklari “eNOS gen polimorfizmleri
ve KAH” baslikli metaanalizinde sievsel dgisiklikler olarak kabul edilen ve sik
calisilan Gg¢ tanesi; intron bolgesindeki 27 baz ciftikrar polimorfizmi, promoter
bdlgedeki 786T/C polimorfizmi, ekzon bdlgesindekiu@08Asp polimorfizmi ile
ilgili yapiimis calsmalarin sonuclari istatistiksel olarakggelendirilmistir (8). Sonuc¢
olarak her ¢ polimorfizmin de KAH ile gkili oldugu bulunmy; ancak verilerin
heterojenlgine ve birbirleriyle ceken ¢ok sayida ¢aima sonuclarinin bulunguna
da dikkat cekilmjtir. Bu celgkinin nedenleri arasinda etnik farkliliklarin, seci
kriterlerinin ve dger KAH risk faktorlerinin olabilecg belirtilmistir (8).

Intron bolgesi varyasyonlarinigiévsel olan dier bolge varyasyonlarina gore
eNOS enzimi Uzerine olan etkisinin daha az dladdistinulmektedir (8). Bir
promoter boélge varyasyonu olan -786T/C polimorfizmi enzim ekspresyonunu
etkileyip etkilemedii de acik dgildir (104). Bulunabilmg tek ekzon polimorfizmi
olan Glu298Asp polimorfizminin de eNOS enziminintiatesini azalttgl veya
artirdgl  yonuandeki ilgkisi belirsizdir (104). Bununla birlikte ekzonlaregin
kodlayan kismi olmasi nedeni ile bu bdlgedeki loiiporfizminin enzim aktivitesini
etkileyerek NO sentezini dstirebilecesi, bunun ise bircok patolojik durumun
olusumunda O6nemli rol oynayabilegedistinulmektedir (72, 78, 105). Glu298Asp
polimorfizmi en sik cafilan varyanttir (104)iki bagimsiz kohort cagma ile de

aterosklerotik KAH ile ilgkili oldugu gosterilmgtir (62).

Biz de calgmamizda eNOS geninin 7. ekzonunda, 894. pozisyyedalan
guanin bazinin timin bazi ile yer glgtirmesi sonucu ortaya cig tespit edilen
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Glu298Asp polimorfizminin KAH ile ilgkisini ve NQ, duzeylerine olan etkisini
Denizli/Turkiye toplumunda inceledik.

Calsmamizda KAH grubunda erkek cinsiyet yuzdesi (%78k&ntrol
grubundan (%56) belirgin olarak yuksekti ve bu faskatistiksel olarak anlaml
bulundu (p=0,001). Total kolesterol, trigliserit DH-kolesterol ve LDL-kolesterol
dizeyleri KAH ve kontrol grubunda benzer bulundlAHK grubunda sigara icimi,
ailesel kalp hastall Oykusu, diabetes mellitus, hipertansiyon gibgedi risk
faktdrlerine sahip olgularin ytzdesi kontrol grudan daha ytksek olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo — 5).

Elde ettgimiz verilere gore Glu298Asp polimorfizmi ile KAHrasinda ilgki
saptanmamasi cgnamizin ilk 6nemli sonucudur. Benzegekilde T allel sikig
bakimindan da gruplar arasinda fark bulunmamakgadblo — 6, 7).

Glu298Asp polimorfizminin  KAH icin bir risk faktériolup olmadgini
inceleyen cok sayida caina yapilmgtir. Degisik toplumlarda yapilng olan bu
calismalarda elde edilen genotipik glam yiizdeleri ve sonugclar birbirinden farkh
bulunmutur (Tablo - 9).
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Tablo — 9: Ceitli calismalardaki Glu298Asp polimorfizminin genotipik glami.

KAH Kontrol
Genotip Genotip
TIT GIT G/IG TIT GIT GIG Sonug

Park ve ark® (%) 0,6 21,3 78 1,4 155 83,1 AD
Cai ve arlé* (%) 123 41,1 46,5 138 442 417 AD
Colombo ve arR?(%) 16 433 40,7 68 49 44,2 A
Colombo ve arR%(%) 15,9 388 453 6,1 51,8 42,1 A
Kerkeni ve ark®(%) 11 44 45 4,2 358 60 A
Rios ve ark® (%) 11,9 502 379 74 456 47 AD
Rios ark®®  Kafkas(%) 10,6 40,2 492 94 329 576 AD
(Sigara-)  ppian (%) 11,5 31,1 574 33 49,2 47,5 AD
Rios ark®*  Kafkas(%) 7.7 39,1 533 82 36,1 557 AD
(Sigara +) Afrikali (%) 7 41,9 51,2 33 26,7 70 A
Granath ve ark™ (%) 11 434 455 106 46,1 433 AD
Jaramillo ve arR™ (%) 7 28 65 1 28 71 AD
Fatini ve ark:**(%) 16,5 446 388 108 425 439 AD
Yoon ve ark'®®(%) 0,0 141 859 0,9 13,6 855 AD
Kim ve ark3(%) 0,0 19,4 80,9 0,0 17,1 815 AD
Hingorani ve ark?(%) 35,9 23,8 40,3 10,2 42 47,8 A
Afrasyap ve arR*(%) 13,2 412 456 93 41,3 493 AD
Cam ve ark™® (%) 295 322 383 24 28,9 687 A
Bizim calsmamiz (%) 12,2 35,1 52,7 4 34,7 61,3 AD

KAH: Koroner arter hastall, ark: Arkadalari, G: Guanin, T: Timin, A: Anlamli, AD: Anlamblegil

Bizim sonuclarimiz Park ve arkagiinin Kore toplumunda yag ¢alsma
ile benzer bulundu (106). Ancak Park ve ark#tanin calsmasinda hem KAH
grubunda hem de kontrol grubunda Glu298Asp polimmihin ylzdesi bizim

calismamizin sonuclarindan dahasdktt (Tablo — 9). Cai ve arkagarinin beyaz
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Avustralya toplumundaki c¢amasinda da bizim sonucglarimiza benzekilde
Glu298Asp polimorfizmi ile KAH arasinda ki saptanmamngtir (64). Diger taraftan
bu calsmanin gruplara gére genotip @ami incelendginde; KAH grubunda
sonuclarimiza yakin sonuclar elde edgnmolmakla birlikte kontrol grubunda
Glu298Asp homozigot olgularin yuzdesi bizim galamizdakinden daha yuksek
olarak bulunmstur (Tablo — 9). Colombo ve arkag@arinin calsmasinda isdtalyan
toplumunda Glu298Asp polimorfizmine sahip olgu sayin KAH grubunda anlamli
dizeyde yuksek olgw saptanngtir (82). Colombo ve arkagharinin italyan
toplumunda yap#n baka bir calgmada Glu298Asp polimorfizmi KAHsiddeti
(=%50 darlik gorulen damar sayisi) ile dekili bulunmustur (107). Kerkeni ve
arkadalarinin, Colombo ve arkagdarinin calsmasina benzesekilde dizayn ettikleri
calismada ise polimorfizm ile KAH ifkili bulunurken, hastagin siddeti ile anlamli
iliski saptanmangtir (108). Rios ve arkagmrinin Alman, italyan ve ispanyol
genlerini de icerdi belirtilen Portekiz toplumunda yaptiklari gahada Glu298Asp
polimorfizmi KAH riski ile iliskili bulunmamstir (109). Rios ve arkadgrinin
Brezilyali Kafkas toplumunda yaptiklari dka bir calsmada, sigara icen ve icmeyen
olgulardan olgturulmus gruplarda KAH ile Glu298Asp polimorfizmi #kili
bulunmazken; Brezilyali Afrika toplumunda sigarangyenlerde d&l ancak sigara
icenlerde anlamli diizeyde yuksek bulugtou Gruplar arasinda farkli sonuclar elde
edilmesi, gruplarin etnik kdkeninin farkli olmase ateroskleroz geiminde eNOS
geninin sigara ile ifkili bir etkisi olabilecegi seklinde yorumlanmtir (61). Granath
ve arkadglar da Avustralyali Kafkas toplumunda goérgtaisa&likli kontrol grubu
ile <50 yg KAH arasinda Glu298Asp polimorfizmi bakimindan anl bir fark
saptayamamnglardir (110). Jaramillo ve arkaglarinin calsmasindaSili toplumunda
koroner arterlerinde >%70 dafiliolan KAH grubu ile goringie s&likli kontrol
grubu Glu298Asp polimorfizmi bakimindan kdastirilmis fark bulunmanmgtir
(111). Gruplar bu caijmaya benzegekilde olgturulmus Fatini ve arkadgdarinin
Italyan toplumunda yag calsmada da yine farkli bulunmagtr (112). Sonuglari
benzer olmakla birlikte iki ayrn toplumda yapilaru kzalsmalarin Glu298Asp
polimorfizmi dailimlari ise birbirinden oldukg¢a farklidir (Tablo 9). Yoon ve
arkadalarinin calgmasinda Kore toplumunda gorigtel sa&lhkh kisilerden
olusturulmus kontrol grubu ile anjiyografik olarak tespit ediknKAH grubunda
Glu298Asp polimorfizmi argiriimis gruplar arasinda fark olmagl saptanmtir
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(103). Bu toplumda Glu298Asp polimorfizmi sgklida oldukca dgiik bulunmugtur

(Tablo — 9). Kim ve arkag&rinin Kore toplumunda yapmpldugu ¢calsmada da
benzersekilde Glu298Asp polimorfizmi ile KAH riski arasiadliski bulunmamgtir

(113). Bu cakmada saptanan genotipgdan yuzdeleri de Yoon ve arkagarinin

yaptgl calsma ile uyumludur (Tablo — 9). Kontrol ve olgu grubenzersekilde

olusturulmus Hingorani ve arkaddarinin ingiltere toplumunda yagh calsmada ise
s6z konusu polimorfizm ile KAH'In anlamh gkili oldugu ve bu toplumda
Glu298Asp polimorfizmi dgathm sikhginin da yiksek oldiu bulunmugtur (62).

Kore ve Ingiltere toplumundaki bu camalarin genotip dalim yizdeleri

incelendginde ise birbirinden olduk¢a farkli sonuclar eldailmis oldugu

gorulmektedir (Tablo — 9).

Afrasyap ve arkaddarinin Turkiye toplumunda yapgioldusu ve benzer
sekilde tasarlanmiolan calgmalarinda da ifki saptanmanstir (114). Bu cakmanin
genotip d@illim yuzdelerini bizim ¢camamizin kontrol grubu ile katastirmak
dogru olmayabilir. Clinkl Afrasyap ve arkatlrinin yapmy oldugu calsmada
kontrol grubu genel ghk incelemesine gére ghkli oldugu distinulen kgilerden
olusturulurken, bizim cabmamizda anjiyografi temel alingtwr. KAH grubu ise
bizim calsmamiza benzegekilde olwturulmustur. Bu ylizden KAH gruplarindaki
Glu298Asp homozigot olgularin genotipikglamlarina bakildginda birbirine yakin
oldugu gortlmektedir (Tablo — 9).

Glu298Asp polimorfizminin KAH ile ilgkisini inceleyen bircok caima
yapilmstir. Bu ¢alsmalarda farkli sonuclara ylémis ve hentiz tam olarak ortak bir
noktaya varilamamgtir. Yukaridaki cakmalardan da amgddigl Uzere farkli
toplumlarda yapilmy calsmalarda genotip dalim yizdeleri ve GIlu298Asp
polimorfizminin KAH ile olan ilgkisi farkli bulunmytur. Yine bu cakmalarda
dikkat cekici bir dger nokta Glu298Asp polimorfizminin genotipik ylizdea Asya
toplumunda diiik, ingiltere toplumunda ise yiiksek olarak saptgnmimasidir.

Bunu desteklesekilde Srivastava ve arkadarinin Asyali Hintli toplumda

sistolik kan basinci <140 mmHg, diyastolik kan basi<90 mm Hg, belirgin

metabolik ve endokrin hastgi) diger kronik veya akut hastgl ve enfeksiyonu
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olmayan 20-50 ya arasi sglikli bireylerde Glu298Asp polimorfizmi sildini
arggtirdiklar calsmada GG genotip %71,22, GT genotip %28,06, TT gprte0,72
bulunmutur (116).

Bu veriler incelendiinde olgularin segilgh toplumun etnik kdkeninin sonuglar
Uzerinde belirgin etkili oldgu soOylenebilir. GIlu298Asp polimorfizmi ile ilgili

calismalarin sonuclarindaki ¢ekinin bir nedeni bu olabilir.

Gardemann ve arkaglarinin Almanya toplumunda yapgnoldugu calsmada,
tum katilimcilar ele alinarak gerlendirildiginde Glu298Asp polimorfizmi KAH ile
ili skili bulunmazken, genc bireylerde (ortalama y&1 yil) eNOS T alleli sikfiinin
hem KAH riski ile hem de hastgln siddeti ile anlamli ilgkili oldugu saptannstir
(117). Nassar ve arkagarinin Kanada toplumunda yapnuldugu calsmada ise 50
yasindan kugik ve 65 yandan biyuk KAH gruplar kadastiriimis ve Glu298Asp

polimorfizminin da&ilimi farkli bulunmanmgtir (118).

Cam ve arkadgarinin Ege bolgesinde yapticalsmada 55 ygndan kiguk
erkek ve 65 ygndan kicguk kadin olgular segilerek KAH grubu isgl&h kontrol
grubu olgturulmus ve TT genotipi KAH'da anlamli diizeyde yUksek butustur.
(115). Bu cakmada dikkat cekici bir B&ka nokta ise KAH grubunda GIlu298Asp
homozigot olgularin genotip yuzdesinin (%29,5) mzialsmamiza (%12,2) gére de
oldukca yiiksek olmasidir. Genotipgdanindaki bu fark secim kriterleri nedeni ile

calisma grubundaki KAH prevalansinin farkli olmasindagraklaniyor olabilir.

Daha genc bireylerde yapilgnbazi camalarda GIlu298Asp polimorfizmi
KAH ile ili skili bulunurken; yali bireylerin de dahil edilg@i calismalarda ilgki
saptanmangiolmasi, calma sonuglarindaki farklgin diger bir nedeninin de se¢im

kriterleri olabilecgini distindurmektedir.

Calismamizin ikinci Gnemli sonucu, kontrol ve KAH gruplada genotipe gore
plazma NQ duzeyleri arasinda anlaml bir fark bulunmgaaimasidir.
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Benzersekilde Jeerooburkhan ve arkaldeunin ¢calgmasinda da genotipe gore
plazma NQ duzeyleri farkli bulunmarmgtir. Ayrica bu cakmada ne NQ
diuzeylerinin ne de eNOS polimorfizminin gelecektiskiemik kalp hastall olgulari

icin bir 6ng6ri dgerinin olmadgl saptannytir (119).

Endojen NO sentezini plazma N@uzeyi gosterse de diyetle alinan nitratin da
bu plazma havuzuna anlamh dizeyde katkisi olmakidd@0). Sepsis ve travma
durumunda da NQ dizeyleri anlamh derecede yukselmektedir (121yrica
nitrit/nitratin bir kismi dgkiyla biyuk bir bolima ise idrarla vicuttan atilntedhr
(122). Dolayisiyla atilimdaki bir bozukluk da oleil plazma NQ dizeylerini
etkileyebilecektir. Tum bu faktdrler NQduzeylerinin Glu298Asp polimorfizmi ile

ili skisinin incelendgi calismalarda kastirici role sahip olabilir.

Calismamizin dginctu 6nemli sonucu da plazmayxNfizeyleri agisindan
kontrol ve KAH gruplarinin ortalamalari arasindalaami fark bulunmans

olmasidir.

Afrasyap ve arkaddarinin yapmy oldugu calsmada da s#ikh kontrol grubu
ve KAH grubu arasinda ortalama plazma Nfdizeyi farkli bulunmangtir (114).
Yoon ve arkaddarinin calgmasinda ise ortalama plazma NOdiuzeyi
hipertansiyonlu KAH grubunda hipertansiyonsuz KAg&lkontrol grubundan anlamli
yuksek bulunmg ve hipertansiyonlu olgulardaki arttndamar geriliminin NQ
dizeyini arttirdgl distnulmisttr (103). Higashino ve arkagarinin calgmasinda
tum katilimcilar ele alinginda NQ dizeyi hipertansiyon ile gkili bulunmamstir.
Menapoz sonrasi hipertansif kadinlarda isg, Mzeyi anlamli yuksek bulunrgtur.
Bu durumun kardiyak komplikasyonlar ileshili 6strojen eksiklgi veya birlikte
bulunabilen diyabet, hiperlipidemi, bdbrek hastahk ile iliskili olabilecesi
bildirilmi stir (123).

Cok sayida patolojik olayda rol oyngdidistuinilen NO’nunKAH ile olan

ili skisini inceleyen cagmalarda birlikte bulunabilen ger hastaliklarin nitrit/nitrat

diuzeylerini etkilemesi muhtemeldir.
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KAH, etyolojisinde birbiri ile ilskili bircok etkenin rol oynady, yayginlgi
toplumlar arasinda farkhlik gdsteren bir hastatikBenzer sekilde GIlu298Asp
polimorfizmi de farkh etnik gruplarda geen siklikta bulunmaktadir. Bu nedenle
her Ulkenin ¢cok merkezli camalar dizenleyerek kendi bireylerinden spludugu
gen havuzunda bu polimorfizmin KAH ile gkisini incelemesi ve sonuglarini yine
kendi toplumuna genellemesi gergktgorisindeyiz. Bunu yaparken ulke igindeki
etnik farkhliklar da g6z 6ninde bulundurulmalidé&yrica NOduzeylerinin bircok
farkl patoloji ile iligkili olmasindan dolayi genotip ile N@izeyi iliskisini inceleyen
calismalarda, birlikte bulunabilen ger durumlarin etkisiyle NOdUretiminde
degisiklik olabilecezsi ve polimorfizmin gergek etkisinin maskelenebilgice
gortsindeyiz. Bundan dolayr Glu298Asp polimorfizminin NiDizeyleri ile olan
iliskisinin genotipleri hari¢c her yonilyle sidenmis deneysel yakkamlar ile
incelenmesinin daha uygun ol&cayorisiindeyiz. Aynisekilde hastaliklar ile NO
diizeylerinin ilgkisini sorgulamak igin kagikliga neden olabilecek ger faktorlerin

iyi degerlendirilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak bu ¢amada GIlu298Asp polimorfizmi, T allel siglive plazma
NOy dizeyleri KAH'da kontrol grubundan farkh bulunmad
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SONUCLAR

Glu298Asp polimorfizmi homozigot olgularin genotilagiim yuzdesi KAH
grubunda (%12,2) kontrol grubuna (%4) gore dahasgklkbulunmakla birlikte
bu yikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

T alleli sikhginin yuzdesi KAH grubunda (%29,8) kontrol grubusa2(,3)
gore daha yuksek olgu goraldi; ancak bu fark istatistiksel olarak arllam
bulunmadi.

Kontrol grubunda plazma NOdiizeyleri ortalamalari (homozigot olgularda
2,28+ 0,68 uM, heterozigot olgularda 2,26,33 uM, polimorfizm gorilmeyen
olgularda 2,631,33 uM) genotipe gore kalastirildiginda anlaml fark
bulunmadi.

KAH grubunda plazma NQduzeyleri ortalamalari (homozigot olgularda 2,16
+0,50 pM, heterozigot olgularda 3 ,33, polimorfizm gorilmeyen
olgularda 2,761,43 uM) genotipe gore kalastirildiginda anlaml fark
bulunmadi.

KAH grubunun ortalama plazma N@uzeyi (2,74 1,33 uM), kontrol grubu
ortalamasi (2,491,25 uM) ile kagilastirildiginda anlamli fark bulunmadi.
KAH grubunun ya ortalamasi (58,610,0) ile kontrol grubu (55:89,67)
arasinda fark yoktu.

KAH grubunda erkek cinsiyet orani (103'U erkek, i2&adin), kontrol
grubundan (42’si erkek, 33’l kadin) yuksek buluigs0,001)

Diabetes mellitus, hipertansiyon, sigara icmekesal kalp hastall 6ykusu
gibi risk faktorlerine sahip olma orani agisindafiHKgrubu kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli farkl gidi.

VKI, total kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol véDL-kolesterol gibi

Olcimsel dgerlerin ortalamalari iki grupta istatistiksel olafarkl dezildi.
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OZET

Koroner arter hastgh olan bireylerde endotelyal nitrik oksit sentaznge
polimorfizmi (Glu298Asp) ve nitrik oksit diizeyineratirilmasi.
Dr. Ramazan AKBAY

KAH, 6zellikle gelsmis tlkelerde olmak tzere tim dinyada 6nde gelen 6lum
nedenlerindendir. Hangi durumlarla skKili olabilecezsi ve bunlarin nasil
Onlenebilecgi hakkinda en fazla ¢cama yapilan hastaliklardan birisidir.

KAH olusumuna yol acan en sik neden koroner arterlerinosikégrozudur.
Yapilmis calsmalar ile endotel slevlerinin aterosklerozda onemli rolleri olglu
gOsterilmitir. Endotelden salinan dnemli molekillerden birge NO’dur. NO,
bircok farkli mekanizma ile aterosklerozun gelini dnler. NO, NOS enzim ailesi
tarafindan sentezlenir. NOS enziminin eNOS, nNOS\W&S olmak tzere ¢ farkl
izoenzimi vardir. Damar endotelindeki NO’nurshea kayng ise eNOS enzimidir.
Bundan dolayr eNOS genindeki ggkliklerin NO dizeyini ve endotelsievlerini

etkileyerek ateroskleroza yol acabilgcdistntlmektedir.

Gunumuzde eNOS geninin farkh bdlgelerinde cok dayipolimorfizm
tanimlanmgtir. Bulunabilmg tek ekzon polimorfizmi ise Glu298Asp’dir. Ekzon
bdlgesi genin kodlayici kismi olgu icin buradaki dgisikliklerin enzim aktivitesini

daha fazla etkiled@i distntlmektedir.

Bu calsmada Denizli toplumunda eNOS geninin 7. ekzonund&d4.
pozisyonda bulunan guanin bazinin timin bazi ile degistirmesinden kaynaklanan
Glu298Asp polimorfizminin (G894T) KAH ile i§kisi ve NQ,duzeyi aratirildi.

Anjiyografisinde herhangi bir ana damari veya odatarinda %50’den daha
fazla darlgl olan 131 k§i KAH grubunu ve darfii olmayan veya %50’den daha az
darhgi olan 75 kgi kontrol grubunu olgturdu. Tim katiimcilarin PCR ve RFLP
yontemi ile genotipleri saptandi ve Griess yoOntekuilanilarak plazma NO

diizeyleri 6lguldu.
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Glu298Asp polimorfizmi genotipi ve T allel sigl KAH ile ve plazma NQ
duzeyleriyle ilgkili bulunmadi. Ayrica plazma NQluzeyleri KAH grubunda farkh
degildi.

Sonu¢ olarak Denizli toplumunda yapilan bu gahda GIlu298Asp
polimorfizmi, plazma N@Qduzeyi ve KAH arasinda anlamli birski saptanmadi.
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INGILiZCE OZET

Researching on endothelial nitric oxide synthasenegepolymorphism
(Glu298Asp) and nitric oxide levels in individuaido have coronary artery disease.
Dr. Ramazan AKBAY

CAD is the leading cause of death in the world ety in developed
countries. It is one of the diseases that is madtlgied on its causes and how it can
be prevented. The most common cause of CAD is athkrosis of coronary

arteries.

Some performed studies have demonstrated thattresidd function has
important roles on developing atherosclerosis. ©hdhe important molecules
secreted from endothelium is NO. NO prevents theeld@pment of atherosclerosis
by many different mechanisms. It is synthesizedhHgyNOS enzyme family. NOS
enzyme family has 3 different isoenzymes whichcaléed eNOS, nNOS and iNOS.
The main source of NO in vascular endothelium i©8NTherefore, it is considered
that variations in NOS gene may cause atherosttelysaffecting NO level and

endothelial function.

Up until this time, many polymorphisms have beescdéed in different
regions of NOS gene. The only exon polymorphismictwhhas been found is
Glu298Asp. It is considered that the changes imeegion affects enzyme activity

more, since this region is the encoding part ofgiiee.

In this study we examined association of Glu298psfymorphism (G894T)
that is originated from exchange of guanin basd wihin base located in 894th
position of exon 7 on eNOS gene with CAD andNével in the population of

Denizli.

On the basis of angiography, 131 individuals wheeha%50 obstruction in
any main vessel or it's branches formed CAD grongh 5 individuals who have no

obstruction or <%50 obstruction formed control growe determined genotypes by
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PCR and RFLP method and measured the plasmalév®lis from blood plasma
using Griess method in all participants.

Neither Glu298Asp polymorphism genotype nor T allgequency was found
associated with CAD and plasma NI@vels. Also there was no different plasma
NOxlevels in the CAD grup.

As a conclusion, in the study that we performedhim population of Denizli,

we did not detect a significant association betw&in298Asp polymorphism,
plasma NQlevel and CAD.
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