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GĐRĐŞ 

 

Koroner arter hastalığı (KAH) tüm dünyada önde gelen başlıca ölüm 

nedenlerinden biridir (1). Temel nedeni ateroskleroza bağlı olarak gelişen koroner 

arter kan akımının azalmasıdır. Ateroskleroza yatkınlık yaratan mekanizmalar ise 

oldukça karmaşıktır. Lipit metabolizması bozukluğu, pıhtılaşma fazlalığı, oksidatif 

stres, enflamasyon ve endotel işlevlerinin bozukluğunu da içeren çok sayıda faktörün 

aterosklerozun oluşumuna katkısı olduğu gösterilmiştir (2).  

 

Günümüzde endotel işlevlerindeki bozuklukların aterosklerozdaki başlangıç 

lezyonlarının oluşumunda ve gelişiminde önemli rolü olduğu bilinmektedir. Sağlıklı 

bir endotel saldığı çeşitli moleküller ile damar tonusunu ve yapısını düzenler, 

pıhtılaşmayı önleyici ve oluşmuş pıhtıyı çözücü etkiler gösterir (3, 4). 

 

Endotelden salınan önemli moleküllerden birisi de ateroskleroza karşı birçok 

farklı mekanizma ile koruyucu rolü olduğu gösterilen nitrik oksit (NO)’dur. NO, 

nitrik oksit sentaz (NOS) adı verilen bir enzim ailesi tarafından L-arginin amino 

asitinden sentezlenir. NOS enzim ailesinin üç izoenzimi bulunur; nöronal nitrik oksit 

sentaz (nNOS), indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endotelyal nitrik oksit 

sentaz (eNOS) (5, 6).  

 

Dolaşımdaki nitrik oksitin başlıca kaynağı ise damar endotel hücrelerinde 

bulunan eNOS izoenzimidir (7). Bundan dolayı eNOS enzimininin fonksiyonundaki 

bir bozukluğun NO düzeyini etkileyerek aterosklerozun gelişimine katkıda 

bulunabileceği ve KAH’a neden olabileceği düşünülmektedir. Şimdiye kadar eNOS 

gen polimorfizmi ve KAH ilişkisini inceleyen çok sayıda çalışma yapılmış ancak 

kesin bir sonuca varılamamıştır (8). 

 

Bu çalışmada, eNOS enzimini kodlayan genin 7. ekzonundaki 894. 

pozisyonunda bulunan guanin bazının timin bazı ile yer değiştirmesinden 

kaynaklanan Glu298Asp polimorfizmi ile KAH arasındaki ili şkinin araştırılması ve 

NO düzeylerinin incelenmesi amaçlandı.  
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GENEL BĐLGĐLER  

 

KORONER ARTER HASTALIĞI  

Diğer yaygın bilinen isimleri koroner kalp hastalığı, iskemik kalp hastalığı ve 

koroner arterlerin aterosklerozudur. KAH, özellikle gelişmiş ülkelerde olmak üzere 

tüm dünyada önemli bir halk sağlığı sorunu ve ekonomik yüktür (1). Bu yüzden 

nedenleri ve bunların nasıl önlenebileceği üzerine en fazla çalışma yapılan 

hastalıklardan birisidir. 

 

Ülkemizde Türk Kardiyoloji Derneğinin 1990 yılında başlattığı Türk 

Erişkinlerde Kalp Hastalığı Risk Faktörleri (TEKHARF) çalışmasının verileri ile 

Türkiye’deki önemi değerlendirilmiştir. On yıllık takip sonucu ülke geneli için yıllık 

tüm nedenli ölüm oranı erkeklerde ‰12,3, kadınlarda ‰8 olarak hesaplanmıştır. 

Yıllık koroner mortalite ise erkeklerde ‰5,2, kadınlarda ‰3,2 bulunmuştur. Bu 

verilere göre nedenli ölümler arasında kalp hastalığı ilk sırayı almaktadır. Đki 

milyona yaklaşan kalp hastası havuzuna, her yıl yaklaşık 90-100 bin yeni olgu 

katıldığı düşünülürse, koroner hastalıkların bir salgın gibi yayıldığı ve bu salgında 

koruyucu önlemlerin çok daha etkin biçimde alınması gerekliliği açıktır (9). 

 

KORONER ARTER HASTALIĞI RĐSK FAKTÖRLERĐ 

Daha önce yapılan çalışmalarla KAH için yaş, cinsiyet, hiperlipidemi, 

hipertansiyon, sigara, diyabet, obezite ve ailesel öykü gibi risk faktörleri 

tanımlanmıştır (10-12).  

 

KAH oluşumuna neden olduğu gösterilen risk faktörlerinin bazıları tedavi 

edilerek veya yaşam şekli düzenlenerek değiştirilebilirken; bazıları değiştirilemez 

faktörlerdir (13). 

 

Değiştirilemez ana risk faktörleri: 

o Yaş: Koroner arter hastalığından ölen kişilerin %83’ten fazlası 65 yaş ve 

üzerindedir. 

o Cinsiyet: Erkekler kadınlara göre daha fazla risk altındadır. Menapoz sonrası 

kadınlardaki risk oranı artar ama erkeklerdeki kadar değildir. 
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o Kalıtım: Aile öyküsünde kalp hastalığı olan bireylerde risk daha fazladır. 

 

Değiştirilebilir ana risk faktörleri: 

o Sigara: Sigara içenler, içmeyenlere göre 2-4 kat daha fazla risk altındadır. 

Sigara içmek, koroner arter hastalığı olan hastalarda ani kardiyak ölüm için 

güçlü, bağımsız bir risk faktörüdür. 

o Kan kolesterolü: Serum kolesterol düzeyi yüksekliği risk oranını artırır. 

Sigara içmek ve yüksek kan basıncı gibi diğer risk faktörlerinin varlığında ise 

bu oran daha da artar. 

o Kan basıncı: Yüksek kan basıncında kalbin iş yükü artar ve bu da KAH 

riskini artırır. 

o Fiziksel aktivite: Hareketten uzak bir yaşam şekli hastalık riskini artırır. 

Düzenli, orta seviyede bir aktivite ise kalp ve damar hastalıklarına karşı 

koruyucudur. 

o Obezite veya fazla kiloluluk: Diğer risk faktörleri olmasa bile fazla kilolu 

olmak kalp hastalığı gelişimini artırır. 

o Diabetes mellitus: Diyabet kalp hastalığı riskini ciddi biçimde artırır. Kan 

glukozunun yüksek düzeyi kontrol altına alınsa bile bu risk vardır ancak kötü 

kontrollü diyabetteki kadar yüksek değildir. 

 

Katkıda bulunan diğer risk faktörleri: 

o Stres 

o Alkol  

 

Bunların dışında çeşitli enflamasyon belirteçleri ile koroner arter hastalığı riski 

arasında ilişki olabileceği düşünülmektedir. Bu belirteçler hücre adezyon 

molekülleri, sitokinler, aterojenik enzimler ve C-reaktif proteindir (14). 

 

Düşük yoğunluklu lipoproteine (LDL) apolipoprotein (a)’nın eklenmesi ile 

oluşan Lipoprotein (a)’nın yüksek düzeylerinin de bağımsız bir risk faktörü olduğu 

bazı çalışmalarla gösterilmiştir (15, 16).  
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ATEROSKLEROZ 

 Ateroskleroz orta ve büyük çaplı arterleri etkileyen, intimada yama tarzında 

duvar kalınlaşmalarına neden olan ve arter lümenini daraltabilen kronik bir 

hastalıktır (17).  

 

 Ateroskleroz Yunanca kökenli bir terimdir ve lezyonun başlıca iki bileşenini 

yansıtır. Athero Yunanca’da lapa anlamında kullanılır. Aterosklerotik plağın 

tabanındaki nekrotik çekirdeğe karşılık gelir. Sclerosis ise sertleşme anlamında 

kullanılır. Plağın luminal kenarındaki fibrotik başlığa karşılık gelir (18). 

 

Ateroskleroz ve onun sonuçları gelişmiş toplumlarda ölüm ve sakatlığın en 

önemli nedenidir. Bugüne kadarki artış oranı incelendiğinde ise tahminlere göre 2020 

yılına kadar hastalıklardan ölümün başlıca nedeni olacaktır (19). 

 

 ATEROSKLEROTĐK LEZYONUN MAKROSKOBĐK YAPISI 

Aterosklerotik lezyonlar makroskopik olarak üç tiptir: Yağ çizgisi, fibroz plak 

ve komplike olmuş lezyon (20). 

 

Ateroskleroz çok erken yaşlarda başlamaktadır. Đlk başlangıç lezyonu, okside 

olmuş LDL’yi fagosite ederek köpük hücresine dönüşen makrofajların birikmesiyle 

oluşan yağ çizgileridir (21, 22). 

 

 Daha sonra makrofajların dışında da lipit birikimi olur. Bu yapıya düz kas 

hücreleri ve fibroblastların eklenmesi ile beyaz renkte ve yüzeyden kabarık olan 

damar lümenini daraltabilen fibröz plak gelişir. Ardından hücre dışı kolesterol 

içeriğinin artması, kollajenden zengin matriks yapısının ve fibröz kapsülün de 

eklenmesi ile olgun aterom plağı oluşur (23). 

 

Đlerlemiş lezyonda aterosklerotik plak içinde kolesterol birikimi devam eder ve 

kalsifikasyon ile kanama komplike plağı oluşturur. Plak yüzeyindeki bozulma 

trombüs gelişimine neden olabilir ve sonuçta damar tıkanıklığına yol açabilir  (24). 
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ATEROSKLEROTĐK LEZYONUN HĐSTOLOJĐK SINIFLANDIRMASI 

Geleneksel plak sınıflaması aşağıda görüldüğü gibidir (17, 25). 

o Tip I: Köpük hücreli başlangıç lezyonu 

o Tip II: Köpük hücre tabakalı yağ çizgisi 

o Tip III: Hücre dışı lipit birikimli preaterom 

o Tip IV: Hücre dışı lipitlerin birleşmesi ile oluşan lipit çekirdekli aterom plağı 

o Tip V: Fibroaterom 

o Tip VI: Yüzeysel bozukluğu, kanama veya trombüsü olan komplike plak 

o Tip VII: Kalsifiye olmuş plak 

o Tip VIII: Lipit çekirdeği olmayan fibrotik plak 

 

  ATEROSKLEROZUN OLUŞUM HĐPOTEZLERĐ VE PATOGENEZĐ 

 Aterosklerozun gelişimi oldukça karmaşıktır ve çeşitli çevresel, genetik 

etkileşimleri de içeren çok faktörlü bir süreçtir (16). Ateresklerozun patogenezi için 

birçok hipotez öne sürülmüştür: Lipit hipotezi, homodinamik hipotez, fibrin hipotezi, 

mezenkimal hipotez, hasara yanıt hipotezi (18).  

 

Bunlardan en çok üzerinde durulanı hasara yanıt hipotezidir. Bu hipotezde 

aterosklerotik lezyonlar, damar endotel hücrelerinin yapısının bozulması ile 

sonuçlanan hasara yanıt olarak gelişen bir cevaptır. Hasar hafiftir ve yol açan 

nedenler kronik hiperlipidemi, enfeksiyon, enflamasyon, mekanik ve kimyasal 

faktörler olabilir. Ancak asıl etkili olanın düzensiz kan akımının endotel hücrelerinde 

oluşturduğu gerilim stresi olduğu düşünülmektedir. Hasar görmüş olan alanlarda 

endotel altı doku ortaya çıkmakta, trombositler bu alanlara yapışmakta ve 

makrofajlar toplanmakta lipoproteinler damar içine sızmakta, orta tabakada (tunica 

media) bulunan düz kas hücreleri intimaya göç etmekte ve orada çoğalmaktadır (26). 

 

Aterosklerozun gelişiminde enflamatuvar bir mekanizma olduğu da 

düşünülmektedir (Şekil – 1). Bu mekanizmada kompleman sisteminin önemli rolü 

vardır. Kompleman sistemi, plazmada inaktif olarak bulunan enzimlerin kademeli 

aktivasyonu ile enflamatuvar moleküllerin oluştuğu bir yoldur. LDL’nin okside 

olması ile oluşan okside LDL’nin de kompleman faktörlerinin üretilmelerine ve 

aktivasyonlarına yol açtığı ve bu yönüyle endotel işlevlerini bozan önemli bir faktör 
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olduğu gösterilmiştir (27). Modifiye LDL adı da verilen okside LDL, lipoproteindeki 

çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu sonucu apolipoprotein B-100’deki lizin 

kalıntılarının değişimi ile ortaya çıkar (28). Bu şekilde modifiye olan LDL, 

makrofajlar tarafından normal reseptörlerinden farklı olarak “çöpçü reseptörler” 

aracılığı ile çok daha hızlı bir şekilde tutulur. Okside LDL monositler için 

kemotaktiktir, monosit adezyonunu artırır, makrofaj motilitesini engelleyerek hasar 

alanında toplanmalarına ve dokuya tutunmalarına yol açar, büyüme faktörleri ve 

sitokinlerin salınmasını uyarır, immunojenik ve sitotoksiktir (29-31). 

 

 

Şekil – 1: Ateroskleroz gelişimindeki enflamatuvar mekanizma (32). 

(A) Erken süreçte oksidasyon ile LDL’nin yapısı değişir. Okside LDL endotel işlevlerinin 

bozulmasına katkıda bulunur (eNOS aktivitesi azalır) ve adezyon moleküllerinin sentezini artırır. (B) 

Dolaşımdaki monosit ve lenfositler endotel altı boşluğa göç eder. Okside olmuş LDL’yi alan 

makrofajlar köpük hücrelerine dönüşür. (C) Büyüme faktörlerinin salınması ile mediadaki düz kas 

hücreleri intimaya göç eder ve çoğalır. Yardımcı T hücrelerinden sitokinler salınır ve bunlar IL-6 ve 

CRP salınmasını uyarır. LDL: Düşük yoğunluklu lipoprotein, CRP: C-reaktif protein, ECM: Hücre 

dışı matriks, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, FcRs: Fc Reseptör, IL-6: Đnterlökin 6, IFNγ: 

Đnterferon gama, SRs: Çöpçü reseptör, TH1: Timus yardımcı hücre-1, VSMC: Damar düz kas hücresi. 
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Aterosklerozun erken sürecinde okside olmuş LDL, eNOS aktivitesini de 

azaltmaktadır. eNOS enziminin ürünü olan NO’nun ise LDL’nin oksidasyonunu 

sınırladığı düşünülmektedir (31, 32). Ayrıca çok sayıda başka mekanizmalar ile de 

NO’nun ateroskleroza karşı koruyucu rolleri vardır.   

 

NĐTRĐK OKSĐT 

NO, son yıllarda üzerinde birçok çalışma yapılan, çeşitli biyolojik olaylarda 

önemli rolleri olduğu gösterilmiş kısa ömürlü bir moleküldür.  

 

NO’nun keşfinden önce tavşan aortasının asetilkoline karşı vermiş olduğu 

cevabın değerlendirildiği çalışmada, sadece endotel hücreleri sağlam olduğunda 

gevşeme gerçekleşirken, endotel devamlılığı bozulduğunda gevşemede yetersizlik 

olduğu bulunmuştur. Damar genişlemesinde etkili olan bu molekül ilk başlarda 

“Endotel Kaynaklı Gevşeme Faktörü” (EDRF) olarak isimlendirilmiştir (33).  

 

Daha sonraki yıllarda ise EDRF damar endotelinden izole edilmiş ve nitrik 

oksitin benzer farmakolojik yapıda olduğu ileri sürülerek EDRF, NO olarak 

tanımlanmıştır (34). 

 

Biyolojik sistemlerde NO, NOS adı verilen bir grup enzim tarafından 

sentezlenmektedir (6).  

 

NĐTRĐK OKSĐT SENTAZLAR 

Nitrik oksit sentaz enzim ailesi başlangıçta nNOS ve eNOS’un oluşturduğu 

yapısal ve iNOS’un oluşturduğu indüklenebilir olmak üzere iki sınıfa ayrılmıştır 

(34). Günümüzde ise her bir izoenzimin ayrı ayrı ele alınmaktadır. 

 

iNOS, uyarılmış birçok hücre tipinden salınabilen izoenzimdir. nNOS başlıca 

nöronal dokuda, eNOS ise başlıca damar endotel hücrelerinde bulunur (36). Bu 

izoenzimlerin amino asit dizilimi ve biyokimyasal özellikleri benzerlik gösterir ancak 

farklı kromozomlar üzerindeki ayrı genler tarafından kodlanır ve başlıca 

bulundukları yerler ile aktivatörleri de birbirlerinden farklıdır (7, 37, 38) (Tablo – 1). 

    



 8 

Tablo – 1: Nitrik oksit sentaz izoenzimlerinin başlıca özellikleri (35, 39). 

NOS 

izomerleri 

Kromozal 

lokalizasyonu 

Gen yapısı  Enzimin bulunduğu yerler Enzimin aktivatörleri 

nNOS 

(NOSI) 

12q24.2-12q24.3 29 ekzon 

28 intron 

 

Merkezi sinir sistemi 

(serebral korteks, 

hipokampus) 

Periferal sinir sistemi 

Nonadrenarjik, 

nonkolinerjik nöronlar  

Asetilkolin 

Bradikinin 

Ca iyonoforları 

Histamin 

Lökotrienler 

Trombosit aktive edici faktör 

iNOS 

(NOSII) 

17q11.2-17q12 26 ekzon 

25 intron 

 

Makrofajlar 

Nötrofiller 

Solunum yolu epitel 

hücreleri  

Fibroblastlar  

Mast hücreleri 

Bakteriyel ürünler 

(lipopolisakkaritler) 

Enflamatuvar sitokinler  

eNOS 

(NOSIII) 

7q35-7q36 26 ekzon 

25 intron 

 

Endotel hücreleri  

Mast hücreleri 

Trombositler  

Düz kas hücreleri  

Nötrofiller 

Serotonin 

Trombin 

Asetilkolin 

Bradikinin 

 

nNOS (NOSI): Nöronal nitrik oksit sentaz, iNOS (NOSII): Đndüklenebilir nitrik oksit sentaz, eNOS 

(NOSIII): Endotelyal nitrik oksit sentaz. 

 

NOS ENZĐMLERĐNĐN YAPISI 

NOS’lar oksijenaz ve redüktaz bölge olmak üzere iki parçalı yapıya sahiptirler. 

Oksijenaz bölgesi, protoporfirin IX (hem), tetrahidrobiyopterin (BH4) ve arjinin için 

bağlanma kısımları içerir. Redüktaz bölgesi ise flavin adenin dinükleotid (FAD), 

flavin mononükleotid (FMN) ve indirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

(NADPH) için bağlanma kısımları içerir (40) (Şekil – 2). Bu iki bölgenin birbirine 

kenetlenmesi kalmodulinin (CaM) sayesinde gerçekleşir. eNOS ve nNOS 

enzimlerinde CaM bağlanması Ca++ gerektirir. iNOS enzimi ise başka bir liganda 

gereksinim duymadan dimerik formu başına bir CaM molekülünü büyük bir afinite 

ile geri dönüşümsüz olarak bağlayabilir (41). 

 

NOS enzimlerinin tam işlev gösterebilmeleri için oksijenaz ve redüktaz 

bölgelerden oluşan monomerlerin birleşerek dimerleşmesi gerekmektedir. Bu hem 

bağlanması ile başlar ve BH4 yapının sağlamlığına katkıda bulunur (42, 43). 
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Şekil – 2: Nitrik oksit sentaz izoenzimlerinin yapısı (35). 

Oksijenaz ve redüktaz bölgesi kutucuklarla gösterilmiştir. Amino asit sayıları her bir bölgenin başında 

ve sonunda verilmiştir. Her bir izoenzimde sistin ve CaM bağlanma alanı gösterilmiştir. Çinko 

bağlanmış sistinlerin yeri ise gri renk ile gösterilmiştir. Dimer arayüzler gri bar ile gösterilmiştir. 

nNOS fazladan bir hücre bağlantı noktalarında kompleks oluşumuna katkıda bulunan globüler protein 

parçaya (PDZ) sahipken, eNOS miristik asit ve palmitik asit bağlanma kısımları içerir. Arg: Arjinin, 

Hem: Protoporfirin IX, BH4: Tetrahidrobiyopterin, CaM: Kalmodülin, FMN: Flavin mononükleotid, 

FAD: Flavin adenin dinükleotid, NADPH: Đndirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotid fosfat, Myr: 

Miristik asit, Palm: Palmitik asit, nNOS: Nöronal nitrik oksit sentaz, iNOS: Đndüklenebilir nitrik oksit 

sentaz, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz 

 

NOS ENZĐMLERĐNĐN NĐTRĐK OKSĐT SENTEZĐ 

NO, L-arjinin amino asidinden sentezlenir (6). L-Arjinin/Nitrik oksit yolu 

1987’de bulunmuştur (44). 

 

Nitrik oksit sentezi için ana elektron taşıyıcısı NADPH’dır. FAD ve FMN’nin 

her biri NADPH’dan ikişer elektron alır ve CaM aracılığı ile bunları oksijenaz 

bölgesindeki hem grubuna tek tek aktarır (35). 

 

Oksijenaz bölge aynı zamanda arjinin ve oksijenin bağlandığı kısımları içerir. 

Bundan sonra NOS enzimi, NO sentezindeki iki basamağı katalizler. Tepkimenin ilk 

basamağında arjininin guanido nitrojeni hidroksillenerek Guanido-Hidroksi Arjinin 

(N-OH-Arjinin) oluşur. Bu ara ürün oldukça stabildir. Enzime sıkı bağlı olan ara 

ürün ikinci basamakta ise okside edilir ve sitrülin ile nitrik oksite çevrilir. 

Reaksiyonda bir mol NO sentezi için 2 mol oksijen ile 1,5 mol NADPH kullanılır. 
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Kullanılan oksijenlerin iki atomu suya indirgenirken, diğer iki oksijen atomu NO ve 

sitrülinin oluşumunda kullanılır. Nitrik oksitin yapısındaki oksijenin kaynağı, ilk 

basamakta arjinine katılan atomdur. Enzimin kofaktörleri BH4, FAD, FMN ve hem 

molekülleridir (36, 45-47). Reaksiyonlar sonucu oluşan NO çok kısa yarı ömürlüdür. 

Biyolojik sıvılarda hızla metabolitleri olan nitrit (NO2) ve nitrata (NO3) okside olur 

(48).  

 

Oksijenaz ve redüktaz bölgeleri CaM tarafından kenetlenmemiş ise elektronlar 

hem grubuna değil ortamda bulunan başka bir elektron alıcısına (ferrisiyanid, 

sitokrom c gibi) aktarılır (49). Bu şekilde hücrede NO sentezlenirken bir taraftan da 

süperoksitin üretimi oldukça reaktif bir tür olan peroksinitrit radikalinin oluşumuna 

neden olur (50). 

 

NOS izoenzimlerinin hepsinin ortak ürünü NO’dur fakat bulundukları yerler ve 

üstlendikleri roller farklıdır. eNOS, düşük miktarlarda üretilir ve damar tonusunu 

ayarlar. nNOS, düşük miktarlarda üretilip sinaptik şekillenme ve sinirsel iletimi 

düzenler. iNOS, yüksek miktarlarda üretilerek enflamatuvar olaylarda rol alır ve 

hücre aracılı immun cevapta etkilidir (51). Dolaşımdaki NO’nun asıl kaynağı ise 

eNOS izoenzimidir (7). 

 

ENDOTELYAL NĐTRĐK OKSĐT SENTAZ  

eNOS geni, 7. kromozomun uzun kolunun 35. ve 36. loküsünde yerleşmiştir 

(Şekil – 3). 26 ekzon içerir ve 4052 nükleotidlik bir haberci ribonükleik asit (mRNA) 

tarafından kodlanır (7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil – 3: eNOS geninin kromozomal yerleşimi (7). 
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eNOS ENZĐMĐNĐN ĐŞLEVĐ 

Başlıca gerilim stresi olmak üzere asetil kolin, serotonin, trombin, Bradikinin 

gibi çeşitli biyolojik moleküller eNOS enzimini uyarır. Ardından eNOS tarafından 

endotelde üretilen NO düz kas hücrelerine geçer. Burada guanilat siklaz (GC) 

enzimini aktifler ve guanozin trifosfat (GTP) guanozin monofosfata (GMP) dönüşür. 

Artan hücre içi siklik guanozin monofosfat (cGMP) düzeyi düz kas hücrelerinde 

gevşemeye yol açar (52). 

 

eNOS ENZĐMĐNĐN KONTROLÜ 

eNOS enziminin aktivitesi çeşitli faktörlerin etkisi ile düzenlenmektedir (Şekil 

– 4). CaM NOS enzimleri ile ilişkili olduğu gösterilen ilk proteindir ve her üç 

izoenzimin en güçlü uyaranıdır (53). eNOS enziminin redüktaz bölgesi NO üretimi 

için gerekli olan elektronları indirgenmiş NADP’yi bağlayıp dehidrojene ederek 

sağlar. Ardından bu elektronlar oksijenaz bölgeye transfer edilirler. Elektronların 

transferi için öncelikle Ca++ ile CaM’in kompleks yapmış olması gerekmektedir. 

Kompleksin eNOS’a bağlanması ile iki parça birbirine kenetlenir ve elektron akışı 

gerçekleşir (54). 

 

eNOS’un hücre zarının kendi içine kıvrılmasıyla meydana gelen zarsal 

çukurlara (kaveol) yerleşmesi uygun düzeyde NO sentezi için zorunludur. Enzimin 

kaveole yönlendirilmesi ve yerleşmesinde oksijenaz bölgesine takılmış olan miristik 

asit ve palmitik asit önemlidir. Bunun eksikliğinde eNOS sitoplazmaya geçer ve 

aktivitesi azalır (39). 

 

eNOS enziminin aktivitesinde protein-protein etkileşimi de gösterilmiştir. 

Kaveolün yapısal proteini olan kaveolin-1, eNOS ile kompleks oluşturarak enzimi 

inaktif tutar (55). 

 

eNOS’un aktivitesi enzimin fosforillenmesi ile de kontrol edilir. Serin 1177’nin 

fosforillenmesi enzimi aktive eder. Bu aktivasyon işlemi protoonkogen olan protein 

kinaz B ve bir şaperon olan ısı şok protein 90’a ihtiyaç duyar. Treonin 495’in 

fosforilasyonu ise eNOS’u inaktive eder (56 -58). 
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L-arjininin eNOS’a bağlanması da endojen yarışmalı antagonisti olan asimetrik 

dimetil arjinin tarafından inhibe edilebilir (54). 

          

  BH4 de NO sentezi için kofaktör olarak gereklidir ve eksikliğinde eNOS’da 

ayrışma meydana gelir. Sonuç olarak da eNOS tarafından NO’nun yerine süperoksit 

( O2
-) üretilir (59). 

 

 

Şekil – 4: eNOS enzimi aktivasyonun kontrolü (54). 

1-eNOS’un kaveole yerleşmesi. 2- Kaveolin-1’in eNOS aktivitesini baskılaması. 3- CaM’in 

eNOS aktivitesini uyarması 4- Serin 1177 (Ser 1177)’nin fosforillenmesi ile eNOS aktivitesinin 

uyarılması ve treonin 495 (Thr 495)’in fosforilasyonu ile baskılanması. 5- ADMA ile L-arjininin 

bağlanmasının yarışmalı inhibisyonu. 6- BH4 eksikliği ile O2
- oluşumu. 7- O2

- ile NO’nun 

inaktivasyonu. myr: Miristik asit, palm: Palmitik asit, CaM: Kalmodülin, Hsp90: Isı şok proteini 

90, Akt: Protein kinaz B, ADMA: Asimetrik dimetil arjinin, BH4: Tetrahidrobiyopterin, NO: 

Nitrik oksit, Thr: Treonin, Ser: Serin, NADPH: Đndirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotid 

fosfat 

 

eNOS GEN POLĐMORFĐZMLERĐ 

eNOS enzimini kodlayan gende şimdiye kadar yapılan araştırmalarda dizideki 

tek bir bazın değişmesinden kaynaklanan tek nükleotid polimorfizmleri başta olmak 

üzere, bazı dizilerin tekrarlanmasından kaynaklanan tekrar polimorfizmleri 

bulunmuştur. eNOS geninde tanımlanabilmiş ve en fazla çalışılan değişikliklerden 

bazıları şunlardır: 
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Đntronlarda, bir tanesi intron 18’deki Ala27Cys, diğeri ise intron 23’teki 

Gly10Thr olmak üzere iki tek nükleotid polimorfizmi bulunmuştur. Đntron 4, 13, 

23’te de bazı tekrar değişiklikleri tanımlanmıştır. Promoter bölgede Thr786Cys, 

Ala922Gly, Thr1468Ala olarak adlandırılan üç tek nükleotid değişimi 

tanımlanmıştır. Ekzon bölgesi polimorfizmi ise Glu298Asp’dir (47). 

 

eNOS GEN POLĐMORFĐZMLERĐNĐN HASTALIKLARLA ĐLĐŞKĐSĐ 

eNOS’un hastalıklardaki rolünü belirleyebilmek için hem insanlarda hem de 

laboratuvar hayvanlarında çok sayıda çalışma yapılmıştır. Sonuçta, değişmiş gen 

ekspresyonun ve aktivitesinin endotelin bütünlüğünü ve işlevini etkileyerek bazı 

patolojilere neden olduğu açıklanmıştır. Bu değişimlere neden olan faktörlerin ne 

olduğu her zaman bilinememekle birlikte hipoksi, stres, hormonlar veya gen 

polimorfizmi gibi etkenler olabilir. Ancak başlıca endotel işlevlerinin bozukluğu ile 

de ilişkili olabilmektedir. Değişmiş olan eNOS aktivitesinde endotel işlevlerindeki 

bozukluğunun neden mi yoksa sonuç mu olduğu henüz tam olarak açıklanabilmiş 

değildir (46). 

 

eNOS polimorfizmleri esansiyel hipertansiyon (60), KAH (61-64), koroner 

spazm (65-68), gebelik hipertansiyonu (69), preeklampsi (70), tekrarlayan düşükler 

(71), polikistik böbrek hastalığı (72), Alzheimer (73-75), serebrovasküler hastalıklar 

(76), ateroskleroz (77, 78) gibi çeşitli patolojik durumlarda çalışılmıştır.  

  

eNOS Glu298Asp POLĐMORFĐZMĐ 

Polimorfizmlerin biyolojik sistemlerdeki etkileri açısından değişikli ğin oluş 

şekli kadar genin hangi bölgesinde meydana geldiği de önemlidir. 

 

Promoter bölge, genin dışında bulunan ve kopyalanmanın başladığı kısa DNA 

dizisidir. Genelde promoter bölgedeki polimorfizmler mRNA kopyalanmasını 

etkileme, dolayısıyla enzimin düzeyini değiştirme potansiyeline sahiptir. Ekzon 

bölgeleri kodlanan kısımlardır. Buradaki polimorfizmler protein yapıyı etkileyerek 

enzim aktivitesini değiştirebilir. Đntronlar genlerdeki kodlamayan bölgelerdir. Bu 

yüzden intronlardaki polimorfizmlerin promoter veya ekzon bölgesi varyantlarına 

göre daha az işlevsel role sahip olduğu düşünülür (62, 79). 
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Şimdiye kadar yapılmış çalışmalar ile eNOS genin diğer bölgelerinde çeşitli 

polimorfizmler bulunabilmişse de sadece tek bir ekzon bölgesi polimorfizmi 

tanımlanabilmiştir (G894T/Glu298Asp) (80, 81). 

 

Bir ekzon polimorfizmi olması nedeniyle Glu298Asp polimorfizminin enzimin 

ürünü olan NO ile ilişkisinin nasıl olduğu ve ne gibi durumlara yol açtığı 

araştırmacılar açısından daha dikkate değer olarak görülmektedir.  

 

Glu298Asp ekzon polimorfizmi ilk olarak 1998’de Yoshimura ve arkadaşları 

tarafından eNOS geninin ekzon 7’sinde gösterilmiştir. 894. pozisyondaki guanin (G) 

bazının timin (T) bazı ile yer değiştirmesi ile meydana gelir. Bu durumda eNOS 

geninde 298. pozisyonda ifade edilen amino asit Glutamat (Glu) yerine Aspartat 

(Asp) olur (66).  

 

Glu298Asp polimorfizminin birçok hastalık ve durumla ilişkisini inceleyen çok 

sayıda çalışma vardır. Bunlardan bazıları; koroner arter spazmı (66),  koroner arter 

hastalığı (61, 62, 82), miyokart enfarktüsü (83, 84), ateroskleroz (79, 80), 

hipertansiyon (85) ve Alzheimerdir (86).  

 

ATEROSKLEROZ VE eNOS ĐLĐŞKĐSĐ 

Aterosklerozun güçlü bir genetik bileşeni olduğu uzun süredir bilinmektedir. 

Çeşitli genlerin tek başına veya birleşerek aterosklerozun gelişimine katkıda 

bulunduğu açıklık kazanmıştır (87, 88). 

 

eNOS geninindeki varyasyonların da ateroskleroza neden olabileceği 

düşünülmektedir. Çünkü eNOS’un katalizlediği reaksiyonla endotel hücrelerinde 

meydana gelen NO’nun aterosklerozun oluşumunu önleyen birçok fizyolojik etkisi 

vardır. Bunlar: 

 

NO, endotelden salındıktan sonra düz kas hücresi zarından diffüze olarak 

GC’yi aktive eder ve hücre içi cGMP düzeyini artırır. cGMP düz kas hücrelerinde 

gevşemeye yol açar ve bu vazodilatasyona katkıda bulunur (52). NO ayrıca Ca++ 

bağımlı K+ kanallarını aktive ederek hücre içi K+ düzeyini artırır. Bu hücre zarında 

hiperpolarizasyona yol açar ve damarlardaki dilatasyona katkıda bulunur (89). 
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NO vazodilatatör etkilerine ek olarak trombosit ve lökositlerin toplanmasını ve 

endotele yapışmasını önler (90, 91). 

 

Tüm bu etkileri ile NO, ateroskleroza karşı koruyucu olmasının yanında damar 

tonusunu ve kan basıncını düzenler. Endoteldeki NO düzeyinin değişmesi 

aterosklerozun oluşumuna katkıda bulunur (62). 

 

NO’nun aterosklerozdaki farklı rolleri bazı hayvan modellerinde yapılan 

deneylerle de gösterilmiştir. Moroi ve arkadaşları NO eksikliğinin aterosklerozdaki 

rolünü belirleyebilmek amacıyla femoral arterleri hasarlanmış fare modellerinde 

yapmış olduğu çalışmada, eNOS mutant fareleri kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır. 

Mutant farelerde yeni intimal çoğalmanın arttığı ve yeniden yapılanmanın azalmış 

olduğu saptanarak NO eksikliğinde ateroskleroza eğilim olabileceği bildirilmi ştir 

(92). Rudic ve arkadaşlarının çalışmasında da eNOS mutant farelerin vasküler hasara 

aşırı çoğalma ile cevap verdiği bulunmuştur. Damarların yeniden yapılanmasının 

kontrolünde, başlıca rolün endotelden kaynaklanan mediatörler arasında NO’ya ait 

olduğu, NO üretimindeki bozuklukların ateroskleroz ve hipertansiyona neden 

olabileceği sonucuna varılmıştır (93). Hogg ve arkadaşları NO’nun LDL’nin 

oksidasyonunu baskıladığını ve arter duvarında köpük hücrelerin toplanmasını bu 

şekilde engellediğini göstermiştir (31). Haperan ve arkadaşları da eNOS 

aktivitesindeki yükselmenin kan basıncında yaklaşık 20 mmHg’lık bir düşmeye ve 

plazma kolesterol düzeyinde ise yaklaşık %17’lik bir azalmaya yol açtığını, bunların 

sonucunda aterosklerotik lezyonda %40’lık bir azalma olduğunu saptamışlardır. 

Sonuç olarak eNOS aktivitesindeki artışın ateroskleroza karşı koruma sağladığını 

belirtmişlerdir (94).  

 

Đnsanlarda yapılmış olan ateroskleroz çalışmaları da hayvan deneyleriyle aynı 

sonuçları vermiştir. Pritchard ve arkadaşlarının insan umbilikal veni endotelyal 

hücrelerinde yapmış olduğu çalışmada NO’nun süperoksit anyonu miktarının 

sınırlandırılmasında önemli bir rolü olduğu ve bu sayede LDL’nin oksidasyonunda 

koruyucu olduğu bildirilmiştir (95). Buttery ve arkadaşları normal safen ven ve suni 

ortamda yaşatılan safen vende eNOS’un immunokimyasal olarak yerleşim yerini 

araştırmışlardır. Suni ortamdaki venin aterosklerotik bölgelerinde eNOS düzeyinin 
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anlamlı miktarda düşük olduğunu göstermişlerdir (96). Benzer şekilde Wilcox ve 

arkadaşları da normal ve aterosklerotik insan damarlarında eNOS düzeyini özgün 

işaretleyiciler kullanarak insutu hibridizasyon ve immunohistokimyasal yöntemlerle 

araştırmışlar ve aterosklerotik damarlarda eNOS mRNA ve proteinlerinin azaldığını 

göstermişlerdir (97). Oemar ve arkadaşları aterosklerotik insan karotid arterinde 

mikrosensör vasıtasıyla NO düzeyini ölçmüş ve plaklardaki endotel hücrelerinde 

eNOS’un immunoreaktivitesinin ve NO düzeyinin azaldığını bulmuşlardır (78). 

Quyyumi ve arkadaşlarının ateroskleroz risk faktörleri ve NO düzeyi ile ilgili 

çalışmasında ise yaş, cinsiyet, hipertansiyon, hiperkolesterolemi, sigara içimi, 

diabetes mellitus gibi risk faktörlerine sahip kişilerde bazal NO düzeyinin düşük 

olduğu ve asetilkolinle uyarılmaya cevabın azaldığı bulunmuştur (98). 
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GEREÇ VE YÖNTEM  

 

GEREÇ 

ÇALIŞMA GRUBU 

Çalışmaya, Eylül 2006 ile Kasım 2007 tarihleri arasında Pamukkale 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma ve Uygulama Hastanesi Kardiyoloji Kliniğine 

başvuran ve incelemeler sonucunda koroner anjiyografi çekilmesi gerekli görülen, 

yaşları 36 ile 81 arasında değişen, 145’i erkek, 61’i kadın olmak üzere toplam 206 

kişi dahil edildi. Anjiyografi sonucuna göre herhangi bir ana damarında veya 

dallarında %50’den daha fazla darlık görülen 131 kişi KAH grubunu, darlığı 

olmayan veya %50’den daha az darlık görülen 75 kişi kontrol grubunu oluşturdu.  

 

Çalışma öncesi Pamukkale Üniversitesi Tıbbı Etik Kurulu’nun onayı alındı. 

Ayrıca çalışmaya dahil edilen tüm katılımcılara “Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur 

Formu” ile yapılacaklar hakkında bilgi verildi ve gönüllü olduklarına ilişkin imzaları 

ile izinleri alındı.   

 

Hastaların fizik muayenesi ve diğer tetkikleri çalışmadan habersiz olan klinik 

doktorları tarafından yapıldı. Anjiyografileri ise anjiyografi laboratuvarı doktorları 

tarafından uygulandı.  

 

Çalışmaya katılan tüm bireylerden 12 saatlik açlık sonrası anjiyografi için 

girilmiş olan damardan eNOS genotiplendirmesi ve plazma nitrit/nitrat (NOx) düzeyi 

ölçümü için iki EDTA’lı tüpe yaklaşık 2’şer mL kan alındı. Kan örneklerinden biri 

tam kan olarak +4 0C de saklandı ve en fazla iki ay içinde DNA izolasyonu için 

kullanıldı, diğeri plazma NOx düzeyi ölçümü için santrifüj cihazında 1000 gravite 

(g)’de 10 dakika (dk) çevrildi. Ardından plazması ayrılarak mikrosantrifüj tüpüne 

konuldu ve çalışma başlangıcına kadar -20 0C’de saklandı. 
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KULLANILAN C ĐHAZLAR 

o Masa üstü santrifüj (NF 1215, Nüve, Türkiye) 

o Soğutmalı masa üstü santrifüj (Hettich, MĐKRO 22 R, Almanya) 

o Spektrofotometre (U.V 1601, Shimadzu, Japonya) 

o Etüv (EN 500, Nüve, Türkiye) 

o pH metre (pH 526, WTW, Almanya) 

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

o Kuru ısıtıcılı blok (TDB120, Biosan, Letonya) 

o Yatay elektroforez seti (Model 75.1214, Model 75.710, CLP, ABD) 

o Elektroforez güç kaynağı (Power station 300, Labnet, ABD) 

o Thermal cycler (ATC 201, CLP, ABD) 

o Mikrodalga fırın (Beko, Türkiye) 

o -20 0C derin dondurucu (Beko, Türkiye) 

o +4 0C buzdolabı (Vestel, Türkiye) 

o Hassas terazi (Sartorius, Almanya) 

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

o Otomatik pipet seti (1-10 µL, 10-100 µL, 100-1000 µL) (Eppendorf, ABD) 

o Modular P (Roche/Hitachi, Japonya) otoanalizörü 

  

KULLANILAN MALZEMELER 

o DNA izolasyon kiti (Fermentas, Litvanya) 

o Kloroform (Scharlau, Đspanya) 

o Etanol (Scharlau, Đspanya) 

o Primerler (Metabion, Almanya) 

Oligonükleotid 1; 5'-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3'   

Oligonükleotid 2; 5'-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3'  

o dNTP karışımı (Fermentas, Litvanya) 

o Tag polimeraz (10x tamponu ile birlikte) (Bioron, Almanya) 

o Magnezyum klorür (Bioron, Almanya) 

o Eco241 kesim enzimi (10x tamponu ile birlikte) (Fermentas, Litvanya) 

o 50 bp DNA marker (Fermentas, Litvanya) 

o Agaroz (Scharlau, Đspanya) 

o Borik asit (Scharlau, Đspanya) 
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o Etilen diamin tetra asetik asit (Scharlau, Đspanya) 

o Etidyum bromür (Scharlau, Đspanya) 

o Jel yükleme boyası  

o Sodyum hidroksit (Carlo Erba, Đtalya) 

o Tris-(hidroksimetil)-aminometan (Scharlau, Đspanya) 

o N-(1-naftil) etilendiamin (NED) (Merck, Almanya) 

o Sülfanilamid (Sigma, Almanya) 

o Ortofosforik asit (Merck, Almanya) 

o β-NADPH (Fluka, Almanya) 

o Nitrat redüktaz (Roche, Almanya) 

o Sodyum nitrat (Merck, Almanya) 

o 10 µL, 100 µL, 1000 µL filtreli otomatik pipet ucu (CLP, ABD) 

o 0,2 µL’lik kapaklı tüp (CLP, ABD) 

o 1,5 mL nükleaz içermeyen kapaklı mikrosantrifüj tüpü (CLP, ABD) 

o EDTA’lı tüp (Greiner bio-one, Almanya) 

o Cam malzemeler 

o Mikroplak 96’lık 

 

KULLANILAN ÇÖZELT ĐLER  

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZĐNDE KULLANILAN ÇÖZELT ĐLER 

o   0,5 M EDTA (pH; 8,0): 0,5 M olacak şekilde EDTA tartılıp son hacim 

distile su ile tamamlandı. Sodyum hidroksit ile pH 8,0’e ayarlandı. +40C’de saklandı. 

 

o   5xTBE: 27,5 gr borik asit, 54 gr tris-baz tartıldı. Üzerine 20 mL 0,5 M pH’ı 

8,0 olan EDTA eklendi. Karışımın son hacmi distile su ile 1000 mL tamamlandı. 

Oda ısısında saklandı. 

 

NOx DÜZEYĐNĐN ÖLÇÜMÜNDE KULLANILAN ÇÖZELT ĐLER 

o   Griess A: 0,1 gr NED, 100 mL distile suda çözüldü. +4 0C’de ışıktan 

korunarak saklandı. 

 

o   Griess B: 1 gr Sülfanilamid, %5 (v/v) 100 mL Ortofosforik asit’te çözüldü. 

+4 0C’de ışıktan korunarak saklandı. 
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YÖNTEMLER 

TOTAL KOLESTEROL ÖLÇÜMÜ 

 Enzimatik kolorimetrik yöntem ile Modular P analizöründe (Roche/Hitachi, 

Japonya) yapılmıştır. Bu yöntemin ilk reaksiyonunda kolesterol esterleri, kolesterol 

esteraz ile serbest kolesterol ve yağ asidi oluşturacak şekilde parçalanır. 

  

Ardından kolesterol, kolesterol oksidaz ile kolest-4-en-3-one ve hidrojen 

peroksite (H2O2) dönüştürülür. 

 

Açığa çıkan H2O2, peroksidaz enziminin katalizi altında 4-aminofenazon ve 

fenol ile reaksiyona girerek kırmızı bir boya oluşturur. Renk yoğunluğu kolesterol 

düzeyi ile doğru orantılıdır ve fotometrik olarak tespit edilebilir.  

 

Kit prospektüsünde kolesterolün referans değeri erkeklerde ve kadınlarda < 200 

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

 

TRĐGLĐSERĐT ÖLÇÜMÜ 

Enzimatik kolorimetrik yöntem ile Modular P analizöründe (Roche/Hitachi, 

Japonya) yapılmıştır. Bu yöntemde trigliseritlerin gliserole, hızlı ve tam olarak 

hidroliz olabilmesi için lipoprotein lipaz kullanılır. Üretilen H2O2 daha sonra 4-

aminofenazon ve 4-klorofenol ile kırmızı bir boya maddesi oluşturmak için 

peroksidazın katalitik etkisi altında reaksiyona girer. Ortaya çıkan rengin absorbansı 

fotometrik olarak ölçülür. 
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Kit prospektüsünde trigliseritin referans değeri erkeklerde ve kadınlarda < 200 

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

 

HDL-KOLESTEROL ÖLÇÜMÜ 

Homojen enzimatik kolorimetrik yöntem ile Modular P analizöründe 

(Roche/Hitachi, Japonya) yapılmıştır. Bu yöntemde, HDL-kolesterol esterleri 

polietilen glikol (PEG) kolesterol esteraz enzimi yardımıyla serbest HDL-kolesterol 

oluşturacak şekilde parçalanır. Ardından PEG koesterol oksidaz enziminin katalizi 

altındaki bir reaksiyon ile H2O2 meydana gelir. Oluşan H2O2, sodyum N-(2-hidroksi-

3-sülfopropil)-3,5-dimethoksianilin (HSDA) ve 4-Aminoantipirin ile reaksiyona 

girerek renkli bir ürün ortaya çıkartır. Bu renkli bileşiğin verdiği absorbans 

fotometrik olarak ölçülür. 

 

 

 

 

Kit prospektüsünde HDL-kolesterolün referans aralığı erkeklerde 35-55 mg/dL 

(0,90-1,45 mmol/L), kadınlarda 45-65 mg/dL (1,15-1,68 mmol/L) olarak verilmiştir. 

 

VLDL-KOLESTEROL VE LDL-KOLESTEROL MĐKTAR TAY ĐNĐ 

VLDL-kolesterol ve LDL-kolesterol Friedewald formülü kullanılarak 

hesaplanmıştır.  Bu formül de LDL-kolesterol=Total kolesterol-(VLDL+HDL) ve 

VLDL-kolesterol= Trigliserit/5’tir. Formül trigliserit < 400 mg/dL olduğunda 

geçerlidir. 

 

KAN ÖRNEKLERĐNDEN DNA’NIN ĐZOLE EDĐLMESĐ 

DNA elde edilecek olan EDTA’lı tam kan örnekleri çalışmaya kadar +4 0C’de 

saklandı. DNA izolasyonu için “Genomik DNA Saflaştırma Kiti” (Fermentas, 

Litvanya) kullanıldı. Kit içeriğinde 1 adet parçalayıcı çözelti, 1 adet çöktürücü 

çözelti, 1 adet sodyum klorür (NaCl) bulunmaktadır. Kit prospektüsünde verilen 



 22 

izolasyon basamakları aşağıdaki gibidir.  

 

1-  200 µL örnek, 400 µL parçalayıcı çözelti ile 1,5 mL’lik mikrosantrifüj tüpünde 

vorteks yapılarak karıştırıldı. 

2-   65 0C’de 5 dk inkübe edilip hücreler parçalandı.  

3-   Hemen sonra tüpe 600 µL kloroform eklenerek birkaç kez nazikçe alt üst 

edildi. 

4-   11000 g’de 2 dk santrifüj yapılarak DNA harici hücre içeriği DNA’dan ayrıldı. 

5-   Yeni bir tüpte, her bir örnek için 720 µL nükleaz içermeyen su ile 80 µL 10x 

çöktürücü çözelti karıştırıldı. 

6-   Santrifüj sonrası DNA içeren süpernatan hazırlanmış olan yeni tüpe konuldu 

ve oda ısısında 1-2 dk nazikçe alt üst edildi. 

7-   11000 g’de 2 dk santrifüj yapılarak DNA çöktürüldü. 

8-   Süpernatan tamamen uzaklaştırıldıktan sonra pellet 100 µL 1,2 M NaCl 

solüsyonu ile tam olarak çözüldü. 

9-   300 µL soğuk absolut (%100) etanol eklenerek -20 0C’de 10 dk DNA’nın 

çökmesi beklendi. 

10- 11000 g’de 3-4 dk santrifüj yapıldıktan sonra etanol tamamen uzaklaştırıldı 

ve böylece DNA tuzlardan arındırılmış oldu.  

11- Son olarak pellet 100 µL steril deiyonize su ile hafifçe vorteks edilerek 

çözüldü ve -20 0C’de saklandı. 

 

DNA SAFLIK DEĞERLENDĐRMESĐ 

DNA örnekleri distile su ile 1/200 oranında seyreltildi. Spektrofotometrenin 

distile su ile kör ayarı yapıldıktan sonra nükleotidlerin heterosiklik halkalarının 

maksimum absorbans verdikleri 260 nm’de DNA’nın ve 280 nm’de de RNA ile 

proteinlerin vermiş olduğu absorbanslar ölçüldü.  

 

260 nm’de okunan absorbansın, 280 nm’de okunan absorbansa bölünmesi ile 

elde edilen orana bakılarak DNA izolasyonunun saflığı değerlendirildi. Saf bir DNA 

izolasyonu için bu oran 1,7-1,8 olmalıdır (99). 
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DNA MĐKTARININ HESAPLANMASI 

DNA’nın 260 nm’de vermiş olduğu 1 birimlik absorbans 50 µg/mL DNA’ya 

karşılık gelir (99). Buna göre elde edilmiş olan DNA’nın miktarı aşağıdaki formüle 

göre hesaplandı. 

 

 DNA miktarı (µg/mL): Seyreltme katsayısı (200)xA260x50 

 

POLĐMERAZ ZĐNCĐR REAKSĐYONU (PCR)YÖNTEMĐ  

Elde edilen DNA örneklerinden, hedef eNOS gen bölgesini içeren 248 baz 

çiftlik (bp) kısmının çoğaltılmasında 5'-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3' ve 

5'-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3' baz dizili oligonükleotidler kullanıldı 

(81, 100).  

 

1 örneklik PCR için kullanılan karışım Tablo – 2’de görüldüğü gibidir. 

 

Tablo – 2: PCR karışımının hazırlanması. 

1 örnek için PCR karışımının içeriği 
Miktar (µL) 

10x PCR tamponu 2 

dNTP karışım 2 

MgCl2 4 

Oligonükleotid 1 1 

Oligonükleotid 2 1 

Tag polimeraz 0,25 

Distile su 7,75 

PCR; polimeraz zincir reaksiyonu, dNTP; deoksinükleotid trifosfat 

 

Kontrol PCR tüpüne negatif kontrol için 2 µL distile su ve örnek tüplerinin her 

birine 2 µL DNA örneği konulduktan sonra üzerine hazırlanmış olan PCR karışımı 

eklendi. Ardından uygun ısı ve sayıda döngü için Thermal Cycler cihazına 

yerleştirildi. Hedef DNA’nın çoğaltılmasında Naber ve arkadaşlarının programı 

modifiye edilerek kullanıldı (100). Đlk aşamada tüpler, çoğaltılacak olan DNA çift 

sarmalının birbirinden ayrılması için 95 0C’de 5 dk ısıtıldı. Đkinci aşamada 3 
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kademeli 30 döngü uygulandı. Birinci kademede 94 0C’de 0,30 dk ısıtılarak 

çoğaltılan eNOS gen bölgesi çift zincirleri ayrıldı. Đkinci kademede 60 0C’de 0,30 dk 

oligonükletid 1 ve 2 bağlandı. Üçüncü kademede 72 0C’de 0,30 dk uzama için 

bekletildi. Üçüncü aşamada ise 72 0C’de 5 dk ek bir uzama inkübasyonu uygulandı 

(Tablo – 3). 

 

Tablo – 3: eNOS gen bölgesi PCR programı. 

Aşama Döngü Kademe Sıcaklık (0C) Zaman (dk) 

1 1 1 95 5,00 

2 30 

1 94 0,30 

2 60 0,30 

3 72 0,30 

3 1 1 72 5,00 

eNOS; endotelyal nitrik oksit sentaz, PCR; polimeraz zincir reksiyonu, dk; dakika 

 

KESĐM PARÇA UZUNLUĞU POLĐMORFĐZMĐ YÖNTEMĐ (RFLP) 

eNOS gen bölgesinin çoğaltılması ile elde edilmiş olan 248 bp’lik hedef 

DNA’nın kesilmesi için standart RFLP yöntemi kullanıldı (81, 100).  

 

1 PCR ürününün kesimi için hazırlanan karışım (Tablo – 4)’de verilmiştir. 

 

Tablo – 4: Kesim karışımının hazırlanması. 

1 örnek için kesim karışımının içeriği 
Miktar (µL) 

10x Kesim tamponu 2 

Kesim enzimi (1 Ü/µL) 2 

Distile su 2 

 
PCR tüpüne 2 µL çoğaltılmış olan hedef DNA parçası konup üzerine kesim 

için hazırlanmış olan karışım eklendi. Hemen ardından 37 0C’de 16 saat inkübe 
edildi.  

 

Kesim için kullanılan Eco241 (HgijII) kesim enzimi Escherichia Coli 

bakterisinden izole edilmiştir (101). Enzimin eNOS gen bölgesindeki kesim hedefi 

Şekil – 5’te görüldüğü gibi 894 pozisyondaki glutamik asittir. Bu pozisyondaki 

amino asit aspartik asit olduğunda ise kesim yapmaz. 
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Şekil – 5: Eco241 kesim enziminin hedefi. 

eNOS; endotelyal nitrik oksit sentaz, G; guanin, Glu; glutamik asit, T; timin, Asp: aspartik asit 

 

eNOS geninde 894. pozisyonda guanin bazı yer aldığında 298. pozisyondaki 

amino asit glutamik asit olur ve bu polimorfik olmayan tiptir (Glu/Glu). 894. 

pozisyondaki guanin, timin bazı ile yer değiştirdiğinde 298. pozisyondaki amino asit  

aspartik asit olur (Asp/Asp). Bu ise homozigot polimorfik olgudur. Eğer allellerden 

birinin 298. pozisyonundaki amino asit glutamat, diğer alleldeki aspartat ise 

(Glu/Asp) hetozigot polimorfik olgu meydana gelir (81, 100). 

 

Bu şekilde homozigot polimorfizm gösteren olgularda Eco241 enzimi hiç 

kesim yapamazken, polimorfik heterozigot olgularda normal olan tek bir alleli, iki 

alleli de normal olan olgularda her iki alleli 163 bp ve 85 bp’lik iki parça olarak 

keser (81, 100).  

 

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZĐ 

PCR sonrası elde edilen 248 bp’lik eNOS gen bölgesinin ve RFLP 

sonrasındaki DNA parçalarının görüntülenmesi için etidyum bromürlü % 2’lik 

agaroz jel hazırlandı (81).  
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Đlk kuyucuğa 50 bp’lik DNA marker konuldu. Örnekler yükleme boyası ile 

karıştırılıp kuyucuklara yüklendi ve 140 Volt’ta 40 dk yürütüldü. Ardından jel 

görüntüleme sistemi ile incelendi (Şekil – 6, Şekil – 7) 

 

Şekil – 6: PCR sonrası hedef eNOS gen bölgesine ait elektroforez görüntüsü.  

M: Moleküler marker, N:  Negatif kontrol, bp: Baz çifti 

 

 

Şekil – 7: RFLP sonrası elektroforez görüntüsü. 

894. pozisyonda G→T değişimi olan homozigot olgularda (T/T) 248 bp’de tek bant görülür. 

Heterozigot olgularda (G/T) 248 bp, 163 bp ve 85 bp’de üç bant görülür. Genetik polimorfizm 

göstermeyen olgularda (G/G), 163 bp ve 85 bp’de iki bant görülür. M: Moleküler marker, GG: 

Homozigot normal olgu, GT: Heterozigot olgu, TT: Homozigot polimorfik olgu, bp: Baz çifti 
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NĐTRĐK OKSĐT DÜZEYLERĐNĐN ÖLÇÜMÜ 

Nitrik oksit düzeylerinin ölçümü için EDTA’lı kan örnekleri 1000 g’de 10 dk 

santrifüj edildi. Plazması 1,5 mL’lik mikrosantrifüj tüplerine ayrılarak analize kadar  

-20 0C’de dondurularak saklandı.  

 

Nitrik oksit çok kısa yarı ömürlü olduğu için hızla metabolitleri olan nitrit ve 

nitrata dönüşür. Griess yöntemi ile bu metabolitlerin düzeyi ölçülerek NO düzeyi 

saptanabilir. Yöntem sülfanilamidin amino grubunun asit ortamda nitrit ile 

reaksiyona girmesi ile diazotizasyonu ve NED ile mor renkli bir azo ürünü 

oluşturması temeline dayanır (102) (Şekil – 8).  

 

 

Şekil – 8: Griess yönteminin şeması (102). 

NED: Naftiletilendiamin 

 

Ölçüm için ilk basamakta 1µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM ve 25 µM düzeylerinde 

seyreltilerek hazırlanan nitrat standartları ile örnekler 50’şer µL olmak üzere 

mikroplağa konuldu. Ardından nitratın nitrite dönüşümü için 12 mM’lık β-

NADPH’dan ve 100 Ü/L’lik nitrat redüktaz enziminden 25’er µL eklenerek 37 0C’de 
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30 dk inkübe edildi. Sürenin bitiminde 50’şer µL Griess A ve Griess B reaktifi 

eklendi ve 10 dk oda ısısında inkübasyona bırakıldı. Đnkübasyonun ardından tüm 

örneklerin ve standartların optik dansiteleri, enzim bağlı immunosorbent yöntem 

(ELISA – Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay) ile Diagnostics Pasteur (Anthos 

Labtec, Avusturya) cihazında 540 nm dalga boyunda okundu. Nitrat standartları 

kullanılarak hazırlanmış kalibrasyon eğrisine göre plazma NOx düzeyleri hesaplandı 

(103) (Şekil – 9).  

 

 

Şekil – 9: Nitrat kalibrasyon eğrisi. 
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ĐSTATĐSTĐKSEL ANALĐZ 

Đstatistiksel analiz SPSS 11.0 versiyonu kullanılarak yapıldı. Çalışma grubunun 

ölçümle belirtilen sürekli verileri ortalama± standart sapma (± SD) olarak verildi 

ve Student t test ile analiz edildi. Sayımla belirtilen verileri ise Ki-kare testi ile 

karşılaştırıldı. Çalışma grubu genotip sıklığının Hardy-Weinberg eşitli ği ile uyumu 

Ki-kare analizi ile değerlendirildi. Gruplar arasında genotip dağılımının ve allel 

sıklığının anlamlı farklı olup olmadığının kontrolü için Ki-kare testi kullanıldı. Grup 

içi genotiplere göre NOx düzeylerini değerlendirmek için Oneway Anova analizi 

yapıldı. Tüm analizlerde P<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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BULGULAR 

 

Çalışmaya 42’si erkek, 33’ü kadın toplam 75 kontrol ve 103’ü erkek, 28’i 

kadın toplam 131 KAH dahil edildi. Çalışma grubunun özellikleri ve laboratuvar 

verileri Tablo – 5’da görüldüğü gibidir. KAH grubunda erkek cinsiyet kontrol 

grubundan anlamlı yüksektir (p=0,001). Diabetes mellitus, hipertansiyon, sigara 

içmek, ailesel kalp hastalığı öyküsü gibi risk faktörlerine sahip olma oranı açısından 

ise istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmadı (Tablo – 5). Yaş, vücut kütle indeksi 

(VK Đ), total kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol ve LDL-kolesterol ortalamaları 

açısından da iki grup benzerdi (Tablo – 5). 

 

Tablo – 5: KAH grubunun özelliklerinin karşılaştırılması (Ortalama± SD) 

 
KAH 

(n = 131) 

Kontrol  

(n = 75) 

 

p 

Yaş (yıl) 58,6± 10,0 55,8± 9,67 0,054 

Cinsiyet (erkek/kadın) 103/28 42/33 0,001* 

VK Đ (kg/m2) 27,2± 3,8 27,6± 4,3 0,571 

Sigara içme oranı [n (%)] 42 (32,1) 21 (28,0) 0,638 

Ailesel kalp hastalığı öyküsü [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) 186,4± 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) 105,7± 43,7 100,1± 51,8 0,437 

* ; Đstatistiksel olarak anlamlı, KAH: Koroner arter hastalığı, n: Olgu sayısı, VKĐ: Vücut kütle  

indeksi, HDL: Yüksek yoğunluklu lipoprotein, LDL: Düşük yoğunluklu lipoprotein 

 

Çalışma grubundaki bir örneğin Hardy-Weinberg eşitli ğindeki toplumdan 

rastgele alınan örneklerden biri olup olmadığını test etmek için Ki-kare uygunluk 

testi uygulandı. Beklenen değerler ile gözlenen değerler arasında KAH grubunda ve 

kontrol grubunda Hardy-Weinberg eşitli ğinden anlamlı sapma görülmedi (p>0,05). 
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KAH grubunda Glu298Asp homozigot olgu sayısı (%12,2), kontrol grubundan 

(%4) daha yüksek saptanmasına rağmen, istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı 

(p>0,05). T alleli sıklığı KAH grubunda (%29,8) kontrol grubundan (%21,3) daha 

yüksek olmakla birlikte, yükseklik istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p>0,05) 

(Tablo – 6). 

 

Tablo – 6: Glu298Asp polimorfizminin genotipik dağılımı ve allelik sıklığı.                 

 
KAH (n=131) Kontrol (n=75) χ2, p 

eNOS genotip   4,132, 0,127 

Asp/Asp [n (%)] 16 (12,2) 3 (4)  

Glu/Asp [n (%)] 46 (35,1) 26 (34,7)  

Glu/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 hastalığı, n: Olgu sayısı, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, Asp: Aspartik asit, 

Glu: Glutamik asit, T: Timin, G: Guanin, χ2: Ki kare 

    

 Polimorfizm görülen olguların ve T alleli sıklığının KAH riski için 

hesaplanmış odds oranları Tablo – 7’de görüldüğü gibidir. 

 

Tablo – 7: Polimorfizmin ve T allelinin KAH için odds oranları. 

 χ2 
Odds oranı 

(%95 Güven aralığı) 
p 

GG’ye karşı GT ve TT   1,451 1,425 (0,800-2,539) 0,228 

G allele karşı T allel 3,470 1,563 (0,975-2,506) 0,062 

KAH: Koroner arter hastalığı, T: Timin, G: Guanin, χ2: Ki kare 

 

KAH grubunun ve kontrol grubunun plazma NOx düzeyleri karşılaştırıldığında 

KAH grubunun ortalaması kontrol grubunun ortalamasından daha yüksek saptandı; 

ancak iki grubun ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmadı 

(p=0,135) (Tablo – 8). 
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Glu298Asp polimorfizmine sahip olgularda plazma NOx ortalaması her iki 

grupta da normal bireylere göre daha düşük bulundu (Şekil – 10). Ancak ne KAH 

grubunda ne de kontrol grubunda genotipler arası plazma NOx düzeyi birbirlerinden 

farklı bulunmadı (KAH grubu p=0,092, kontrol grubu p=0,451).  

 

Tablo – 8: Tüm gruba ve eNOS genotiplerine göre plazma NOx düzeyleri   
(µM± SD). 

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, NOx: Nitrit/Nitrat, KAH: Koroner arter hastalığı, Glu: Glutamik 
asit, Asp: Aspartik asit, n: Olgu sayısı, *: Genotiplere göre NOx düzeyi istatistiğine ait değer. 

 

 

Şekil – 10: KAH ve kontrol gruplarının plazma NOx düzeyi grafiği. 

KAH: Koroner arter hastalığı, NOx: Nitrit/Nitrat, G: Guanin, T: Timin 

 

 

 

 

 

 

Gruplar 

(n = 206) 

 

Tüm grup  

NOx Düzeyi  
Genotip  

      Asp/Asp        Glu/Asp        Glu/Glu p 

KAH (n = 131) 2,77± 1,33 2,16± 0,50 3,00± 1,33 2,76± 1,43 0,092* 

Kontrol (n = 75) 2,49± 1,25 2,28± 0,68 2,26± 1,33 2,63± 1,33 0,451* 
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TARTI ŞMA 

 

KAH oluşumunda birçok faktörün etkili olduğu bilinmektedir (10-12). Đyi 

bilinen risk faktörlerinin yanı sıra bazı genlerle de bağıntılı olabileceği yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir (87). eNOS enzimini kodlayan genin de bunlardan biri 

olduğu düşünülmektedir (80). 

 

 eNOS geninin üç bölgesinde (intron, ekzon, promoter) çeşitli varyasyonlar 

olduğu bulunmuş ve bunların birçok farklı durumla olası ilişkisi incelenmiştir. Bu 

varyasyonlar içinden Casas ve arkadaşlarının yaptıkları “eNOS gen polimorfizmleri 

ve KAH” başlıklı metaanalizinde işlevsel değişiklikler olarak kabul edilen ve sık 

çalışılan üç tanesi; intron bölgesindeki 27 baz çiftlik tekrar polimorfizmi, promoter 

bölgedeki 786T/C polimorfizmi, ekzon bölgesindeki Glu298Asp polimorfizmi ile 

ilgili yapılmış çalışmaların sonuçları istatistiksel olarak değerlendirilmiştir (8). Sonuç 

olarak her üç polimorfizmin de KAH ile ilişkili olduğu bulunmuş; ancak verilerin 

heterojenliğine ve birbirleriyle çelişen çok sayıda çalışma sonuçlarının bulunduğuna 

da dikkat çekilmiştir. Bu çelişkinin nedenleri arasında etnik farklılıkların, seçim 

kriterlerinin ve diğer KAH risk faktörlerinin olabileceği belirtilmiştir (8). 

 

 Đntron bölgesi varyasyonlarının işlevsel olan diğer bölge varyasyonlarına göre 

eNOS enzimi üzerine olan etkisinin daha az olacağı düşünülmektedir (8). Bir 

promoter bölge varyasyonu olan -786T/C polimorfizminin enzim ekspresyonunu 

etkileyip etkilemediği de açık değildir (104). Bulunabilmiş tek ekzon polimorfizmi 

olan Glu298Asp polimorfizminin de eNOS enziminin aktivitesini azalttığı veya 

artırdığı yönündeki ilişkisi belirsizdir (104). Bununla birlikte ekzonlar genin 

kodlayan kısmı olması nedeni ile bu bölgedeki bir polimorfizminin enzim aktivitesini 

etkileyerek NO sentezini değiştirebileceği, bunun ise birçok patolojik durumun 

oluşumunda önemli rol oynayabileceği düşünülmektedir (72, 78, 105). Glu298Asp 

polimorfizmi en sık çalışılan varyanttır (104). Đki bağımsız kohort çalışma ile de 

aterosklerotik KAH ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (62). 

  

Biz de çalışmamızda eNOS geninin 7. ekzonunda, 894. pozisyonda yer alan 

guanin bazının timin bazı ile yer değiştirmesi sonucu ortaya çıktığı tespit edilen 
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Glu298Asp polimorfizminin KAH ile ilişkisini ve NOx düzeylerine olan etkisini 

Denizli/Türkiye toplumunda inceledik. 

 

Çalışmamızda KAH grubunda erkek cinsiyet yüzdesi (%78,6) kontrol 

grubundan (%56) belirgin olarak yüksekti ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p=0,001). Total kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol ve LDL-kolesterol 

düzeyleri KAH ve kontrol grubunda benzer bulundu. KAH grubunda sigara içimi, 

ailesel kalp hastalığı öyküsü, diabetes mellitus, hipertansiyon gibi diğer risk 

faktörlerine sahip olguların yüzdesi kontrol grubundan daha yüksek olmakla birlikte 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (Tablo – 5).  

 

Elde ettiğimiz verilere göre Glu298Asp polimorfizmi ile KAH arasında ilişki 

saptanmaması çalışmamızın ilk önemli sonucudur. Benzer şekilde T allel sıklığı 

bakımından da gruplar arasında fark bulunmamaktadır (Tablo – 6, 7). 

 

Glu298Asp polimorfizminin KAH için bir risk faktörü olup olmadığını 

inceleyen çok sayıda çalışma yapılmıştır. Değişik toplumlarda yapılmış olan bu 

çalışmalarda elde edilen genotipik dağılım yüzdeleri ve sonuçlar birbirinden farklı 

bulunmuştur (Tablo – 9). 
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Tablo – 9: Çeşitli çalışmalardaki Glu298Asp polimorfizminin genotipik dağılımı. 

 

 
KAH Kontrol 

 

 
Genotip Genotip 

 

 T/T G/T G/G T/T G/T G/G Sonuç 

Park ve ark.106 (%)  0,6 21,3 78 1,4 15,5 83,1 AD 

Cai ve ark.64 (%) 12,3 41,1 46,5 13,8 44,2 41,7 AD 

Colombo ve ark.82 (%) 16 43,3 40,7 6,8 49 44,2 A 

Colombo ve ark.107 (%) 15,9 38,8 45,3 6,1 51,8 42,1 A 

Kerkeni ve ark.108 (%) 11 44 45 4,2 35,8 60 A 

Rios ve ark.109 (%) 11,9 50,2 37,9 7,4 45,6 47 AD 

Rios ark.61 

(Sigara -) 

Kafkas (%) 10,6 40,2 49,2 9,4 32,9 57,6 AD 

Afrikalı (%) 11,5 31,1 57,4 3,3 49,2 47,5 AD 

Rios ark.61 

(Sigara +) 

Kafkas (%) 7,7 39,1 53,3 8,2 36,1 55,7 AD 

Afrikalı (%) 7 41,9 51,2 3,3 26,7 70 A  

Granath ve ark.110 (%) 11 43,4 45,5 10,6 46,1 43,3 AD 

Jaramillo ve ark.111 (%) 7 28 65 1 28 71 AD 

Fatini ve ark.112 (%) 16,5 44,6 38,8 10,8 42,5 43,9 AD 

Yoon ve ark.103 (%) 0,0 14,1 85,9 0,9 13,6 85,5 AD 

Kim ve ark.113 (%) 0,0 19,4 80,9 0,0 17,1 81,5 AD 

Hingorani ve ark.62 (%) 35,9 23,8 40,3 10,2 42 47,8 A 

Afrasyap ve ark.114 (%) 13,2 41,2 45,6 9,3 41,3 49,3 AD 

Cam ve ark.115 (%) 29,5 32,2 38,3 2,4 28,9 68,7 A 

Bizim çalışmamız (%) 12,2 35,1 52,7 4 34,7 61,3 AD 

KAH: Koroner arter hastalığı, ark: Arkadaşları, G: Guanin, T: Timin, A: Anlamlı, AD: Anlamlı değil 
 

Bizim sonuçlarımız Park ve arkadaşlarının Kore toplumunda yaptığı çalışma 

ile benzer bulundu (106). Ancak Park ve arkadaşlarının çalışmasında hem KAH 

grubunda hem de kontrol grubunda Glu298Asp polimorfizminin yüzdesi bizim 

çalışmamızın sonuçlarından daha düşüktü (Tablo – 9). Cai ve arkadaşlarının beyaz 
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Avustralya toplumundaki çalışmasında da bizim sonuçlarımıza benzer şekilde 

Glu298Asp polimorfizmi ile KAH arasında ilişki saptanmamıştır (64). Diğer taraftan 

bu çalışmanın gruplara göre genotip dağılımı incelendiğinde; KAH grubunda 

sonuçlarımıza yakın sonuçlar elde edilmiş olmakla birlikte kontrol grubunda 

Glu298Asp homozigot olguların yüzdesi bizim çalışmamızdakinden daha yüksek 

olarak bulunmuştur (Tablo – 9). Colombo ve arkadaşlarının çalışmasında ise Đtalyan 

toplumunda Glu298Asp polimorfizmine sahip olgu sayısının KAH grubunda anlamlı 

düzeyde yüksek olduğu saptanmıştır (82). Colombo ve arkadaşlarının Đtalyan 

toplumunda yaptığı başka bir çalışmada Glu298Asp polimorfizmi KAH şiddeti 

( ≥ %50 darlık görülen damar sayısı) ile de ilişkili bulunmuştur (107). Kerkeni ve 

arkadaşlarının, Colombo ve arkadaşlarının çalışmasına benzer şekilde dizayn ettikleri 

çalışmada ise polimorfizm ile KAH ilişkili bulunurken, hastalığın şiddeti ile anlamlı 

ili şki saptanmamıştır (108). Rios ve arkadaşlarının Alman, Đtalyan ve Đspanyol 

genlerini de içerdiği belirtilen Portekiz toplumunda yaptıkları çalışmada Glu298Asp 

polimorfizmi KAH riski ile ilişkili bulunmamıştır (109). Rios ve arkadaşlarının 

Brezilyalı Kafkas toplumunda yaptıkları başka bir çalışmada,  sigara içen ve içmeyen 

olgulardan oluşturulmuş gruplarda KAH ile Glu298Asp polimorfizmi ilişkili 

bulunmazken; Brezilyalı Afrika toplumunda sigara içmeyenlerde değil ancak sigara 

içenlerde anlamlı düzeyde yüksek bulunmuştur. Gruplar arasında farklı sonuçlar elde 

edilmesi, grupların etnik kökeninin farklı olması ve ateroskleroz gelişiminde eNOS 

geninin sigara ile ilişkili bir etkisi olabileceği şeklinde yorumlanmıştır (61). Granath 

ve arkadaşları da Avustralyalı Kafkas toplumunda görünüşte sağlıklı kontrol grubu 

ile <50 yaş KAH arasında Glu298Asp polimorfizmi bakımından anlamlı bir fark 

saptayamamışlardır (110). Jaramillo ve arkadaşlarının çalışmasında Şili toplumunda 

koroner arterlerinde >%70 darlığı olan KAH grubu ile görünüşte sağlıklı kontrol 

grubu Glu298Asp polimorfizmi bakımından karşılaştırılmış fark bulunmamıştır 

(111). Grupları bu çalışmaya benzer şekilde oluşturulmuş Fatini ve arkadaşlarının 

Đtalyan toplumunda yaptığı çalışmada da yine farklı bulunmamıştır (112). Sonuçları 

benzer olmakla birlikte iki ayrı toplumda yapılan bu çalışmaların Glu298Asp 

polimorfizmi dağılımları ise birbirinden oldukça farklıdır (Tablo – 9). Yoon ve 

arkadaşlarının çalışmasında Kore toplumunda görünüşte sağlıklı ki şilerden 

oluşturulmuş kontrol grubu ile anjiyografik olarak tespit edilmiş KAH grubunda 

Glu298Asp polimorfizmi araştırılmış gruplar arasında fark olmadığı saptanmıştır 
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(103). Bu toplumda Glu298Asp polimorfizmi sıklığı da oldukça düşük bulunmuştur 

(Tablo – 9). Kim ve arkadaşlarının Kore toplumunda yapmış olduğu çalışmada da 

benzer şekilde Glu298Asp polimorfizmi ile KAH riski arasında ilişki bulunmamıştır 

(113). Bu çalışmada saptanan genotip dağılım yüzdeleri de Yoon ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışma ile uyumludur (Tablo – 9). Kontrol ve olgu grubu benzer şekilde 

oluşturulmuş Hingorani ve arkadaşlarının Đngiltere toplumunda yaptığı çalışmada ise 

söz konusu polimorfizm ile KAH’ın anlamlı ilişkili olduğu ve bu toplumda 

Glu298Asp polimorfizmi dağılım sıklığının da yüksek olduğu bulunmuştur (62). 

Kore ve Đngiltere toplumundaki bu çalışmaların genotip dağılım yüzdeleri 

incelendiğinde ise birbirinden oldukça farklı sonuçlar elde edilmiş olduğu 

görülmektedir (Tablo – 9). 

 

Afrasyap ve arkadaşlarının Türkiye toplumunda yapmış olduğu ve benzer 

şekilde tasarlanmış olan çalışmalarında da ilişki saptanmamıştır (114). Bu çalışmanın 

genotip dağılım yüzdelerini bizim çalışmamızın kontrol grubu ile karşılaştırmak 

doğru olmayabilir. Çünkü Afrasyap ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada 

kontrol grubu genel sağlık incelemesine göre sağlıklı olduğu düşünülen kişilerden 

oluşturulurken, bizim çalışmamızda anjiyografi temel alınmıştır. KAH grubu ise 

bizim çalışmamıza benzer şekilde oluşturulmuştur. Bu yüzden KAH gruplarındaki 

Glu298Asp homozigot olguların genotipik dağılımlarına bakıldığında birbirine yakın 

olduğu görülmektedir (Tablo – 9). 

 

Glu298Asp polimorfizminin KAH ile ilişkisini inceleyen birçok çalışma 

yapılmıştır. Bu çalışmalarda farklı sonuçlara ulaşılmış ve henüz tam olarak ortak bir 

noktaya varılamamıştır. Yukarıdaki çalışmalardan da anlaşıldığı üzere farklı 

toplumlarda yapılmış çalışmalarda genotip dağılım yüzdeleri ve Glu298Asp 

polimorfizminin KAH ile olan ilişkisi farklı bulunmuştur. Yine bu çalışmalarda 

dikkat çekici bir diğer nokta Glu298Asp polimorfizminin genotipik yüzdesinin Asya 

toplumunda düşük, Đngiltere toplumunda ise yüksek olarak saptanmış olmasıdır.  

 

Bunu destekler şekilde Srivastava ve arkadaşlarının Asyalı Hintli toplumda 

sistolik kan basıncı <140 mmHg, diyastolik kan basıncı <90 mm Hg, belirgin 

metabolik ve endokrin hastalığı, diğer kronik veya akut hastalığı ve enfeksiyonu 
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olmayan 20-50 yaş arası sağlıklı bireylerde Glu298Asp polimorfizmi sıklığını 

araştırdıkları çalışmada GG genotip %71,22, GT genotip %28,06, TT genotip %0,72 

bulunmuştur (116).  

 

Bu veriler incelendiğinde olguların seçildiği toplumun etnik kökeninin sonuçlar 

üzerinde belirgin etkili olduğu söylenebilir. Glu298Asp polimorfizmi ile ilgili 

çalışmaların sonuçlarındaki çelişkinin bir nedeni bu olabilir. 

 

Gardemann ve arkadaşlarının Almanya toplumunda yapmış olduğu çalışmada, 

tüm katılımcılar ele alınarak değerlendirildiğinde Glu298Asp polimorfizmi KAH ile 

ili şkili bulunmazken, genç bireylerde (ortalama yaş <61 yıl) eNOS T alleli sıklığının 

hem KAH riski ile hem de hastalığın şiddeti ile anlamlı ilişkili olduğu saptanmıştır 

(117). Nassar ve arkadaşlarının Kanada toplumunda yapmış olduğu çalışmada ise 50 

yaşından küçük ve 65 yaşından büyük KAH grupları karşılaştırılmış ve Glu298Asp 

polimorfizminin dağılımı farklı bulunmamıştır (118).  

 

Cam ve arkadaşlarının Ege bölgesinde yaptığı çalışmada 55 yaşından küçük 

erkek ve 65 yaşından küçük kadın olgular seçilerek KAH grubu ile sağlıklı kontrol 

grubu oluşturulmuş ve TT genotipi KAH’da anlamlı düzeyde yüksek bulunmuştur. 

(115). Bu çalışmada dikkat çekici bir başka nokta ise KAH grubunda Glu298Asp 

homozigot olguların genotip yüzdesinin (%29,5) bizim çalışmamıza (%12,2) göre de 

oldukça yüksek olmasıdır. Genotip dağılımındaki bu fark seçim kriterleri nedeni ile 

çalışma grubundaki KAH prevalansının farklı olmasından kaynaklanıyor olabilir. 

 

Daha genç bireylerde yapılmış bazı çalışmalarda Glu298Asp polimorfizmi 

KAH ile ili şkili bulunurken; yaşlı bireylerin de dahil edildiği çalışmalarda ilişki 

saptanmamış olması, çalışma sonuçlarındaki farklılığın diğer bir nedeninin de seçim 

kriterleri olabileceğini düşündürmektedir.  

 

Çalışmamızın ikinci önemli sonucu, kontrol ve KAH gruplarında genotipe göre 

plazma NOx düzeyleri arasında anlamlı bir fark bulunmamış olmasıdır. 
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Benzer şekilde Jeerooburkhan ve arkadaşlarının çalışmasında da genotipe göre 

plazma NOx düzeyleri farklı bulunmamıştır. Ayrıca bu çalışmada ne NOx 

düzeylerinin ne de eNOS polimorfizminin gelecekteki iskemik kalp hastalığı olguları 

için bir öngörü değerinin olmadığı saptanmıştır (119). 

 

Endojen NO sentezini plazma NOx düzeyi gösterse de diyetle alınan nitratın da 

bu plazma havuzuna anlamlı düzeyde katkısı olmaktadır (120). Sepsis ve travma 

durumunda da NOx düzeyleri anlamlı derecede yükselmektedir (121). Ayrıca 

nitrit/nitratın bir kısmı dışkıyla büyük bir bölümü ise idrarla vücuttan atılmaktadır 

(122). Dolayısıyla atılımdaki bir bozukluk da ölçülen plazma NOx düzeylerini 

etkileyebilecektir. Tüm bu faktörler NOx düzeylerinin Glu298Asp polimorfizmi ile 

ili şkisinin incelendiği çalışmalarda karıştırıcı role sahip olabilir.  

 

Çalışmamızın üçüncü önemli sonucu da plazma NOx düzeyleri açısından 

kontrol ve KAH gruplarının ortalamaları arasında anlamlı fark bulunmamış 

olmasıdır. 

 

Afrasyap ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada da sağlıklı kontrol grubu 

ve KAH grubu arasında ortalama plazma NOx düzeyi farklı bulunmamıştır (114). 

Yoon ve arkadaşlarının çalışmasında ise ortalama plazma NOx düzeyi 

hipertansiyonlu KAH grubunda hipertansiyonsuz KAH ve kontrol grubundan anlamlı 

yüksek bulunmuş ve hipertansiyonlu olgulardaki artmış damar geriliminin NOx 

düzeyini arttırdığı düşünülmüştür (103). Higashino ve arkadaşlarının çalışmasında 

tüm katılımcılar ele alındığında NOx düzeyi hipertansiyon ile ilişkili bulunmamıştır. 

Menapoz sonrası hipertansif kadınlarda ise NOx düzeyi anlamlı yüksek bulunmuştur. 

Bu durumun kardiyak komplikasyonlar ile ilişkili östrojen eksikliği veya birlikte 

bulunabilen diyabet, hiperlipidemi, böbrek hastalıkları ile ilişkili olabileceği 

bildirilmi ştir (123). 

 

Çok sayıda patolojik olayda rol oynadığı düşünülen NO’nun KAH ile olan 

ili şkisini inceleyen çalışmalarda birlikte bulunabilen diğer hastalıkların nitrit/nitrat 

düzeylerini etkilemesi muhtemeldir. 
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KAH, etyolojisinde birbiri ile ilişkili birçok etkenin rol oynadığı, yaygınlığı 

toplumlar arasında farklılık gösteren bir hastalıktır. Benzer şekilde Glu298Asp 

polimorfizmi de farklı etnik gruplarda değişen sıklıkta bulunmaktadır. Bu nedenle 

her ülkenin çok merkezli çalışmalar düzenleyerek kendi bireylerinden oluşturduğu 

gen havuzunda bu polimorfizmin KAH ile ilişkisini incelemesi ve sonuçlarını yine 

kendi toplumuna genellemesi gerektiği görüşündeyiz. Bunu yaparken ülke içindeki 

etnik farklılıklar da göz önünde bulundurulmalıdır. Ayrıca NO düzeylerinin birçok 

farklı patoloji ile ilişkili olmasından dolayı genotip ile NO düzeyi ilişkisini inceleyen 

çalışmalarda, birlikte bulunabilen diğer durumların etkisiyle NO üretiminde 

değişiklik olabileceği ve polimorfizmin gerçek etkisinin maskelenebileceği 

görüşündeyiz. Bundan dolayı Glu298Asp polimorfizminin NO düzeyleri ile olan 

ili şkisinin genotipleri hariç her yönüyle eşitlenmiş deneysel yaklaşımlar ile 

incelenmesinin daha uygun olacağı görüşündeyiz. Aynı şekilde hastalıklar ile NO 

düzeylerinin ilişkisini sorgulamak için karışıklığa neden olabilecek diğer faktörlerin 

iyi değerlendirilmesi gerekmektedir. 

 

Sonuç olarak bu çalışmada Glu298Asp polimorfizmi, T allel sıklığı ve plazma 

NOx düzeyleri KAH’da kontrol grubundan farklı bulunmadı.  
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SONUÇLAR 

 

1. Glu298Asp polimorfizmi homozigot olguların genotip dağılım yüzdesi KAH 

grubunda (%12,2) kontrol grubuna (%4) göre daha yüksek bulunmakla birlikte 

bu yükseklik istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. 

2. T alleli sıklığının yüzdesi KAH grubunda (%29,8) kontrol grubuna (%21,3) 

göre daha yüksek olduğu görüldü; ancak bu fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı. 

3. Kontrol grubunda plazma NOx düzeyleri ortalamaları (homozigot olgularda 

2,28± 0,68 µM, heterozigot olgularda 2,26± 1,33 µM, polimorfizm görülmeyen 

olgularda 2,63± 1,33 µM) genotipe göre karşılaştırıldığında anlamlı fark 

bulunmadı.  

4. KAH grubunda plazma NOx düzeyleri ortalamaları (homozigot olgularda 2,16 

± 0,50 µM, heterozigot olgularda 3 µM± 1,33, polimorfizm görülmeyen 

olgularda 2,76± 1,43 µM) genotipe göre karşılaştırıldığında anlamlı fark 

bulunmadı. 

5. KAH grubunun ortalama plazma NOx düzeyi (2,77± 1,33 µM), kontrol grubu 

ortalaması (2,49± 1,25 µM) ile karşılaştırıldığında anlamlı fark bulunmadı. 

6. KAH grubunun yaş ortalaması (58,6± 10,0) ile kontrol grubu (55,8± 9,67) 

arasında fark yoktu. 

7. KAH grubunda erkek cinsiyet oranı (103’ü erkek, 28’i kadın), kontrol 

grubundan (42’si erkek, 33’ü kadın) yüksek bulundu (P=0,001) 

8. Diabetes mellitus, hipertansiyon, sigara içmek, ailesel kalp hastalığı öyküsü 

gibi risk faktörlerine sahip olma oranı açısından KAH grubu kontrol grubundan 

istatistiksel olarak anlamlı farklı değildi. 

9. VK Đ, total kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol ve LDL-kolesterol gibi 

ölçümsel değerlerin ortalamaları iki grupta istatistiksel olarak farklı değildi. 
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ÖZET 

 

Koroner arter hastalığı olan bireylerde endotelyal nitrik oksit sentaz gen 

polimorfizmi (Glu298Asp) ve nitrik oksit düzeyinin araştırılması.  

Dr. Ramazan AKBAY 

 

KAH, özellikle gelişmiş ülkelerde olmak üzere tüm dünyada önde gelen ölüm 

nedenlerindendir. Hangi durumlarla ilişkili olabileceği ve bunların nasıl 

önlenebileceği hakkında en fazla çalışma yapılan hastalıklardan birisidir.  

 

KAH oluşumuna yol açan en sık neden koroner arterlerin aterosklerozudur. 

Yapılmış çalışmalar ile endotel işlevlerinin aterosklerozda önemli rolleri olduğu 

gösterilmiştir. Endotelden salınan önemli moleküllerden birisi de NO’dur. NO, 

birçok farklı mekanizma ile aterosklerozun gelişimini önler. NO, NOS enzim ailesi 

tarafından sentezlenir. NOS enziminin eNOS, nNOS ve iNOS olmak üzere üç farklı 

izoenzimi vardır. Damar endotelindeki NO’nun başlıca kaynağı ise eNOS enzimidir. 

Bundan dolayı eNOS genindeki değişikliklerin NO düzeyini ve endotel işlevlerini 

etkileyerek ateroskleroza yol açabileceği düşünülmektedir.  

 

Günümüzde eNOS geninin farklı bölgelerinde çok sayıda polimorfizm 

tanımlanmıştır. Bulunabilmiş tek ekzon polimorfizmi ise Glu298Asp’dir. Ekzon 

bölgesi genin kodlayıcı kısmı olduğu için buradaki değişikliklerin enzim aktivitesini 

daha fazla etkilediği düşünülmektedir. 

 

Bu çalışmada Denizli toplumunda eNOS geninin 7. ekzonundaki, 894. 

pozisyonda bulunan guanin bazının timin bazı ile yer değiştirmesinden kaynaklanan 

Glu298Asp polimorfizminin (G894T) KAH ile ilişkisi ve NOx düzeyi araştırıldı.  

 

Anjiyografisinde herhangi bir ana damarı veya onun dallarında %50’den daha 

fazla darlığı olan 131 kişi KAH grubunu ve darlığı olmayan veya %50’den daha az 

darlığı olan 75 kişi kontrol grubunu oluşturdu. Tüm katılımcıların PCR ve RFLP 

yöntemi ile genotipleri saptandı ve Griess yöntemi kullanılarak plazma NOx 

düzeyleri ölçüldü. 
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Glu298Asp polimorfizmi genotipi ve T allel sıklığı KAH ile ve plazma NOx 

düzeyleriyle ilişkili bulunmadı. Ayrıca plazma NOx düzeyleri KAH grubunda farklı 

değildi. 

 

Sonuç olarak Denizli toplumunda yapılan bu çalışmada Glu298Asp 

polimorfizmi, plazma NOx düzeyi ve KAH arasında anlamlı bir ilişki saptanmadı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 44 

ĐNGĐLĐZCE ÖZET 

 

Researching on endothelial nitric oxide synthase gene polymorphism 

(Glu298Asp) and nitric oxide levels in individuals who have coronary artery disease.     

Dr. Ramazan AKBAY 

 

CAD is the leading cause of death in the world especially in developed 

countries. It is one of the diseases that is mostly studied on its causes and how it can 

be prevented. The most common cause of CAD is atherosclerosis of coronary 

arteries.  

 

 Some performed studies have demonstrated that endothelial function has 

important roles on developing atherosclerosis.  One of the important molecules 

secreted from endothelium is NO. NO prevents the development of atherosclerosis 

by many different mechanisms. It is synthesized by the NOS enzyme family. NOS 

enzyme family has 3 different isoenzymes which are called eNOS, nNOS and iNOS.  

The main source of NO in vascular endothelium is eNOS. Therefore, it is considered 

that variations in NOS gene may cause atherosclerosis by affecting NO level and 

endothelial function.   

 

Up until this time, many polymorphisms have been described in different 

regions of NOS gene.  The only exon polymorphism which has been found is 

Glu298Asp. It is considered that the changes in exon region affects enzyme activity 

more, since this region is the encoding part of the gene.  

 

In this study we examined association of Glu298Asp polymorphism (G894T) 

that is originated from exchange of guanin base with timin base located in 894th 

position of exon 7 on eNOS gene with CAD and NOx level in the population of 

Denizli. 

 

On the basis of angiography, 131 individuals who have ≥ %50 obstruction in 

any main vessel or it’s branches formed CAD group and 75 individuals who have no 

obstruction or <%50 obstruction formed control group. We determined genotypes by 
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PCR and RFLP method and measured the plasma NOx levels from blood plasma 

using Griess method in all participants.   

 

Neither Glu298Asp polymorphism genotype nor T allele frequency was found 

associated with CAD and plasma NOx levels. Also there was no different plasma 

NOx levels in the CAD grup. 

 

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

we did not detect a significant association between Glu298Asp polymorphism,  

plasma NOx level and CAD. 
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